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DISCUSSIO

26.L'EFECTE DE LES INTERVENCIONS NUTRICIONALS SOBRE EL DANY
OXIDATIU ENDOGEN

La reduccioé de la ingesta de calories sense malnutricié és una de les intervencions
nutricionals més consistents la qual incrementa la vida mitja i la longevitat maxima de
diferents espécies, des dels invertebrats fins als primats. Existeixen diferents estudis en
rosegadors, principalment rata i ratoli, els quals demostren que una restriccié calorica
disminueix la generacié de ROS mitocondrial i el dany oxidatiu endogen en diferents
teixits, com en fetge, cor, cervell, muscul esqueletic i ronyd. Aquesta disminucid
s'observa sempre en una restriccié a llarg termini (minim un any) i depenent del teixit
a curt o mig termini (de 6 setmanes a 6 mesos) (Pamplona, Barja 2006, Gredilla, Barja
2005). Per tal de determinar els possibles mecanismes pels quals la restriccié calorica
produeix aquest efecte s’han realitzat diferents experiments variant la composicié de la
dieta. En referencia als tres components basics d’aquesta, els carbohidrats, els lipids i
les proteines, només aquestes Ultimes han demostrat produir un efecte beneficiés. Es
a dir, una restriccié proteica del 40% independentment de la disminucié de calories és
capac de disminuir la produccidé mitocondrial de ROS en fetge de rata (Sanz, Caro &
Barja 2004), efecte que no s'ha vist reproduit ni per una restriccié lipidica (Sanz et al.
2006a) ni de carbohidrats (Sanz et al. 2006b) en fetge de rata. Els nostres resultats de
la disminucié del dany oxidatiu observat en fetge de rata en I'experiment de restriccio
proteica va en el sentit esperat, ja que el fet que existeixi una menor produccio
d'especies reactives d'oxigen i per tant, d'estreés oxidatiu, fa que les macromolecules
cel*lulars es vegin menys danyades; tant a nivell de I'ADN mitocondrial com del dany
oxidatiu proteic directe o el derivat de glico i lipoxidacié. A més a més, estudis previs
també han demostrat una disminucié en el contingut de carbonils proteics en fetge de
rata com també una disminucié de la peroxidacié lipidica en ronyd de rata (Youngman,
Park & Ames 1992).

La restricci6 de metionina @ més a més de l'efecte positiu en l'augment de la
longevitat en rates i ratolins (Richie et al. 1994, Zimmerman et al. 2003), retarda molts
canvis associats a I'envelliment i malalties neurodegeneratives en rosegadors i
reprodueix diferents canvis tipics d’una restriccid calorica. La RMet en rates disminueix
la massa de greix visceral, els nivells d’insulina en plasma, el factor de creixement
insulinic del tipus 1 (IGF-1, de I'angles, insulin-like growth factor 1) i la resposta de la

insulina a la glucosa, i evita al 100% un increment de triglicérids en sang i parcialment,
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un 75%, els nivells de colesterol, en rates velles (Malloy et al. 2006). En ratolins, la
RMet disminueix el desenvolupament de cataractes, minva els canvis associats amb
I'envelliment relacionats amb la funcié immune i també els nivells de glucosa en serum,
d'insulina, del factor de creixement insulinic del tipus 1 (IGF-1, de l'anglés, insulin-like
growth factor 1) i de T4 (Miller et al. 2005). En fetge d'ovelles, la RMet també
disminueix I'expressié genica del factor de creixement insulinic del tipus 1 (IGF-1, de
I'angles, insulin-like growth factor 1) en resposta a 'hormona del creixement (GH, de
I'angles, growth hormone) (Stubbs et al. 2002). Altres estudis recents també mostren
que la RMet pot parar la divisié6 de cel-lules cancerigenes (Pavillard et al. 2006) i

inhibeix la carcinogénesis de colon (Komninou et al. 2006).

Fins al moment, pero, no s’havia estudiat els efectes de la restriccid de metionina
sobre el dany oxidatiu endogen molecular. Estudis previs demostren que tant si s‘aplica
la intervencié nutricional realitzada previament, on la disminucié de la metionina va ser
compensada per un augment de glutamat (Miller et al. 2005, Richie et al. 1994) (on es
demostra un augment de la longevitat maxima), com si es restringeix la metionina
compensant amb una aportacié de tots els components de la dieta sense augmentar
cap component en concret, que en ambdds casos es déna una disminucid de la
produccié mitocondrial de ROS en el fetge de les rates (Sanz et al. 2006, Caro et al.
2008). L'Unica diferencia existent al comparar les dos intervencions és que les
mitocondries de fetge de les rates sotmeses a restriccid de metionina suplementades
amb glutamat mostren un consum d’oxigen superior a les rates control, parametre que
es mostra invariable en I'experiment on no hi ha una aportacié extra de glutamat. En
I'experiment de restriccid al 40 i 80% de metionina en fetge trobem una disminucio del
dany oxidatiu endogen tant del dany a I'ADN mitocondrial, com també dels cinc
marcadors especifics del dany oxidatiu proteic. Aquesta disminucid va en el mateix
sentit que el produit en el fetge de les rates sotmeses a RMet amb I'aportacié de
glutamat (Sanz et al. 2006). Amb aix0 estem dient que laportacié de glutamat
solament es nota en el consum d’oxigen i tots els altres parametres disminueixen,
demostrant el fet que la RMet disminueix la velocitat d’envelliment disminuint aquests
parametres en fetge de rates. Per tant, la disminucié del dany a I’ADN mitocondrial en
els dos grups experimentals de RMet, en 40 i 80% va en concordanca amb la
disminucid de la produccié de ROS observat en RMet. Estudis previs mostren I'estreta
relacié entre els canvis en la produccié de ROS mitocondrials i els nivells de 8-oxodG
en ADN mitocondrial en RC, RP i RMet80% i quan comparem especies animals de
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diferents longevitats (Pamplona, Barja 2006, Barja 2004b). Aquesta correspondeéncia
podria ser deguda a la proximitat de I’ADN mitocondrial amb els llocs de la generacid
dels ROS, especialment els que estan encarats a la matriu mitocondrial (Figura 3). A
part de la restriccid proteica (Sanz, Caro & Barja 2004) i la restriccid6 de metionina
(Sanz et al. 2006), com ja s’ha comentat, la restriccid calorica al 40% (Gredilla et al.
2001) també disminueixen la generacié de ROS mitocondrial i els nivells de 8-oxodG en
ADN mitocondrial en una quantitat similar en fetge de rata. Per contra, els dos estudis
de restriccio lipidica (Sanz et al. 2006a) i de carbohidrats (Sanz et al. 2006b, Pamplona
et al. 2002a) que no disminueixen la produccié de ROS, tampoc mostren disminucio
dels nivells de 8-oxodG. En relacié a la modificacié oxidativa proteica, s’han trobat
disminucions significatives en els marcadors SAG, SAAA, CEL, CML i MDAL i CMC,
aquesta Ultima només s’ha quantificat en I'experiment de RMet 40-80%. Aquesta
disminucio en l'oxidacié proteica directa (SAG i SAAA), en la derivada de glicoxidacio
(CEL, CML i CMC) i de lipoxidacié (CML, MDAL i CMC) concorda amb la minvada
produccié de ROS observat en MetR al 40 i al 80%. La disminucié d’aquests marcadors
d’oxidacio proteica s’han trobat també disminuits en una restriccié calorica del 40%
(Pamplona et al. 2002a, Pamplona et al. 2002b).

La CMC requereix una mencid especial. La modificaci6 de cisteina per
carboximetilacié és mostra per primera vegada com un biomarcador de la glicacio i
lipoxidacié avancada /n vivo. Fins al moment, la investigacié de la formacid d'aquests
biomarcadors s’ha centrat en les modificacions quimiques del grup o-amino del N-
terminal, del grup e-amino de la lisina i del grup guanidino de l'arginina dels residus
proteics. Tanmateix, el grup sulfidril de les proteines intracel*lulars és més nucleofilic,
per tant, més reactiu que els grups amino o guanidino. Aquest fet explica que s'observi
el producte de la modificacid quimica de la cisteina com a resultat de les reaccions
intracel-lulars derivades de les reaccions de Maillard (Figura 25). A més a més, basant-
nos en la seva estrutura quimica (Figura 28), la CMC és un tioéter, no un tioéster,
adducte que no és reversible a les reaccions de transesterificacido amb glutatié o altres
tiols cel*lulars. Amb tot aix0, podem considerar la CMC mitocondrial com un producte

final de glicacid i lipoxidacio irreversible i estable.

Els efectes perjudicials de I'envelliment es manifesten millor en teixits postmitotics,
on les cel'lules danyades irreversiblement o les cél'lules perdudes no poden ser

substituides per mitosis de les sanes. Entre aquests teixits, el cervell és el més
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important, degut al seu paper central en 'homeostasi de I'organisme. En aquest sentit,
la restricci6 de metionina demostra una disminucié dels parametres del dany oxidatiu
endogen, tant a nivell de I'ADN mitocondrial, com dels marcadors de dany oxidatiu
proteic directe (SAG, SAAA), els de glicoxidacié (CEL, CML ) i lipoxidacié (CML, MDAL)
en cervell de rata. Aquest fet evidencia una disminucié de dany oxidatiu proteic produit
possiblement per la disminucié de la generacié de ROS observat en la RMet en fetge,
ja que en cervell de rates en aquestes condicions no s’ha calculat. Aquests resultats,
conjuntament amb els resultats de la disminucié del dany oxidatiu proteic en fetge de
rata tant en una restriccid al 40% com al 80%, suporten la idea de que la disminucié
en la ingesta de metionina és responsable per la disminucid de l'estrés oxidatiu

mitocondrial observat en RC.

En concordanca amb els resultats que demostren que no existeixen diferencies en
la produccié mitocondrial de ROS en I'experiment de RAAs (Caro et al. 2009a), tampoc
hi ha variacié en els nivells de 8-oxo-dG, suggerint aixi que I'aminoacid responsable de
la reduccié de ROS mitocondrial produit per la RP, és la metionina. A priori, en
absencia de canvi en la produccié mitocondrial de ROS en el grup de RAAs tampoc
esperariem canvi en els marcadors d'oxidacid proteica, perd no ha estat aixi. Veiem
que la disminucid de tots els aminoacids excepte la metionina també indueixen efectes
de proteccid en les proteines mitocondrials, de la mateixa manera que es veuen
disminuits per al intervencid de RMet i RP. Donat el fet que en aquesta intervencié no
hi ha reduccid en la producci6 de ROS (Caro et al. 2009a), la disminucidé dels
marcadors de lesid pot ser atribuible a un increment de la degradacid de les proteines
modificades en lloc d’'una menor formacid de les modificacions oxidatives de les
mateixes. Per altra banda, els marcadors especifics de lipoxidacié, CML i MDAL poden
veure's disminuits per la disminucié de la insaturacié dels acids grassos i de I'index de
peroxidizabilitat observat a partir de la composicid dels acids grassos. De totes
maneres, pero, no ho explica tot ja que els altres tres marcadors de lesié analitzats
(SAG, SAAA, CEL) que no depenen de la peroxidacido també disminueixen. El mateix
podriem dir en I'experiment de restriccid proteica en fetge com en el de restriccié de
metionina en cervell i fetge. En els tres experiments existeix una disminucié de tots els
marcadors de dany oxidatiu, entre ells, els especifics de lipoxidacio, i aix0 va
acompanyat d'una disminucié de la insaturacié dels acids grassos, per tant de la

susceptibilitat d'aquests a ser oxidats. Fet que podria explicar en part la disminucié dels

220



DISCUSSIO

marcadors especifics, perd no de tots els marcadors de dany oxidatiu proteic ja que els
altres tres (SAG, SAAA i CEL) no provenen de la lipoxidacio.

Per tant, sembla que la disminucié de la produccié de ROS induida per la RP i la
RMet condueixen a una disminucié generalitzada de I'oxidacid, glicoxidacid i lipoxidacio
de les proteines mitocondrials, i la restriccid de tots els aminoacids excepte la
metionina també produeix el mateix efecte de proteccid a l'oxidacié proteica, perod per
altres mecanismes que no és la disminucié de la produccié de ROS. De totes maneres i
independentment del mecanisme molecular involucrat, l'efecte generalitzat de la
disminucié de la lesid6 oxidativa proteica induida per la disminucid de tots els
aminoacids excepte la metionina poden contribuir a la disminucié de la velocitat

d’envelliment que produeix una restriccié calorica.

L'experiment de suplementacié en metionina ens mostra un augment del dany
oxidatiu a I'ADN mitocondrial en el fetge dels animals, ara bé, els marcadors d’oxidacio
proteica no es veuen modificats per aquesta intervencié nutricional en el fetge dels
animals. Aquest augment del dany de I'ADN mitocondrial es pot explicar per un
augment de la generacid mitocondrial de ROS observat en fetge (Gomez et al. 2009).
S'observa també que aquests parametres es troben invariants en el cor d’aquests
animals. La metionina és un aminoacid essencial el qual s'acostuma a ingerir en les
proteines de la dieta. La seva absorcid és altament eficient, entra en el plasma i circula
fins que és utilitzat pels diferents teixits. El fetge, pero, juga un paper important en el
metabolisme de la metionina i utilitza gran part dels aminoacids sulfurats del portal
sanguini. A diferéncia de l'augment de dany oxidatiu a I'ADN mitocondrial, la
suplementacié de metionina no fa variar cap dels marcadors especifics de dany
oxidatiu proteic en fetge. L'augment dels nivells de 8-oxodG és podria explicar per la
proximitat fisica de I'ADN mitocondrial a la cadena de transport electronica, ara bé,
I'absencia de diferéncies en les quantitats dels marcadors de lesid, tot i haver-hi un
augment de la produccié de ROS, sembla no mostrar cap paral-lelisme. L'increment de
I'estres oxidatiu induit per la suplementacié en metionina, com s'ha evidenciat en altres
experiments previs i situacions fisiologiques (Lopez-Torres et al. 1993, Gomez-Cabrera,
Domenech & Vina 2008) (per exemple en exercici moderat, que equival a entrenament
cronic), produeixen una sobreregulacié dels enzims antioxidants endogens com la SOD,
la glutatié peroxidasa o la catalasa i també del no enzimatics, com el glutatié reduit,
conduint a una aparent resposta adaptativa a la ingesta cronica de una dieta amb alt
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contingut de metionina; fet que podria explicar I'abséncia dels canvis observats en
SAG, SAAA, CEL, CML i MDAL en aquest experiment de MetS en fetge. Diferents autors
han descrit increments en enzims antioxidants en una suplementacié de metionina
(Mori, Hirayama 2000, Toborek et al. 1996, Seneviratne et al. 1999, Park et al. 2008)
encara que en altres estudis les activitats dels enzims antioxidants no han canviat
(Stefanello et al. 2005). De totes maneres, en aquest experiment en que no han trobat
diferencies en les activitats dels enzims antioxidants la metionina s’ha administrat in
vitro en homogenats d’hipocamp de cervell de rata i, per tant, no s’ha pogut donar una
compensacid adaptativa. En alguns casos, pero, les induccions adaptatives dels enzims
antioxidants després d'una suplementacié en metionina es perden després d'un llarg
temps (6 mesos) i aquesta perdua correlaciona amb lincrement de la peroxidacié
lipidica mesurada amb les substancies que reaccionen amb I'acid tiobarbituric (Mori,
Hirayama 2000), correlaci6 que no s'‘observa quan les induccions es donen
temporalment. Alternativament, la falta de canvis en els marcadors d’oxidaci6 proteica
podrien ser degudes a una sobreregulacid compensatoria dels sistemes catabolics

involucrats en la reparacio de les proteines danyades.

27.L'EFECTE DE LES INTERVENCIONS NUTRICIONALS EN LA COMPOSICIO
EN ACIDS GRASSOS

Entre els marcadors de dany oxidatiu proteic, hem mirat tres que son derivats de
lipoxidacio, la CML, CMC i especialment el MDAL. Donat el fet que la peroxidacio
lipidica augmenta exponencialment en funcid dels dobles enllagos presents en la
molécula d'acid gras (Holman 1954), hem mesurat la composicié en acids grassos en
les intervencions nutricionals realitzades i totes elles efectuen canvis significatius en el
grau d’insaturacid dels acids grassos i en conseqiiéncia, en la susceptibilitat a ser

oxidats.

Els canvis en la composicié dels acids grassos produits per la RP es mereix una
mencid especial. En una restriccié calorica tipica del 40%, la quantitat d’aliment ingerit
és un 40% menys, conseqiientment, la ingesta de proteines també disminueix en un
40%. Per tant, si una RP canvia la insaturacié dels acids grassos, tal i com s’evidencia
en els resultats presents, en principi s’hauria d’observar canvis similars en experiments
de RC. En referéncia a aix0, estudis previs van demostrar canvis qualitativament

similars a aquests, encara que quantitativament en un menor grau, en la composicio
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dels acids grassos de les mitocondries hepatiques de rates sotmeses a 28 mesos de
restriccid calorica, fet que no succeeix quan la restriccid és de 18 o 6 mesos (Lambert
et al. 2004), com és el cas dels resultats presents. El fet que el nostre experiment en
RP s’hagi aplicat durant 7 setmanes no sembla motiu per observar aquestes
diferencies, pero hi poden haver influit altres factors. Quan comparem experiments de
restriccions dietetiques en general s’ha de tenir en compte diversos factors que poden
modular la intensitat dels canvis en la composicid dels acids grassos, com la soca de
I'animal, la font de la proteina ingerida, el temps del tractament experimental i el teixit
o l'drgan examinat. Comparant el treball previ de RC (Lambert et al. 2004) i els nostres
resultats de RP alguns d’aquests factors hi son presents. En el treball de CR utilitzen
rates Brown-Norway a diferencia de les rates utilitzades per tots els experiments
realitzats en aquesta tesi, les rates Wistar. Una altra diferencia és el procediment de
I'aplicacio de la intervencid nutricional, en el cas de I'experiment de RC, als animals del
grup de RC se'ls hi va limitar I'accés al menjar per tal de que el pes corporal d’aquests
fos entre un 50-55% dels animals del grup control, els quals menjaven ad /ibitum. Ara
bé, I'accés al menjar de les rates del grup ad /ibitum estava limitat per un periode de 5
hores, de 22’00 a les 3’00 h, per tal de sincronitzar les rates del grup control al mateix
cicle que les rates del grup de RC, en lloc de donar lliure accés al menjar les 24 h, com
és el cas del nostre experiment de RP. A més a més, un experiment del nostre grup,
posterior al de restriccid proteica, demostra que una restriccid calorica de baixa
intensitat, de 8,5% i 25%, disminueix el nombre dels dobles enllacos i la
peroxidizabilitat dels acids grassos de les mitocondries de fetge de rates, en aquest
cas, pero, les variables experimentals han estat més acotades ja que s’ha utilitzat la
mateixa soca dels animals, rates Wistar i el periode i tipus d'alimentacié ha estat el
mateix, 7 setmanes de tractament i 24 h d'accés al menjar (resultats no presentats en
aquesta tesi, publicats en (Gomez et al. 2007)). De totes maneres és important
ressaltar el fet que existeixen altres estudis de RC (Ramsey et al. 2004, Hulbert 2005,
Tamburini et al. 2004, Yu 2005) on s’ha demostrat una disminucié de la insaturacié
dels acids grassos de duracié i magnitud similar als nostres resultats, i aquests canvis
son principalment, com en el nostre cas, deguts a una disminucié dels acids grassos
poliinsaturats, I'acid docosahexaenoic (22:6n-3) i l'acid araquidonic (20:4n-6), i un
increment dels acids grassos amb un grau d'insaturacié baix, com I'acid oleic (18:1n-9)
i el linolénic (18:3n-3).
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La disminucié de la insaturacid dels acids grassos i per tant un augment a la
protecci6 de l'oxidacié d’aquests, com era d'esperar, també sha observat en
I'experiment de restriccid de metionina tant en el fetge, efecte perdo més marcat en la
RMet del 80%, com en cervell dels animals. Aquesta disminucié es deguda a gairebé
els mateixos canvis que els observats en RP. En fetge existeix una marcada disminucio
de I'acid araquidonic (20:4n-6) acompanyat d'un augment de I'acid linoleic (18:2n-6),
el quals es troben dins de al mateixa ruta biosintetica (Figura 58). En cervell, aquest
efecte és degut a més canvis, ja que a part de la disminucié de I'araquidonic, també
disminueixen I'acid adrenic (22:4n-6) i el docosahexaenoic (22:6n-3), i a més a més de
I'augment del linoleic es produeix un augment de l'oleic (18:1n-9) i dels dos acids
docosapentaenoics el -6 (22:5n-6) i el w-3 (22:5n-3). S’ha de tenir en compte que el
cervell és un teixit que conté un alt contingut en greixos, un 60%, i que d'aquests el
20% sbn acids grassos essencials ®-3 i ®-6. Aquest fet s’observa clarament si
comparem els valors mitjans en composicid dels acids »-3 i o-6 principals, és a dir,
I'araquidonic i el docosahexaenoic. Aquests es troben aproximadament en un 2 i 4%
en fetge, respectivament, en canvi, en cervell I'araquidonic casi es duplica (3,5%) i el
docosahexaenoic és triplica (14%) (Taula 16 i Taula 17). Sorprenentment, aquests sén
també els principals acids grassos que varien en el mateix sentit quan comparem els
mamifers longeus amb els no longeus (Hulbert et al. 2007, Pamplona 2008, Pamplona,
Barja & Portero-Otin 2002). Aquestes diferencies confereixen a les membranes dels
animals longeus una resistencia superior a la peroxidacio lipidica sense alterar la
fluidesa i microviscositat, propietats fonamentals de les membranes lipidiques
cellulars, i conseqlientment un menor dany a les macromolécules derivat de la

lipoxidacio.

A més a més de la restriccid proteica i de metionina, veiem que la restriccié de tots
els aminoacids excepte la metionina, com també la suplementaci® de metionina
indueixen el mateix tipus de canvi en la insaturacid dels acids grassos que s’assembla
al que es dona en animals longeus. Concretament la disminucié de la insaturacié dels
acids grassos en el grup de RAAs(-Met) es deu a la variacid de només dos acids
grassos, ja anomenats, els quals estan dins de la mateixa ruta biosintética. Els animals
sotmesos a restriccid6 en aminoacids mostren una disminucid de l'acid araquidonic
(20:4n-6), acid gras poliinsaturat, i un increment del seu precursor menys saturat,
I'acid linoleic (18:2n-6), sense mostrar canvis en la quantitat total dels acids grassos

saturats i insaturats. Tot i que la disminucié de lindex de dobles enllacos (IDE) és
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petit, d'un 3%, el seu efecte en la peroxidacio lipidica pot ser molt més important ja
que es coneix que l'increment del nombre de dobles enllacos i la peroxidacié lipidica no

segueixen una relacid lineal, sind més bé, exponencial (Holman 1954).

En I'experiment de suplementacié de metionina, I'analisi dels indexs d'insaturacio
de membrana, tant I'IDE com I'IP, es mostren disminuits en el grup de suplementacio
de metionina en el fetge dels animals, tot i trobar un augment en la produccié de ROS
mitocondrial i una abséncia de canvi dels marcadors d’oxidacid proteica en el fetge dels
animals. A priori, doncs, aquesta davallada sembla contradictoria. Una explicacié podria
ser que la disminucid6 de la insaturacié dels acids grassos del fetge fos una
conseqiiéncia de lincrement de la produccié de ROS. Es a dir, els acids grassos i
concretament els poliinsaturats, sén les macromolecules més susceptibles de patir un
atac dels radicals lliures, per tant si hi ha un augment de ROS, augmenta la lipoxidacié
i fa que aquests disminueixin. Aquesta pero, no és una explicacié Unica ja que no tots
els acids grassos poliinsaturats disminueixen, sind que només alguns. Alternativament,
existeixen diversos estudis que demostren alteracions en la biosintesi i el metabolisme
lipidic després d'una suplementacié en metionina. Aquestes alteracions observades
poden ser una disminucid dels triglicerids hepatics (Mori, Hirayama 2000, Park et al.
2008), una disminucid dels nivells de HDL-colesterol en plasma (Velez-Carrasco et al.
2008) o l'augment de la biosintesi hepatica i I'absorcié de colesterol i dels triglicérids
atribuibles als alts nivells d’homocisteina, ja que aquesta indueix l'estres del reticle
endoplasmatic (Werstuck et al. 2001). Per tant, I'estrés de reticle induit per 'augment
de I'nomocisteina comporta una desregulacié de les vies biosintetiques del colesterol i
els triglicérids, activant I'expressio de gens relacionats amb la biosintesi dels lipids els
quals poden jugar un paper important en I|associacid dels nivells elevats
d’homocisteina amb I'arteriosclerosi i la malaltia arterial coronaria. En el nostre estudi,
la disminucié del grau d'insaturacié hepatic podria representar una adaptacio i

compensar, almenys en part, I'increment de la produccié de ROS en el fetge.

En general, el canvi composicional observat en tots els experiments, el qual
comporta una disminucié de la insaturacié dels acids grassos en fetge en totes les
intervencions com també en cervell de RMet, es produit per una disminucié del acids
grassos poliinsaturats i acompanyat de I'augment dels seus precursors saturats, com
seria el cas del 20:4n-6 i el seu precursor 18:2n-6, representatiu en tots els

experiments. Aquesta disminucié es podria atribuir a una disminucié de I'activitat dels
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Figura 58 Biosintesi dels acids grassos de cadena llarga en els mamifers.
La familia d'acids grassos de les séries n-3 i n-6 només poden ser sintetizades a partir dels seus precursors obtinguts a
partir de la dieta. Les elongases son enzims que catalitzen el primer pas de I'elongacié dels acids grassos. Les
dessaturases son enzims que catalitzen la introduccié d’'un doble enllag en una posicié especifica de la cadena de I'acid
gras. A indica la posicio on l'acid gras es introduit, contant des del C1 del acid. “n” és el nombre de carbonis de I'acid

gras (Guillou et al. 2010).
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enzims desaturases A-5 i A-6, enzims principals en la ruta biosintética dels acids
poliinsaturats essencials els quals son necessaris per a la incorporacié d’'un nou doble
enllag en els acids grassos d‘aquesta ruta (Guillou et al. 2010). Particularment, en
cervell, aquests enzims es troben augmentats en condicions fisiologiques normals, en
comparacié amb el fetge (Cho, Nakamura & Clarke 1999a, Cho, Nakamura & Clarke
1999b) (Figura 58).

La restriccié de metionina mimetitza els canvis induits per la RC i la RP disminunt la
sensibilitat de les membranes mitocondrial a la peroxidacio lipidica. Aquesta disminucio
observada també en I'experiment de RAAs(-Met), acompanyat de la disminucié de la
produccié mitocondrial de ROS, incrementa també la longevitat durant una restriccid
calorica, la qual inclou una restriccid en aminoacids. Una suplementacié en metionina
de curt termini, com la que s’ha realitzat, sembla que compensa la sensibilitat
mitocondrial de les membranes a la lipoxidacio, seria necessari pero, realitzar altres
experiments a llarg termini per a coneixer bé els seus efectes en la composicié d’acids

grassos.

28.L'EFECTE DE LES INTERVENCIONS NUTRICIONALS EN LA QUANTITAT DE
LES PROTEINES DELS COMPLEXES MITOCONDRIALS I AIF

En relacié a un dels possibles mecanismes responsables de la disminucié de la
produccid6 de ROS mitocondrial, efecte que condueix a una disminucié del dany
molecular endogen tant en RC, observat en treballs previs, com en RP i RMet,
demostrat en els nostres treballs, s’ha estudiat els possibles efectes de les variacions
en les quantitats dels generadors de ROS de la cadena de transport electronic
mitocondrial. Es ben conegut que dins d'aquests, només dos dels quatre complexes
multiproteics son els responsables de la produccié de ROS mitocondrial, el complex I
(Genova et al. 2001, Barja, Herrero 1998) i el complex III (Boveris, Cadenas &
Stoppani 1976). D'acord amb la nostra hipotesi, en base als resultats previs obtinguts
per diferents autors de la disminucio de les activitats del complex I i III en ratoli (Desai
et al. 1996) i en rosegadors (de Grey 2001) produida per la RC, trobem disminuides les
concentracions estimades dels complexes I i III en les intervencions de RP, RMet, en
les situacions estudiades. D'acord amb aquest fet, les concentracions dels complexes
responsables de la produccié de ROS no es veuen afectades per la intervencié de
RAAs(-Met) ni per la de SMet, on la produccié de ROS no varia (Caro et al. 2009a), o
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augmenta (Gomez et al. 2009), respectivament. Ara bé, la disminucié en la produccio
de ROS sembla ser deguda a diferents factors a part de la disminucié dels complexes I
i III, ja que no existeix una relacié directament proporcional entre la disminucié de
produccié de ROS pels complexes responsables i la quantitat de complexes. Per tant, la
restriccid proteica i de metionina indueixen altres canvis qualitatius a part de la
reduccié de ROS. Aquests inclouen la disminucié del grau de reduccié dels generadors
de ROS de la cadena de transport mitocondrial o l'increment del seu potencial redox,
canvis que estan d’acord amb els baixos valors de fuga de radicals lliures que es troba
en RP (Sanz, Caro & Barja 2004) i RMet en fetge (Caro et al. 2008) com també en
treballs previs de restriccions dietetiques (Gredilla, Barja & Lopez-Torres 2001, Gredilla
et al. 2001).

En fetge de les rates en RMet al 40 i 80% , també és troben minvades les
quantitats dels altres dos complexes, CII i CIV, els quals no son responsables de la
produccid de ROS mitocondrial. A més a més, la minvada quantitat dels quatre
complexes de la cadena respiratoria en els dos graus de RMet estudiats en fetge sén
paral‘lels als resultats obtinguts en Caenorhabditis elegans (Dillin et al. 2002, Curran,
Ruvkun 2007, Lee et al. 2003). En aquests experiments salimentava els cucs amb
diferents ARN d'interferéncia especifics per a les subunitats dels complexes
mitocondrials. Aquestes investigacions mostren que la inactivacid dels gens que
codifiquen per les subunitats de qualsevol dels quatre complexes mitocondrials en
I'animal adult incrementen la longevitat dels cucs. Per tant, els dos tipus de
manipulacié que amplien la longevitat maxima, la RMet en fetge de rata i la inactivacio
dels ARNi en cucs tenen en comU una marcada disminucié de la quantitat dels quatre
complexes mitocondrials. Cal dir que la davallada dels complexes II i IV no s'observa
en RMet en cervell de rates, aix0 es podria explicar pel fet que es tracta d’un teixit
diferent i possiblement el tractament de 7 setmanes de RMet no sigui suficient per a
produir canvis, o que el mecanisme en cervell sigui diferent. A més, podem dir que la
redistribucid mitocondrial en la quantitat de complexes no afecta a les funcions de
I'organul, com podria ser la produccié d’ATP (10,15+0,86 en front 10,14+1,26 nmols
d’ATP/mg proteina en grup control respecte grup RMet80%) , la qual és manté
constant en cervell dels animals (dades no presentades en la tesi, publicades a (Naudi
et al. 2007a) , i també s’ha demostrat en RC (Lopez-Lluch et al. 2006).
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La intervencid de suplementacié de metionina en fetge de rata, respecte a les
quantitats dels complexes mitocondrials, només mostra un augment d’'una de les
subunitats del complex III i un descens en la subunitat del CIV, respecte al grup
control. En un primer moment, I'augment del CIII és podria associar a I'augment de la
generacié de ROS mitocondrial observat en aquests animals. Ara bé, aquest augment
mitocondrial de ROS en fetge, és degut al complex I i no al III, ja que només
augmenta quan el substrat és el piruvat/malat —substrat especific del complex I- i no
quan el substrat és succinat —substrat del complex II- i s'hi afegeix rotenona (inhibidor
del complex I) (Gomez et al. 2009). Aquesta diferencia fa pensar en el fet que
existeixin altres mecanismes responsables de I'augment de la produccié de ROS pel
complex I, de la mateixa manera que poden haver altres mecanismes responsables de
la disminucid de ROS en RMet que la disminucid dels complexes I i III. La disminucid
del complex IV deguda a la suplementacidé en metionina podria produir un major grau
de reduccio electronic de la cadena de transport, fet que podria explicar I'augment de

la produccié de ROS produida pel complex I.

Un mecanisme alternatiu que podria regular la produccié de ROS del complex I, en
la suplementacid de metionina, es tracta de les modificacions post-translacionals de les
subunitats d‘aquest complex. S’ha proposat la glutationilitzacié reversible de les
subunitats del complex I com un mecanisme alternatiu el qual regula la produccié de
ROS pel complex I. S’ha descrit que la produccid de ROS pel complex I mitocondrial
incrementa en resposta a l'oxidacié de la quantitat de glutatid mitocondrial. L'addicié
del glutatié oxidat (GSSG) al complex I mitocondrial fa que aquest augmenti la seva
produccid del radical superoxid, reaccionant els grups tiols de les subunitats del
complex I amb el GSSG i formant disulfurs mixtes glutatié-proteina (Taylor et al.
2003). El mateix podria succeir en la suplementacié en metionina, intervencié que faria
augmentar els nivells d'homocisteina, el qual conté un grup tiol capag de formar

enllacos disulfur amb aminoacids sulfurats (Cys, Met) de les subunitats del complex 1.

La proteina AIF pot estar també involucrada en la minvada concentracié del
complex I en la restricci6 de metionina. S'ha descrit que, a part de les funcions
apoptotiques de I'AIF, aquesta sembla ser necessaria per a l'oxidacid fosforilativa
mitocondrial. En particular, s’ha trobat que cel*lules deficients en AIF mostren un baix
contingut de complex I (Vahsen et al. 2004), assenyalant AIF en el paper de biogénesi

o manteniment d’aquest complex multiproteic. I ratolins Hq (veure apartat 2.4.3), amb
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I'expressid reduida d’AIF, mostren també una expressid reduida de les subunitats del
complex I. Per tant és possible que la disminucié observada en AIF en els grups de 40 i
80% de RMet en fetge pugui contribuir a la disminucié del contingut del complex I. Ara
bé, en cervell, la RMet no disminueix significativament la quantitat d’AIF, aquest fet pot
suggerir que la disminucié de complex I no només depén de la proteina AIF, tot i que
aquesta mostra una tendencia a disminuir (Figura 48), a més s’ha descrit que existeix
una expressio diferencial de la quantitat d’AIF segons les regions del cervell (escorca
frontal, estriat i hipocamp) en rates velles (Yu et al. 2009). En aquest sentit, en cervell
de les rates de restriccié de metionina s’ha trobat un augment de la cardiolipina (Naudi
et al. 2007a), un fosfolipid especific de la mitocondria, el qual s’ha demostrat que juga
un paper important en la bioenergética mitocondrial optimitzant I'activitat de moltes
proteines de la membrana mitocondrial interna, especialment els complexes
mitocondrials i dins d’aquests, el CL i 1V; i es troba disminuida en I'envelliment en rates
(Paradies et al. 2010). A més a més, un treball recent (Chinta et al. 2009) demostra
que no hi ha diferéncia en la produccié de ROS mitocondrial en cervell dels ratolins Hq
(veure apartat 2.4.3) en comparacid als seus controls tot i que aquests ratolins
presenten una disminucié d’AIF i de I'activitat del complex I. Aix0 suggereix que AIF no
modula directament la produccié de ROS, i segons els seus resultats, tampoc ho és el
complex I en el cervell d'aquesta soca de ratolins. En un primer moment és
contradictori amb els nostres resultats de que el complex I és responsable de la
produccioé de ROS, pero aix0 explicaria que, com observem amb els nostres resultats,

la reduccié de generacié de ROS no és només degut a la disminucié del complex I.

En l'estudi de RAAs, AIF disminueix un 18% en el grup de RAAs, pero la quantitat
del complex I no es veu afectada. Aquest fet pot indicar que aquest nivell de
disminucio en I'AIF no és suficient per a limitar la biogenesi del complex I. Per altra
banda, en referencia a les funcions proapoptotiques d’AIF, aquests resultats
suggereixen que la restriccid d’aminoacids excepte la metionina poden contribuir a
I'augment de la proteccié del teixit a I'apoptosi a través d'una disminuci6 moderada de
I’AIF, la qual no compromet la funcié de la cadena de transport electronic. La
intervencié de suplementacid6 de metionina no modifica els nivells d’AIF, fet que és

consistent amb I'abséncia de canvis en el contingut del complex I.
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29.L’EFECTE DE LA RESTRICCIO I SUPLEMENTACIO DE METIONINA EN LES
PROTEINES RELACIONADES AMB LA BIOGENESI MITOCONDRIAL EN
CERVELL DE RATA

Dins de la complexa xarxa que regula i abraca a la biogénesi mitocondrial, el
cofactor PGCla és el seu centre i maxim coordinador. L'activitat de PGClo pot
modular-se per diferents tipus de senyals tant metabolics, com nutricionals o factors
ambientals (per exemple, a través de modificacions transcripcionals o post-

transcripcionals) i conseqiientment afecta a la biogénesi mitocondrial (Figura 18).

Entre els possibles moduladors de PGCla, hem estimat la concentracid de SIRT1
en cervell de RMet40% i SMet, com també en fetge dels animals de RAAs. Els gens
Sir2 (de l'anglés, silent information regulator 2) de llevat, de mosca (Drosophila
melanogaster) i de cuc (Caenorhabditis elegans) codifiquen per les desacetilases
d’histones dependents de NAD" i tenen un paper en la determinacid de la longevitat i
la resposta a la restriccid calorica (Rogina, Helfand 2004, Chen, Guarente 2007). En els
mamifers, les sirtuines 1-7 sé6n homologues a les proteines Sir2, SIRT1 és el membre
de la familia de les sirtuines que presenta la més alta homologia amb Sir2 i és
considerada el seu ortdleg (Frye 2000). SIRT1 pot desacetilar histones i altres
proteines (Vaquero et al. 2004). Estudis recents suggereixen que SIRT1, com el Sir2 en
llevat i invertebrats, esta involucrat en la induccid de l'augment de la longevitat
mitjangant una restriccid calorica en mamifers, la qual augmenta els nivells de SIRT1
(Boily et al. 2008). De fet, pero, no s'ha estudiat mai quin dels components de la dieta
son responsables de I'augment de les sirtuines durant la restriccidé calorica. No és
coneix si I'efecte de la longevitat observat per la RMet en rosegadors pot ser regulat
per SIRT1 i existeixen pocs treballs en els que s’hagi estudiat els nivells d’aquesta
sirtuina en cervell, tot i que un treball recent demostra que hi ha un augment de SIRT1
en el cortex temporal de monos Squirrel (Saimiri sciureus) sotmesos a una RC del 30%
(Qin et al. 2006). Ara bé, els nostres resultats en cervell de rata no mostren cap canvi
en cap sentit d'aquesta sirtuina ni per una restriccid ni per una suplementacié de
metionina, aix0 pot suggerir que la part de l'augment de la longevitat en CR produit
per la restriccid de metionina no esta regulat per la sirtuina SIRT1 o que és necessari

explorar les diferents parts del cervell per saber si succeeix el mateix que en els monos

J Gens ortolegs: dit dels gens homolegs que pertanyen a espécies diferents i que tenen un avantpassat comu.
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Squirrel. En canvi, en fetge dels animals sotmesos a restriccid de tots els aminoacids
excepte la metionina es mostra un increment de SIRT1 del 26%. Aquest fet mostra
que no és necessari disminuir la ingesta calorica per a induir la SIRT1 en fetge, i indica
que aquesta intervencid nutricional té la capacitat de produir aquest canvi en la
sirtuina 1. Aix0 no elimina la possibilitat de que altres constituents de la dieta també

puguin estar involucrats en un augment de SIRT1 durant la restriccié calorica.

Estudis recents mostren una interaccié directa de SIRT1 amb PGCla, desacetilant-
lo. Cicles d'acetilacié i desacetilacid sembla que es donen en el fetge de mamifers
durant els estats d'ingesta o dejuni (Rodgers et al. 2005). Per tant, l'increment de
SIRT1 pot contribuir a lincrement de I'activitat de PGCla i conseqlientment, de la
transcripcié de gens mitocondrials i de la biogénesi mitocondrial durant la restriccié
calorica. Ara bé, en I'experiment de RAAs no s‘observen canvis en PGClo i tampoc en
el contingut dels complexes de la cadena de transport electronic mitocondrial tot i
I'augment de SIRT1. En |'experiment de RMet40% en cervell de rata no hi ha canvis ni
en SIRT1 ni en PGClo, per contra, i curiosament, en cervell de SMet, SIRT1 no mostra
canvis significatius i en canvi, els nivells de PGClo disminueixen en un 50% en el grup

suplementat en metionina.

Com ja hem dit, existeixen diferents fenomens reguladors de PGCla a nivell
molecular (Lopez-Lluch et al. 2008) que poden ser responsables d'aquestes aparents
discrepancies. Per una banda, la desacetilacié de PGClo produit per SIRT1 pot ser
simplista i no tenir en compte altres modificacions possibles de PGClo com la
fosforilacid o la metilacid (Rodgers et al. 2008) entre les quals també n’hi ha que
inhibeixen la seva activitat, com l'acetilaci6 de PGCla mitjancant el complex GCN5
acetiltransferasa, el qual s’ha demostrat que reprimeix I'expressié de PGCla en fetge
(Lerin et al. 2006) i també en muscul esqueléetic (Kelly et al. 2009), i podria ser una
explicacié de la disminucié de PGClo produit per una suplementacié de metionina en
SMet. A més a més, mentre que l'activaci6 de SIRT1 desacetila PGClo, també
disminueix I'activitat transcripcional de PGCla i el consum d’oxigen cel*lular en un 25%
(Nemoto, Fergusson & Finkel 2005). Aix0 Ultim explicaria el cas de 'augment de SIRT1

i 'absencia de canvi de PGC1a en fetge de restriccié en aminoacids.

La induccié de PGClo s'ha associat a I'activacié d’'un gran nombre de factors de

transcripcid els quals regulen la biogénesi mitocondrial i la respiracié per reduir el dany
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oxidatiu endogen, a part de les respostes al fred especifiques del teixit, el dejuni o
I'exercici (Lopez-Lluch et al. 2006). Estudis previs han demostrat un increment en la
biogenesi mitocondrial durant una restriccié calorica (Nisoli et al. 2005), pero el que no
es coneix es quin dels components de la dieta és el responsable.

NRF-1 és un factor transcripcional intermediari el qual estimula la sintesis de mTFA
amb l'efecte final d’activar la duplicacié de les molecules d’ADN mitocondrials. En el
cervell de les rates sotmeses a restriccio de metionina del 40%, es mostra una
disminucio significativa de NRF-1, el qual no sembla estar mediat per PGClo ja que
aquest no varia, com tampoc sembla que aquesta disminucié inhibeixi a mTFA, ja que
aquesta es mostra significativament augmentada. Aquest fet fa pensar en I'existéncia
d’'una o més vies que modulen mTFA i/o NRF-1. Recentment s’ha descrit una interaccio
entre la biogénesi mitocondrial i I'estres oxidatiu. Piantadosi i col.laboradors (Piantadosi
et al. 2008) relaciona el factor de transcripcid Nrf2 (de I'angles, NF-£2-related factor 2)
amb el factor NRF-1 de biogenesi. Nrf2 es mostra com un factor de transcripcio critic
per la protecci6 de les substancies electrofiles, inflamacid i toxicitat quimica
(Wakabayashi et al. 2004) oferint la possibilitat que aquest pugui connectar la
biogénesi mitocondrial amb les defenses antioxidants i a xenobiotics mitjancant un
mecanisme redox basat amb el CO (Piantadosi et al. 2008). Nrf2 protegeix en contra
dels toxics i carcinogenics, en part, activant la fase II dels gens detoxificants
(Wakabayashi et al. 2004, Rushmore, Pickett 1990, Kwak et al. 2003) i aquest també
intervé en la induccié de CO mitjangant I'enzim limitant per la biosintesis del glutatio (Li
et al. 2007). Piantadosi i col*laboradors descriuen una via de regulacié de la biogenesi
mitocondrial a través de Nrf2. Segons ells, les substancies electrofiles promouen
I'expressid genica de Nrf2, el qual en el nucli ocupa les posicions ARE (de I'anglées,
antfoxidant response element) en els promotors genics que codifiquen per NRF-1 i
altres proteines antioxidants com HO-1 i SOD2, facilitant aixi la transcripcio i traducci6
de NRF-1. La fosforilacid6 de NRF-1 facilitada per AKT fa que NRF-1 es transloqui al
nucli i activi els gens necessaris per la biogenesi mitocondrial, entre aquests mTFA.
Curiosament, s’han trobat llocs d'unié funcionals de NRF-1 en els promotors de més de
100 gens involucrats en la regulacid del transcriptosoma mitocondrial, en els
complexes de la cadena de transport mitocondrial, en la biosintesi del grup hemo i en
la importacié i sintesi de proteines mitocondrials (Scarpulla 2008, Kelly, Scarpulla
2004).
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Ara bé, la restricci6 de metionina al 40% en cervell, sabem que disminueix la
produccid de ROS i la lesi6 endogena (Caro et al. 2009b), fet que redueix les
substancies electrofiles, ja siguin ROS o intermediaris de segona generacié (apartat
3.1). Si Nrf2 s'activa en resposta a les substancies electrofiles i aquestes disminueixen,
és logica la tendéncia a la disminucié dels nivells de proteina Nrf2 observats en cervell
de RMet40% (disminucidé del 20%, tot i que no és significatiu degut a la variabilitat
entre animals), ja que quan Nrf2 no esta actiu esta unit a KEAP1 (de I'anglés, kech-like
ech-associated protein 1) i es degrada mitjancant el proteasoma. Dos treballs encara
més recents demostren una induccié de la SOD1 per la via Nrf2 en cardiomiocits i
cel*lules vasculars (Dreger et al. 2009, Dreger et al. 2010). En sentit contrari, perd no
oposat, la tendencia a la disminucié observada en la quantitat de proteina de Nrf2 va
acompanyada de la disminucié significativa de SOD1 en el cervell de les rates sotmeses
a RMet40%. Aquesta disminucid de la proteina antioxidant SOD1, induida per la
disminucio de I'activitat de Nrf2, suggereix una adaptacid metabolica del cervell de les

rates, ja que amb menys dany necessiten menys antioxidants.

De fet, la tendéncia de la disminucié dels nivells de Nrf2 citosolics podrien explicar
la disminucio significativa (del 60%) dels nivells proteics de NRF-1, perd en un primer
moment, no expliquen lI'augment significatiu observat en el factor mitocondrial mTFA.
L'elevada quantitat de mTFA conjuntament amb l'augment del 20% (encara que no
significatiu) del maxim coordinador d'aquesta, el PGC1, suggereixen un augment del
nombre d’ADN mitocondrial i per tant de la biogénesi mitocondrial. Es a dir, la
restriccid6 de metionina en cervell augmenta la biogénesi mitocondrial, augmentant
significativament els nivells de PGCla en RMet80% i els nivells de mTFA en RMet40%,
perd no va acompanyat del augment de NRF-1. Aix0 es pot explicar per I'existéncia de
més factors respiratoris que poden estar implicats en aquest augment de la biogenesi,
ja que l'analisi de PGClo, NRF-1, mTFA pot resultar lleugerament simplista si es
considera el gran nombre de factors involucrats en aquesta gran xarxa de la biogénesi
mitocondrial. Altres factor nuclears serien el NRF-2, el qual també indueix mTFA
(Scarpulla 2008).

L'efecte de la suplementacié de metionina sobre la biogénesi mitocondrial en
cervell de rata sembla modificar només el seu maxim coordinador, el PGCla. La
disminucié espectacular del 50% de la expressié d'aquest cofactor suggereix una

disminucié de la biogenesi mitocondrial, tot i que no esta acompanyada de cap altra
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modificacié de les proteines de biogénesi analitzades, com tampoc de la quantitat de
les subunitats dels complexes mitocondrials analitzades, amb I'excepcié del CIV, la qual
disminueix significativament (dades no plublicades). Per tant, en aquest sentit, seria
necessaria una més amplia exploracié d‘aquesta intervencié nutricional per poder
demostrar la implicaci6 que mostra sobre la biogénesi mitocondrial. Podria ser que el
fet del periode de la intervencid, 7 setmanes, sigui insuficient per notar possibles
efectes en el cervell dels animals. Ara bé, el que suggereix aquesta gran reduccio del
cofactor PGCla i I'abséncia de canvi de les altres proteines (NRF-1, mTFA, Nrf2 i
SOD1) és una readaptaci6 metabolica del cervell de les rates sotmeses a
suplementacié de metionina, els quals semblen no estar modulats pels parametres

analitzats.

Les proteines desacobladores UCPs (de I'anglés, uncoupling proteins) s’ha descrit
que produeixen diferents funcions en la mitocondria (Echtay 2007), entre elles, produir
desacoblament i dissipant aixi la forca protd motriu usada per I'’ATP sintasa durant la
fosforilacid oxidativa (Echtay et al. 2002) i disminuit la produccié de ROS. La proteina
desacobladora especifica de teixit, la UCP4, s'ha descrit com a mitjancera entre el canvi
en el metabolisme energétic i un increment de la resistencia neuronal a I'estrés
oxidatiu i metabolic (Mattson, Magnus 2006). La sobreregulacié de la capacitat
desacoblant de la mitocondria esta descrit que és un efecte del PGClo (Puigserver et
al. 1998). Per aixo (Perrone et al. 2010) analitza I'expressié de UCP1 en teixit adipos
de rates sotmeses a una RMet del 80% i troba un increment significant de I'expressio
genica d'aquesta proteina. Aquest resultats van en el mateix sentit que els nostres, ja
que també trobem un augment de I'expressid proteica de la proteina desacobladora
UCP4 en cervell de rates sotmeses a RMet80%, tot i que la RMet del 40% sembla no
ser suficient per a modificar I'expressio proteica de la proteina desacobladora especifica
de cervell. Els nostres resultats de RMEt80% en cervell, com els de Perrone i
col'laboradors (Perrone et al. 2010) en teixit adipds, suggereixen una induccid
potencial desacoblant de la mitocondria produida per la reduccid de metionina en la
dieta. La suplementacié de metionina, per contra, sembla produir un efecte contrari en
la quantitat de UCP4 en cervell ja que aquesta disminueix en un 40%. Aquesta
disminucid suggereix una capacitat desacoblant minvada de la mitocondria, tot i que
no sembla tenir molta repercussid ja que la produccid mitocondrial de ROS en cervell

de les rates suplementades no varia (dades no plublicades).
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30.L’EFECTE DE LA RESTRICCIO I SUPLEMENTACIO DE METIONINA EN LES
PROTEINES RELACIONADES AMB L'ESTRES DE RETICLE
ENDOPLASMATIC EN CERVELL DE RATA

En condicions fisiologiques normals, les proteines relacionades amb la resposta a
les proteines malplegades o desplegades (UPR, de I'angles, unfolded protein response)
fan la seva funcid, amb l'edat, perd, les funcions d'aquestes proteines es veuen
alterades, ja sigui per l'oxidacio de les mateixes o per la pérdua d’activitat, alterant la
UPR i creant aixi l'estres del reticle endoplasmatic (RE). L'exacerbacié d’aquest estres
s’ha fet palés en el desenvolupament de nombroses patologies associades a
I'envelliment, com la diabetis, I'arteriosclerosi i malalties neurodegeneratives com
I’Alzheimer, el Parkinson i I'Esclerosi Lateral Amiotrofica (Naidoo 2009), entre d’altres.
Aixi, per exemple, en les malalties neurodegeratives de Pick (PiD, del angles, pick
disease) i de grans argidofils (AGD, del angles, argyrophilic grain disease) (Ilieva et al.
2010b, Ilieva et al. 2010a) s’ha trobat recentment una alteracid de les proteines
xaperones i relacionades amb I'estres de reticle. Ara bé, no tenim constancia previa
dels possibles efectes de les intervencions nutricionals que modulen I'envelliment en

I'activitat o expressié d’aquestes proteines.

La restriccid de metionina en cervell ens mostra un augment de I'expressié proteica
de la xaperona clau reguladora del procés de UPR, la GRP78, com també de l'altra
xaperona, la GRP94, la qual és la proteina més abundant del RE (Argon, Simen 1999).
Els nivells de GRP78 sén critics per al correcte plegament i pel control de qualitat
proteic en el lumen del RE (apartat 7.1). Diferents estudis mostren una minvada
expressio dels nivells d'aquesta proteina associada a I'envelliment. Aixi, en I'hipocamp
de rates Wistar d'edat avancada (23-26 mesos) comparades amb rates adultes joves
(4-6 mesos) s'ha trobat una expressio genica i proteica reduida de GRP78 (Paz Gavilan
et al. 2006). En cortex cerebral de ratoli succeeix el mateix, una disminucié del 30% de
I'expressid proteica de GRP78 amb I'edat, comparant ratolins d’edat avancada (22-24
mesos) amb joves de 3 mesos d'edat (Naidoo et al. 2008). Aquesta disminucié també
s'observa en altres teixits, com ho demostra un estudi realitzat en multiples organs de
rata de diferents edats [recent nascudes (0-4 dies d’edat), joves (1 mes d'edat),
adultes (6 mesos d’edat) i velles (més de 18 mesos d'edat)] en que I'expressid de la
xaperona GRP78 en l'edat jove es troba augmentada respecte a |'edat avangada tant

en cortex, en cerebel, en pulmo, en fetge, en ronyd, en cor i en la melsa d'aquests
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animals (Hussain, Ramaiah 2007). Un altre treball en fetge de rata demostra una
disminucié del 40% en els animals d'edat avancada de l'expressid de la xaperona
GRP78 a intervals regulars de 21 dies fins a la mort (Erickson, Dunning & Holtzman
2006). Posteriorment Nuss i col'laboradors (Nuss et al. 2008) demostren un 20% de
disminucié en l'activitat d’ATPasa de la xaperona GRP78 en fetge de ratolins d'edat
avancada (20-24 mesos) en comparacid amb els joves (3 mesos d'edat). Un treball
anterior a tots aquests, també mostra una marcada reduccié del contingut proteic de
GRP78 (un 50%) en fetge de ratolins d'edat avancada (24 mesos) comparat amb els
joves (3 mesos d’edat) (Rabek, Boylston & Papaconstantinou 2003).

Amb l'envelliment també s’ha observat un declini de la proteina isomerasa PDI, la
qual és lI'encarregada de plegar les proteines catalitzant la formacio dels ponts disulfur i
protegint aixi les cel‘lules del dany oxidatiu. Aquesta isomerasa s’ha trobat amb
activitat reduida en un 45% en fetge de ratoli d’edat avancada (20-24 mesos)
comparat amb ratolins joves (3-5 mesos) (Nuss et al. 2008, Rabek, Boylston &
Papaconstantinou 2003); com també en hipocamp de rata d’edat avancada (24-26
mesos) en relacié al de rates joves (3-5 mesos) (Paz Gavilan et al. 2006). En el cervell
de RMet, pero, no es troba un augment significatiu com en el cas de les xaperones, tot
i que sembla que té una tendencia a I'augment dels seus nivells proteics. Ara bé, dins
de la familia de les tioredoxines, existeixen altres proteines diferents a la PDI també
encarregades de realitzar aquesta funcié, com les ERp57, ERp52, PDIR i P2 (Ferrari,
Soling 1999). En aquest sentit, un estudi en fetge de rata demostra una disminucié de
ERp55 i ERp57, del 51% i 32% respectivament en les rates d’edat avangada (Erickson,
Dunning & Holtzman 2006), per tant seria necessari explorar altres tipus de
tioredoxines, pensant perd que podrien estar augmentades com s'intueix en la proteina
PDI en RMet.

El descens de GRP78 i PDI amb l'edat pot ser en part, per l'efecte de I'estres
oxidatiu sobre aquestes proteines, ja que recentment s’ha trobat també un increment
de l'oxidacio de proteines clau residents al RE amb I'envelliment. GRP78, PDI es troben
carbonilades en fetge de ratoli amb I'edat, comprometent el plegament proteic i la
formacid de ponts disulfur (Nuss et al. 2008, Rabek, Boylston & Papaconstantinou
2003).
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L'augment de les xaperones GRP94 i GRP78 i PDI amb la RMet en cervell sembla
revertir el declini , especialment de la maxima reguladora, la GRP78, observat tant a
nivell transcripcional com proteic amb I'envelliment. Declini que irromp en I'homeostasi

del RE i en l'eficiencia del plegament proteic.

Tot i la marcada induccié de la xaperona GRP78 en cervell de RMet, el factor ATF6
situat a la membrana del RE no mostra cap diferéncia en els seus nivells proteics.
Aquest fet pot suggerir dos situacions: 1) que els nivells proteics alts de xaperones
(GRP78 i 94) no vagin acompanyats de nivells alts de transcripcio, ja que ATF6 activa
la transcripcid de les xaperones del RE (seria necessari experiments posteriors per
esbrinar-ho) o, 2) que l'augment del les xaperones no esta produit per la inducci6
d’ATF6, sind per altres sensors de la resposta a les proteines malplegades (PERK o
IRE), els quals no han estat analitzats en el nostre treball, perd que seria bo realitzar-
ho en un futur. Ara bé, amb els nostres resultats podem postular que la situacié 1 és
certa. Primerament hem observat una disminucio significativa de la proteina XBP1, la
qual esta induida pel sensor IRE1. Aquesta disminucié proteica pot suggerir que
I'augment de les xaperones GRP78 i 94 estigui produit per una alta expressio de XBP1s
en el nucli i per tant una baixa expressio proteica de la seva forma inactiva XBP1 en el
citosol. Suggerint la via de IRE1 com la via augmentada en la RMet en cervell (Figura
17). Per altra banda, trobem augmentats els nivells del receptor transmembrana KDEL
situat en I'aparell de Golgi i que reconeix la seqiiencia C-terminal de les xaperones
GRP78, GRP94 i de la proteina plegadora PDI, actuant de retrotransportador
d'aquestes de l'aparell de Golgi al lumen del RE (Capitani, Sallese 2009). Per tant, si
aquest receptor també esta augmentat, explicaria el fet que hi ha més transcripcié de

les xaperones (GRP78 i 94) i de la proteina PDI.

Amb tot, els resultats de suplementacié de metionina en cervell no mostren canvis
significatius en cap de les proteines analitzades. Aquest fet dona més importancia als
resultats obtinguts en RMet, suggerint que amb una reduccié del 40% en la ingesta de
metionina, hi ha canvis metabolics dels nivells de les proteines relacionades amb el
plegament proteic i el control de qualitat d’aquestes. Segurament seria necessari
aplicar el tractament de suplementacié de metionina a més llarg termini i analitzar
també altres organs per determinar els possibles canvis induit per l'augment de
metionina. De totes maneres és necessari, pero, realitzar molts més experiments en

aquest sentit per a poder discernir si la resposta a les proteines desplegades i I'estres
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de RE estan implicats en els mecanismes de l'alentiment del procés d’envelliment
produit per la RMet, tot i que els nostres resultats semblen apuntar un efecte contrari a

I'evidenciat en el procés d’envelliment i que podria ser beneficids per a I'organisme.

31.L'EFECTE DE LA RESTRICCIO DE METIONINA SOBRE LA PROTEOMICA EN
MITOCONDRIA DE FETGE DE RATA

La restriccio de metionina sembla que té efectes mimetics a la restriccié calorica,
que la RMet pot explicar part de I'allargament de la longevitat que es dona en la RC
(Pamplona, Barja 2006). En els nostres experiments hem demostrat que la restriccié de
metionina produeix un descens del dany oxidatiu endogen a nivell de I’ADN
mitocondrial, com també del dany oxidatiu proteic. També hem trobat canvis en les
proteines relacionades amb la biogenesi mitocondrial i el control de qualitat proteic de
les proteines del reticle endoplasmatic. Per tal d’aprofundir i intentar esbrinar els
possibles mecanismes modificats en la restriccié de metionina, el seglient pas ha estat
intentar discernir si existeixen diferencies en el proteoma mitocondrial del fetge de les

rates sotmeses a RMet80%.

En la literatura, segons ens consta, no existeix cap estudi en el qual hagin estudiat
els efectes de la restriccid de metionina sobre el proteoma mitocondrial de rata.
Existeixen, pero, alguns treballs en els que s’ha estudiat canvis en el proteoma produits
per la restriccid calorica com també per I'envelliment en rates. Chang i col*laboradors
demostren canvis en el proteoma mitocondrial de fetge, cor i muscul esquelétic de rata
amb l'envelliment i la RC en rates, (Chang et al. 2007) i un altre grup, Valle i
col*laboradors, demostra canvis en I'expressio del perfil protedmic en fetge de rata i en
teixit adipds marro induits per la restriccié calorica en rates Wistar (Valle et al. 2008b,
Valle et al. 2008a). A més a més, també hi ha estudis en altres especies, els quals
demostren disminucié del dany oxidatiu en el proteoma de llevat induits per una RC
(Reverter-Branchat et al. 2004). Els nostres resultats ens indiquen que I'expressio del
perfil protedmic de les mitocondries de fetge de rata es troba modificat en el grup de
RMet en comparacid al grup control. Els processos biologics implicats son la B-oxidacio
dels acids grassos, el cicle de la urea, el transport anionic, la resposta antioxidant a
I'estreés oxidatiu i la cadena de transport electronic i la fosforilacid oxidativa. De les
proteines identificades, totes elles estan sobreexpressades en el grup de RMet 80%,

excepte la 3-cetoacil-CoA tiolasa, la qual es troba més augmentada en el grup control.
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La 3-cetoacil-CoA tiolasa és un enzim que catalitza I'Ultim pas de l'oxidacié dels
acids grassos en el qual I'acetil-CoA s'allibera i es forma un éster de CoA amb dos
atoms de carboni menys. També s’ha identificat una altra proteina involucrada en el
metabolisme dels acids grassos, la A**- A**-dienil CoA isomerasa, en aquest cas pero,
I'expressid proteica d'aquesta es troba augmentada en el grup de RMet. Aquesta
proteina pertany a la familia de les enoil-CoA hidratases/isomerases; és un enzim
auxiliar de la B-oxidacié dels acids grassos insaturats (Zhang et al. 2001), el qual
catalitza la isomeritzacid del 3-trans,5-cis-dienoil CoA a 2-trans,4-trans-dienoil CoA.
Aquesta aparent discrepancia en la disminucié de la 3-cetoacil-CoA tiolasa i un
augment de la A**- A**-dienil CoA isomerasa en la mitocondria hepatica de les rates
sotmeses podria explicar els canvis observats en la composicié dels acids grassos de
les membranes lipidiques en fetge dels animals sotmesos a aquesta intervencio
nutricional. Si la A**- A**-dienil CoA isomerasa es troba augmentada pot suggerir que
es produeix més oxidacid dels acids grassos insaturats, concretament dels
poliinsaturats. La disminucié de la 3-cetoacil-CoA tiolasa podria explicar-se per una
menor oxidacié total del tots els acids grassos en comparacid a la oxidacid dels

poliinsaturats. Ara bé, caldria realitzar més experiments per a corroborar aquest fet.

Una de les altres proteines expressades diferencialment és la proteina involucrada
en el transport anionic mitocondrial ubicada a la membrana mitocondrial externa, la
Porina o proteina de canal anionic depenent de voltatge (Figura 3). Curiosament, en
els nostres experiments dimmunotransferencia, hem utilitzat la porina com a marcador
de massa mitocondrial (Hanson et al. 2001), i en els resultats d’aquesta técnica en les
mateixes mostres, trobem també un augment significatiu de la quantitat d’aquesta
proteina (100+13 i 17243, grup control i RMet80%, respectivament; imtage de la
immunotrasferéncia a la figura S2, annex I). Al considerar la porina com a marcadora
de massa mitocondrial, si @ mateixa quantitat de proteina tenim més porina, podriem
dir que també tenim més mitocondries. Un estudi recent sobre el recanvi proteic en
fetge de ratoli demostra que la restriccid calorica accelera el recanvi mitocondrial,
passant de 1,83 dies de vida mitja de la mitocondria a 1,16 dies després de 3 mesos
de restriccid dietetica (Miwa, Lawless & von Zglinicki 2008). Aquests resultats
suggereixen un recanvi mitocondrial major induit per la restriccid de metionina, de la
mateixa manera que succeeix en restriccid calorica, originant mitocondries més

eficients.
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La catalasa és una de les altres proteines sobreexpressades en el proteoma del
grup de RMet. Aquesta proteina tal i com s’ha explicat en I'apartat 2.5.1, és un enzim
antioxidant, encarregat d’eliminar el peroxid d'hidrogen (Figura 7). El fet que estigui
augmentat va en el sentit contrari a l'esperat, ja que la restricci6 de metionina
disminueix la produccié mitocondrial de ROS, a més a més, la catalasa té una baixa
afinitat pel peroxid d’hidrogen i només és actiu quan aquest es troba a altes
concentracions. Aquesta proteina es troba augmentada en mitocondria de fetge de
rata d’edat avancada en comparacié a la rata jove (Chang et al. 2007). En aquesta
linia, també es troba una altra proteina relacionada amb la cadena de transport
electronic i la fosforilacid oxidativa. En aquest mateix estudi troben que la subunitat y
de I'ATP sintasa esta augmentada en la mateixa condicié que la catalasa, i també en
mitocondria de fetge de rata d’edat avancada sotmesa a RC en relacié a la rata jove
(Chang et al. 2007). En RMet, hem trobat augmentada una altra subunitat de la

mateixa proteina, la subunitat d.

L'Gltim procés biologic implicat és el cicle de la urea. Hem identificat |'aspartat
aminotransferasa. Aquesta és un enzim que juga un paper important en el
metabolisme dels aminoacids, és important per lintercanvi de metabolits entre la
mitocondria i el citosol, facilita 'absorcid cel*lular dels acids grassos de cadena llarga i
catalitza la transformacié del L-aspartat a L-glutamat. El fet que aquest enzim es trobi
augmentat en el grup de RMet pot suggerir un augment del recanvi proteic i
detoxificaci6 metabolica, fet que podria afavorir 'augment de longevitat observat en

RMet. Amb tot, pero, seria necessari més experiments per a corroborar-ho.

32.L'EFECTE DE LA RESTRICCIO I SUPLEMENTACIO DE METIONINA SOBRE
LA QUANTITAT DELS SEUS METABOLITS EN CERVELL DE RATA

Es coneix que canvis en la ingesta de metionina indueix canvis en els metabolits
d’aquest aminoacid essencial, incloent SAM i SAH (Finkelstein, Martin 1986). En
I'experiment de RAAs(-Met), no s’han trobat diferéncies entre aquests metabolits, com
tampoc en el potencial de metilacié (SAM/SAH), fet atribuible a la no variacié de la
metionina en els dos grups. Tampoc s’han trobat canvis en els nivells de metionina,
SAM i SAH en cervell de les rates restringides en metionina, com en les relacions
Met/SAM i SAM/SAH. Aquest fet corrobora la hipotesi que una restriccié de metionina

no altera els canvis dels seus metabolits, podent-se donar el cicle fisiologic normal. A
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més a més esta d’acord, tal i com veiem en els resultats d’analisi composicional
d’aminoacids en cervell de rates de RMet80% (Taula 14), que ni la restriccid del 80%,
com tampoc la del 40% produeixen canvis en els nivells de metionina en el teixit
nerviés. Ara bé, no succeeix el mateix en el cervell de les rates sotmeses a la

suplementacié de metionina, on si que s’observen canvis en els seus metabolits.

La suplementacié de metionina pot ser perjudicial per I'augment d’ella mateixa o bé
per lincrement en la concentracid dels seus metabolits, incloent SAM, SAH i
homocisteina (Regina et al. 1993). En el nostre experiment de suplementacié de
metionina en cervell es veuen augmentats els nivells de metionina i SAH, com també
hem demostrat en altres dos organs, en fetge i en cor (Gomez et al. 2009) i s’ha
demostrat que dietes altes en metionina o proteina incrementen els nivells
d’homocisteina en plasma en rosegadors i humans (Velez-Carrasco et al. 2008, Verhoef
et al. 2005), encara que altres estudis en ratolins, I'efecte aterogenic de I'excés de
metionina no sembla estar relacionat amb un increment d’homocisteina si no a un
efecte toxic directe de I'excés en si de metionina (Troen et al. 2003). S’ha proposat
que l'increment d’homocisteina en plasma induida per una suplementacié de metionina
en la ingesta incrementa la produccid de ROS i aix0 fa que s'oxidin les LDL i es
produeixi I'arteriosclerosi (Hidiroglou et al. 2004). Els nivells d’homocisteina en plasma
incrementen amb l'edat en humans i representen un factor de risc per a patologies
neurodegeneratives associades a l'envelliment i a I'estres oxidatiu, com les malalties
vasculars, l'arteriosclerosi, el deteriorament cognitiu, el Parkinson, I'Alzheimer, la
demencia, els accidents cerebrovasculars i la malaltia renal cronica (Ninomiya et al.
2004, Guo et al. 2008, Obeid, Herrmann 2006).

En els nostres analisis dels metabolits de la metionina no hem estat capacos de
detectar I'homocisteina en teixit, segurament degut a alguna limitacié del métode que
pretenem perfeccionar en el futur; ara bé, un estudi bioinformatic molt recent
demostra que els nivells de SAH correlacionen positivament amb els nivells
d’homocisteina en teixits de ratoli i d’huma. Aquest treball demostra per primera
vegada un perfil d’expressié genica de 8 metabolits de I'hnomocisteina i de 12 enzims
metilants en 20 teixits d'humans i 19 de ratoli (Chen et al. 2010). En base amb aquests
resultats, podem pensar que l'augment d’homocisteina degut a un augment de
metionina en la dieta no sol es veu en plasma, sind que també succeeix en teixit, fet

que suggereix un augment també d’homocisteina en cervell de les rates SMet. En
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cervell de rates Wistar d'edat avancada, la injecci6 d’homocisteina incrementa
significativament els nivells de marcadors inflamatoris en plasma i hipocamp i cortex
cerebral, suggerint que la inflamacié pot estar associada, almenys en part, a les
disfuncions neuronals i cardiovasculars observades en pacients homocistindrics (da
Cunha, Ferreira & Wyse 2010). A més a més, un estudi recent demostra un augment
de I'estres oxidatiu en els cervells dels fetus de rates embarassades les quals han estat
suplementades en metionina, simulant la hiperhomocisteinemia dels humans. L'estrés
oxidatiu dels fetus de les rates va acompanyat d’una elevada lipoxidacié i fragmentacio
de I’ADN, la qual és senyal d’apoptosi, i una marcada disminucié dels nivells de Bcl-2,
el qual és un factor anti-apoptotic (Koz et al. 2010). Es a dir, la metionia i la regulacié
del seu cicle poden estar involucrats en diferents tipus de patologies. Un altre estudi
recent en la poblacid coreana mostra que els individus que posseeixen un dels dos
poilmorfismes especifics de I'enzim MTHFR (Figura 15), enzim regulador important per
a la remetilacid d’homocisteina a metionina, estan més predisposats a patir un infart
cerebral (Han et al. 2010).

L’'homocisteina conté un grup tiol lliure (Figura 15) el qual pot ser oxidat i generar-
se disulfurs mixtes en les proteines o bé ponts disulfur entre proteines diferents o
subunitats diferents dins una mateixa proteina. Per tant, I'homocisteina pot ser la
responsable de l'increment de la generacié de ROS pel complex I de la mateixa manera
que s’ha comentat per I'addicié del GSSG (apartat 28). Aixi, la producci6 de ROS
mitocondrial, especificament la produccié de ROS pel complex I, pot ser regulada per
agents tidlics incloent I'homocisteina, oferint aixi un altre mecanisme plausible per a
explicar els efectes de la suplementacid de metionina en I'estres oxidatiu mitocondrial i
el dany oxidatiu que se’n deriva. L'efecte mencionat sobre I'addicié de GSSG és també
interessant ja que pot explicar la correlacid directa observada entre la relacio
GSSG/GSH i els nivells de 8-oxodG en ADN mitocondrial en teixits de ratolins d’edat
avangada (de la Asuncion et al. 1996). Paral‘lelament alguns estudis /n vitro mostren
un augment de la produccidé de ROS —estimat amb quimioluminescéncia mitjancant
luminol- en mitocondries de cor de rata quan aquestes es tracten amb homocisteina
(Chang et al. 2004); encara que aquests experiments s’haurien de repetir usant

tecniques més especifiques per a extreure conclusions firmes.

Canvis en la metilacié de I'ADN podrien ser I'origen parcial de les variacions en

I'expressio genica descrites després d’'una suplementacié de metionina degut al fet que
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la metionina és una donadora de grups metil, concretament el seu metabolit directe, la
S-adenosilmetionina (SAM) (Park et al. 2008, Fukagawa, Galbraith 2004). En el nostre
cas, el potencial de metilacido (SAM/SAH) en el cervell de les rates sotmeses a restriccio
no varia, per contra, pero, en SMet mostra una disminucié del 20%, tot i que no és
significativa per la gran variabilitat. Aquesta disminucié del potencial de metilacié ve
donada per uns nivells de SAH superiors als de SAM (Figura 57). Aixo pot suggerir un
consum de SAM en les reaccions de metilacid, portant a una hipermetilacié de I'ADN,
fet que no és beneficids per a l'organisme (Waterland 2006). Recentment s'ha
demostrat que una metilacid excessiva podria ser un factor desencadenant clau de la
malaltia de Parkinson ja que quan s'injecta SAM en cervell de rata indueix canvis com
els associats a aquesta patologia neurodegenerativa (Lee et al. 2008). Per altra banda,
en cervell de ratolins transgénics APP que desenvolupen la malaltia d’Alzheimer, es
troba una disminucid de SAM amb l'edat en els cervells del grup control i una
disminucié de SAH en els dos grups. El fet que SAM no disminueixi en cervell dels
ratolins transgenics amb I'edat suggereix que sigui per una menor demanda endogena
produida per la neurodegeneracid, és a dir, en aquest cas per una hipometilacid
(Hooijmans et al. 2009). A més a més, s’han trobat diferéncies en els increments de
SAM en les diferents regions del sistema nervids central després de I'administracié oral
de metionina en rates, fet que reflecteix diferencies regionals del metabolisme de la
metionina, possiblement en I'activitat de I'enzim metionina adenosiltransferasa (Young,
Shalchi 2005). Després de I'administracid oral de metionina, aquesta s'absorbeix en el
tracte gastrointestinal i passa pel fetge abans d’entrar a la circulacidé general. Per tant,
per a qualsevol dosi de suplementacid de metionina, s’esperen nivells de metionina
més elevats en fetge que no pas en cervell, fet que s'observa en els nostres resultats
en els valors de metionina en cervell i fetge de SMet (Figura 57 i (Gomez et al. 2009),

respectivament).
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33.SUMARI

Esbrinar quins sén els factors que causen la disminucié dels ROS i el dany oxidatiu
a les macromolecules cel'lulars, les quals incrementen la longevitat a I'aplicar una RC
és un cami prometedor per descobrir alguns dels mecanismes fonamentals de
I'envelliment en els mamifers. Fins fa poc es creia que era la reduccié de les calories
per se les causants de I'augment de la longevitat. Els estudis de longevitat realitzats en
rates i ratolins sotmesos a restriccid proteica i de metionina demostren que és possible
augmentar la longevitat, simulant un 50% de l'efecte de la restriccid calorica classica
(40% RC) (Pamplona, Barja 2006). Els resultats dels nostres experiments demostren
que, tal i com hipotetitzavem, tant la restriccié proteica com la restriccid de metionina
disminueixen la lesi® molecular endogena. Existeix també una reorganitzacié de la
composicio en acids grassos de les membranes (en el mateix sentit que en les especies
longeves, reduint els acids grassos altament insaturats i augmentant els de baix
nombre d‘insaturacions) i un augment de la biogenesi mitocondrial i del control de
qualitat proteic. Tots aquests efectes no s’‘observen quan reduim tots els aminoacids
excepte la metionina, com tampoc quan es produeix una suplementacié de metionina.
Tot i que, en relacié a la suplementacid de metionina, seria necessari corroborar-ho
amb una intervencid a més llarg termini i realitzar un estudi multi-organ. Tot aquests
resultats situen i confirmen el fet que la metionina juga un paper clau determinant en
el mecanisme o mecanismes pels quals es modula la longevitat de les espécies (i si

més no, dels rosegadors), el qual potencialment es podria extrapolar als humans.

Acutalment la poblacié occidental consumeix de 3 a 4 vegades els nivells de
proteina recomanats (0,5-0,75 g/kg de pes corporal per dia). Concretament, la
metionina, aminoacid essencial que s'ingereix basicament amb les proteines de la
dieta, també es consumeix en excés. Segons les evidencies disponibles (Stipanuk 2004,
Fukagawa, Galbraith 2004, Young, Borgonha 2000, Campbell et al. 1994) la ingesta
mitjana de metionina per homes i dones als Estats Units d’America és de 2,3 g/dia
(15,4 mmol/dia) i 1,6 g/dia (10,7 mmol/dia), respectivament. El requeriment estimat
de metionina en adults es situa entre el 5 i el 13 mg/kg per dia. Fent el calcul ens surt
que se’n consumeix de 2 a 3 vegades el requeriment essencial. L'absorcidé dels
productes proteics a través de I'epiteli intestinal és altament eficient (95-99%) i que els
humans adults permaneixen en un balag de sofre equilibrat, és a dir, la quantitat
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d’aminoacids sulfurats que es catabolitzen per dia és essencialment igual a el que

s'ingereix per dia.

La restriccid calorica en humans, tot i que resulta una intervencid possible en
alguns individus, com ho demostren alguns estudis (Meyer et al. 2006, McCarty 2003),
pot resultar poc viable en general. Els diferents motius son: 1) la forta dificultat pels
humans per a modificar els habits nutricionals adquirits; 2) I'alt risc de malnutricid, i 3)
la possible disminucié de la resisténcia a les condicions actuals de vida estressant, sent
aquests dos ultims motius més rellevants en el cas dels infants o dels individus d’edat
avancada (Pamplona, Barja 2006). Tanmateix, pot resultar molt més practicable una
disminucié de les proteines, i encara més, de la metionina. Un exemple seria els
individus vegans, la dieta dels quals es relativament pobre en metionina (McCarty,
Barroso-Aranda & Contreras 2009) (cal tenir present, perd, que en una dieta vegana és

obligatori pendre un suplement de vitamina B12).

En conjunt, la reduccié de la ingesta de metionina en la dieta sembla ser possible,
la qual pot produir un impacte favorable en la longevitat mitja reduint el risc de cancer,
diabetis, malalties coronaries i neurodegeneratives (McCarty, Barroso-Aranda &
Contreras 2009) i, fins i tot, en alguns casos, podria suplir les intervencions
farmacologiques. Ja que com apunta Wenz (Wenz 2009) en la seva revisio, l'activacié
de PGC-1o. podria ser una aproximacié terapeutica per al tractament de malalties
mitocondrials, i, en aquest sentit, els nostres resultats demostren un augment d’aquest

coregulador de la biogénesi mitocondrial.

En definitiva, sembla ser que la metionina juga un paper clau en el procés de
I'envelliment i la longevitat. Tots els resultats fins al moment ho indiquen; no obstant,

queda molt per explorar.
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1. Una restriccié proteica del 40% com una restricci6 de metionina al 80% no
produeixen canvis composicionals en el perfil d'aminoacids de les proteines de

fetge i cervell de rata.

2.la restriccio proteica del 40% i la restricci6 de metionina al 40 i 80%
disminueixen el dany oxidatiu a ’ADN mitocondrial en fetge, com també una
restricci6 de metionina al 80% en cervell de rata. Per contra, una
suplementacié de metionina augmenta el dany oxidatiu a I’'ADN mitocondrial i
la restriccid de tots els aminoacids, excepte la metionina, no altera el dany

oxidatiu a I’ADN mitocondrial en fetge de I'animal.

3. La restriccié de proteines i de metionina com també la de tots els aminoacids
excepte la metionina disminueixen el dany oxidatiu proteic directe en fetge i
cervell de rata a nivell dels marcadors semialdehid glutamic (SAG) i
semialdehid amino-adipic (SAAA). La suplementacié de metionina no exerceix

canvis significatius en el dany oxidatiu proteic directe.

4. | a restriccié de proteines i de metionina com també la de tots els aminoacids,
excepte la metionina, disminueixen el dany oxidatiu proteic derivat de
glicoxidacid en fetge i cervell de rata a nivell del marcador N*-(Carboxietil)lisina
(CEL). La suplementaci6 de metionina no exerceix canvis significatius en el

dany oxidatiu proteic derivat de glicoxidacio.

5. La restriccié de proteines i de metionina com també la de tots els aminoacids
excepte la metionina disminueixen el dany oxidatiu proteic derivat de
lipoxidacid en fetge i cervell de rata a nivell del marcador malondialdehid-lisina
(MDAL). La suplementacid de metionina no exerceix canvis significatius en el

dany oxidatiu proteic derivat de lipoxidacio.

6. La restriccio de proteines i de metionina com també la de tots els aminoacids
excepte la metionina disminueixen el dany oxidatiu proteic derivat de glico i
lipoxidacié en fetge i cervell de rata a nivell de la carboximetilacid en

I'aminoacid lisina, N*-(carboximetil)lisina (CML). La suplementacié de metionina
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no exerceix canvis significatius en el dany oxidatiu proteic derivat de glico com

lipoxidacid, mesurat amb el marcador CML.

7. Detectem la carboximetilacié en I'aminoacid cisteina, la CMC, mitjancant
técniques d’espectrometria de masses. CMC es forma /i vivo i es detecta en
mostres de mitocondria de fetge de rata. La restriccié de metionina al 40 i 80%
disminueix significativament els nivells de CMC. CMC esdevé un biomarcador
d’estres oxidatiu a nivell mitocondrial, analogament al marcador carboximetil-
lisina (CML).

8. Les intervencions nutricionals realitzades, la restriccid proteica, de metionina,
de tots els aminoacids menys la metionina, i la suplementacié en metionina,
provoquen un canvi en la composicid lipidica de les membranes tant en fetge

com en cervell.

9. Totes les intervencions nutricionals realitzades produeixen una disminucié del
grau d'insaturaci6 de membrana i de la susceptibilitat a ser oxidades, provocat
per la reorganitzacié en la composicid dels tipus d’ acids grassos, fet que fa

variar les propietats quimiques, pero no fisiques de les membranes lipidiques.

10.La restriccié de proteines i de metionina disminueixen el contingut del
complex I i III mitocondrials, responsables de la produccié de ROS per la
cadena de transport mitocondrial, la primera en fetge i la segona en fetge i
cervell de rata. La restriccid de tots els aminoacids, excepte la metionina, com
la suplementacié de metionina no afecta al contingut d’aquests dos complexes.
La disminucié del CI per la RMet en fetge va acompanyada de la reduccid
d’AIF, la qual sembla estar implicada en el manteniment d‘aquest complex

mitocondrial.

11.1a restriccié de metionina augmenta la biogenesi mitocondrial en cervell,
augmentant els nivells del seu maxim regulador, el coactivador PGC-1¢;, en una
restriccid del 80%, pero també augmenta el factor de transcripcié mitocondrial

(mTFA) en una restriccio del 40%. Contrariament, la suplementacié de
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metionina en cervell disminueix el contingut de PGC-lo. suggerint una

disminucid de la biogenesi mitocondrial produit per 'augment de la metionina.

12.1a restricci6 de metionina al 80% en cervell augmenta la proteina
desacobladora UCP4, suggerint una resisténcia a I'estrés oxidatiu i metabolic.
La restriccid del 40% de metionina no és capag de produir aquest efecte i la

suplementacié de metionina exerceix I'efecte contrari en cervell.

13.1a restriccid de metionina al 40% en cervell és capa¢ d‘augmentar les
proteines xaperones relacionades amb el plegament proteic i I'estrés de reticle
endoplasmatic, efecte contrari al que succeeix amb I'edat en el teixit nervids.
La suplementacid de metionina no mostra cap canvi en el nivell d'aquestes

proteines.

14. 15 restriccid de metionina al 40% no afecta als nivells de la metionina i
tampoc dels seus metabolits. Contrariament, la suplementacié de metionina si
que augmenta els nivells de metionina i de S-adenosilhomocisteina (SAH),
suggerint una possible causa d’hiperhomocisteinemia produida per lI'augment

de metionina en la ingesta.
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FIGURES SUPLEMENTARIES
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Figura S1 Imatges representatives de les immunotransferéncies en fetge de I'experiment de restriccio
proteica al 40%.

CI? : subunitats NDUFA9 del complex I; CIII*: subunitat Core 2 del complex III; CIV: subunitat COX I del complex IV.
S'ha realitzat un control de carrega per cada anticos (anti-Porina), se’n mostra una imatge representativa.
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Figura S2 Imatges representatives de les immunotransferéncies en fetge de I’'experiment de restriccio de
metionina al 40% i 80%.

CI? : subunitats NDUFA9 del complex I; CII: subunitat Flavoproteina del complex II; CIII*: subunitat Core 2 del complex
III; CIV: subunitat COX I del complex IV. S’ha realitzat un control de carrega per cada anticos (anti-Porina), se’n mostra
una imatge representativa.
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Figura S3 Imatges representatives de les immunotransferéncies en cervell de I'experiment de restriccio
de metionina al 80%.

CI® i CI° : subunitats NDUFA9 i NDUFS3 del complex I; CII: subunitat Flavoproteina del complex II; CIIF i CIII®:
subunitat Core 2| Rieske Iron-Sulfur del complex III; CIV: subunitat COX I del complex IV; AIF: Apoptosis inducing-
factor S'ha realitzat un control de carrega per cada anticos (anti-Porina), se’n mostra una imatge representativa.
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Figura S4 Imatges representatives de les immunotransferéncies en fetge de I'experiment de restriccio de
tots els aminoacids excepte la metionina.

CI® i CI° : subunitats NDUFA9 i NDUFS3 del complex I; CII: subunitat Flavoproteina del complex II; CIII® i CIII*:
subunitat Core 2 i Rieske Iron-Sulfur del complex III; CIV: subunitat COX I del complex IV; AIF: Apoptosis inducing-
factor. S’ha realitzat un control de carrega per cada anticos (anti-Porina), se’n mostra una imatge representativa.
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Figura S5 Imatges representatives de les immunotransferéncies en fetge de I'experiment de
suplementaci6 de metionina.

CE i CI° : subunitats NDUFA9 i NDUFS3 del complex I; CII: subunitat Flavoproteina del complex II; CII i CIII®
subunitat Core 2| Rieske Iron-Sulfur del complex III; CIV: subunitat COX I del complex IV; AIF: Apoptosis inducing-
factor. S’ha realitzat un control de carrega per cada anticos (anti-Porina), se'n mostra una imatge representativa.
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Figura S6 Imatges representatives de les immunotransferéncies en cervell de I'experiment de restriccio
de metionina al 80%.

PGC-1a (peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator 1 a) i la proteina desacobladora especifica de cervell
UCP4 (Uncoupling Protein 4). S'ha realitzat un control de carrega per cada anticos (anti-Actina), se’n mostra una imatge
representativa.
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Figura S7 Imatges representatives de les immunotransferéncies en fetge en I'experiment de restriccio de
tots els aminoacids al 40% excepte metionina.

PGC-1a (peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator 1 a); SIRT1 (sirtuin 1) i el factor nuclear de respiracid
Nrf2 (NF-E2 related factor 2).S'ha realitzat un control de carrega per cada anticos (anti-Actina), se'n mostra una imatge
representativa.
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Figura S8 Imatges representatives de les immunotransferéncies en cervell en I'experiment de restriccio
de metionina al 40%.

SIRT1 (sirtuin 1); PGC-1a (peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator 1 a); el factor nuclear de respiracio
NRF1 (nuclear respiratory factorl); factor de transccripcié mitocondrial A mTFA (mitochondrial transcription factor A); el
factor nuclear de respiracid Nrf2 (WF-£2 related factor 2). la superoxid dismutasa Cu/Zn (SOD1), i la proteina
desacobladora especifica de cervell UCP4 (Uncoupling Protein 4). S'ha realitzat un control de carrega per cada anticos
(anti-Actina), se’n mostra una imatge representativa.
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Figura S9 Imatges representatives de les immunotransferéncies en cervell en I'experiment de restriccio
de metionina al 40%.

Les proteines xaperones del reticle endoplasmatic GRP 78 (glucose regulated protein 78kDa) i GRP 94 (glucose
regulated protein 94kDa); la proteina transmembrana del reticle endoplasmatic ATF6 (activating transcription factor 6);
el factor de transcripcid XBP1 (X box binding protein 1); el receptor de membrana KDEL, i la proteina disulfur isomerasa
(protein disulphide isomerase) PDI. S'ha realitzat un control de carrega per cada anticos (anti-Actina), se'n mostra una
imatge representativa

KDEL

Ctl SMet x2,9

T i T S S —
==y ——

Figura S10 Imatges representatives de les immunotransferéncies en cervell en I'experiment de
suplementacio de metionina.

SIRT1 (sirtuin I); PGC-1a (peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator 1 a); el factor nuclear de respiracio
NRF1 (nuclear respiratory factorl); factor de transccripcid mitocondrial A mTFA (mitochondrial transcription factor A); el
factor nuclear de respiracio Nrf2 (NF-E£2 related factor 2). la superoxid dismutasa Cu/Zn (SOD1), i la proteina
desacobladora especifica de cervell UCP4 (Uncoupling Protein 4). S’ha realitzat un control de carrega per cada anticos
(anti-Actina), se’n mostra una imatge representativa.
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Figura S11 Imatges representatives de les immunotransferéncies en cervell en I'experiment de
suplementaci6 de metionina.

Les proteines xaperones del reticle endoplasmatic GRP 78 (glucose regulated protein 78kDa) i GRP 94 (glucose
regulated protein 94kDa); la proteina transmembrana del reticle endoplasmatic ATF6 (activating transcription factor 6);
el factor de transcripcid XBP1 (X box binding protein 1); el receptor de membrana KDEL, i la proteina disulfur isomerasa
(protein disulphide isomerase) PDI. S'ha realitzat un control de carrega per cada anticos (anti-Actina), se’n mostra una
imatge representativa.
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Abstract

Maillard reaction contributes to the chemical modification and cross-linking of proteins during
aging. Oxidative conditions promote the Maillard reaction. Mitochondria are the primary site of
oxidants due to the reactive oxygen species (ROS) production. Mitochondrial respiratory chain
complex cysteines are targets of oxidative attack due to their specific chemistry and localization.
Their uncontrolled oxidation by ROS leads to dysfunctional proteins, which entails cellular
senescence and organismal aging. Previous studies have consistently shown that caloric and
methionine restriction decreases the rate of mitochondrial ROS production and steady-state levels
of markers of oxidative damage to macromolecules. In this scenario, in the present work S-
(carboxymethyl)-cysteine (CMC) has been detected and identified as a new irreversible chemical
maodification in mitochondrial proteins. CMC decreases in liver mitochondrial proteins of rats
subjected to 8.5% and 25% caloric restriction, as well as 40% and 80% methionine restriction,
with a concomitant and significant increase in protein sulfhydryl group content. The concentration
of CMC in mitochondrial proteins significantly correlated with that of the advanced glycation end-
product (AGE) N°-(carboxymethyl)-lysine. This novel and stable AGE is a potential marker of

mitochondrial oxidative stress.
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Introduction

A low rate of generation of endogenous damage and an intrinsically high resistance to
modification of tissue macromolecules are key traits of animal longevity (Pamplona and Barja
2007). Caloric restriction (CR) is the better described experimental manipulation that increases
maximum longevity of many different animal species, and lowers the oxidative stress and ROS
generation in rodents (Sanz et al. 2006). Protein restriction and methionine restriction also
increase maximum longevity and lower ROS generation and oxidative molecular damage
(Pamplona and Barja 2006). These investigations point to a main role of the mitochondrial rate of

ROS generation as the main source of oxidative molecular damage contributing to aging.

Although all types of biomacromolecules are susceptible of oxidative damage /in vivo
(Pamplona and Barja 2007), protein damage is thought to have direct physiological consequences
due to their role as bio-catalysts. Attacks by ROS on proteins can cause a variety of structural
maodifications including, formation of disulfide cross-links, methionine sulfoxide, dy-tirosine cross-
links, nitrotyrosine, and carbonyls (Dean et al. 1997). Protein carbonylation can occur by two
different mechanisms: i) metal-catalyzed oxidation (MCO), which introduces carbonyls in to the
side chains of certain amino acid (Requena et al. 2001); and ii) the Maillard reaction (Thorpe and
Baynes 2003).

The Maillard reaction (glycation) between proteins and reducing sugars leads to formation of
advanced glycation end-products (AGEs) and contributes to the chemical modification and
crosslinking of proteins during aging (Monnier, 2003). Exacerbation of this reaction by a
hyperglycemic state is implicated in the development of chronic complications of diabetes (Negre-
Salvayre et al. 2009). Similar chemistry, involving the oxidative chemical modification of proteins by
lipids and formation of advanced lipoxidation end-products (ALEs), is also thought to play a role in
the aging process (Pamplona 2008), as well as the pathology of diabetes, atherosclerosis, and

neurodegenerative diseases (Martinez et al. 2010; Negre-Salvayre et al. 2009).

Up to now, research on the formation of AGES/ALEs in vivo has focused on chemical
maodification of the N-terminal a-amino group, the g-amino group of lysing, and the guanidino
group of arginine residues in protein. The described AGES/ALEs are mostly derivatives of lysine and
arginine residues, formed by reaction of the amino or guanidino groups on protein with
electrophilic intermediates in carbohydrate and lipid autoxidation or metabolism. However, the
sulfhydryl group on intracellular proteins is a more reactive nucleophile than either amino or
guanidino groups, so that products of chemical modification of cysteine residues should also be
observed as a result of intracellular Maillard reactions. The intracellular space is a reducing
environment, rich in cysteine residues that are maintained in the reduced state by an array of

reduced intermediates, including thioredoxins, peroxiredoxins, metallothioneins and glutathione
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(GSH) (Thorpe and Baynes 2003). Changes in oxidation/reduction (redox) state of thiol/disulfide
couples affect protein conformation, enzyme activity, transporter activity, ligand binding to
receptors, protein-protein interactions, protein-DNA interactions, protein trafficking and protein
degradation (Kemp et al. 2008).

Presuming that similar modifications of lysine and cysteine residues might occur in parallel
during Maillard reactions /n vivo, we propose to identify and to quantify S-(carboxymethyl)-cysteine
(CMC), the putative product of reaction of glyoxal or glycolaldehyde with cysteine, in rat liver
mitochondrial proteins. CMC is an analog of N*(carboxymethyl)-lysine (CML) (Thorpe and Baynes
2003), a major lysine-derived AGE/ALE, formed by oxidation of glucose adducts to protein and by
reaction of glyoxal or glycolaldehyde with proteins (Thorpe and Baynes 2003) (Figure 1). We
report here on the detection and quantification of CMC in rat liver mitochondrial proteins, and on
changes in CMC in mitochondrial proteins as a function of different dietary restriction interventions.
So, we compare the carboxymethylation state in two different amino acids (lysine and cysteine)
and in two different nutritional interventions which are known that decrease the protein oxidative-
damage (Caro et al. 2008; Gomez et al. 2008). Thus, in this study, male Wistar rats were
subjected, for a period of 7 weeks, to two experimental conditions: i/One about CR, where three
groups were defined: control ad /ibitum, 8.5% CR, and 25% CR; and ii/ the second about MetR,
with three additional groups: control ad /ibitum, 40% MetR, and 80% MetR. After 7 weeks, the two
biomarkers were detected and comparatively measured in liver mitochondrial proteins. The

mitochondrial protein sulfhydryl content was also determined.

Materials and Methods

Chemicals

Unless otherwise noted, all chemicals were purchased from Sigma—Aldrich Chemical Co.
(Madrid, Spain). U-3Cs;,**N-cysteine, and dg-lysine were from Cambridge Isotope Laboratories
(Woburn, MA, EUA).

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 at 224+2°C and 50+10% relative humidity. For caloric restriction
experiment, the control animals were fed ad /ibitum with a standard rodent diet (Panlab,
Barcelona, Spain). The amount of food eaten by the control was measured and their mean food
consumption was calculated each week. The two experimental groups received each day an
amount of food 8.5% or 25% smaller that the mean amount eaten by the control animals during
the previous week. For methionine restriction experiment, semipurified diets prepared by MP
Biochemicals (Irvine, CA, EUA) were used. The composition of the 40% and 80% MetR diets was

similar to that of the control diet except that L-methionine was present at 0.516% and 0.172%,
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which corresponds to amounts 40% and 80% lower than the L-methionine content of the control
diet (0.86%). The % decrease in L-methionine in the 40% and 80% MetR diets was compensated
with increases in all the rest of the 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 rest of the dietary components was almost the same in the three experimental diets. The
control and the 40% MetR groups received each day the same amount of food that the 80% MetR
animals had eaten as a mean the previous week (pair feeding). Daily visual inspection of the rat

cages indicated that there were no differences in food spillage between control and MetR animals.

After 6-7 weeks of dietary treatment the animals were sacrificed by decapitation. The liver
was immediately processed to isolate mitochondria, which were used for the assay of the
biochemical parameter. All experiments in animal models were conducted in accordance with

protocols approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of the University of Lleida.

Liver mitochondlria isolation

Liver mitochondria were obtained from fresh tissue. The liver was rinsed and homogenized
in 60 ml of isolation buffer (210 mM mannitol, 70 mM sucrose, 5 mM Hepes, 1 mM EDTA, pH
7.35). The nuclei and cell debris were removed by centrifugation at 1,000 x g for 10 min.
Supernatants were centrifuged at 10,000 x g for 10 min and the resulting supernatants were
eliminated. The pellets were resuspended in 40 ml of isolation buffer without EDTA and centrifuged
at 1,000 x g for 10 min. Mitochondria were obtained after centrifugation of the supernatants at
10,000 x g for 10 min. After each centrifugation step any overlaying layer of fat was eliminated.
The 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 stored at -80° until analyses were performed.

Analytical methods

CMC was detected and characterized by mass spectrometry of the trifluoroacetyl methyl
ester (TFAME) derivative using methods described previously (Pamplona et al. 2005). Gas
chromatography/mass spectrometry (GC/MS) of standards were performed on a Hewlett-Packard
(Agilent, Barcelona, Spain) model 6890series gas cromatograph/5973A mass selective detector
(GC/MSD), equipped with a Rtx-5 column (30 m x 0.25 mm x 0.25 ym) (Restek, Bellefonte, PA).
For GC/MS analysis, the injector port was maintained at 275°C; the temperature program was 5
min at 110°C, then 2°9C/min to 150°C, then 5°C/min to 240°C, then 259C/min to 300°C, and
finally hold at 300°C for 5 min.

Analysis of mitochondrial protein
CMC and CML concentrations in mitochondrial proteins were determined by selected ion

monitoring (SIM)-GC/MS. Briefly, samples containing 0.5 mg of protein were delipidated using
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chloroform:methanol (2:1 v/v), and proteins were reduced overnight with 500 mM NaBH, in
0.2M borate buffer, pH 9.2, containing 1 drop of hexanol as an anti-foam reagent. Proteins
were reprecipitated by adding 1 mL of 20% trichloroacetic acid (TCA) and subsequent
centrifugation. After addition of isotopically labelled internal standards (ds-lysine, d4-CML, and
U-13C5'°N-CMC), the samples were hydrolysed at 155°C for 30 min in 1 mL of 6 N HCl and were
dried in vacuo (Speed-Vac; Savant/GMI Instruments, Barcelona, Spain). The N,O-trifluoroacetyl
methyl ester (TFAME) derivatives of the protein hydrolysates for GC/MS analysis were prepared
as previously described (Pamplona et al. 2005).

Isotope dilution selected ion monitoring (SIM) GC/MS was used for quantitative analysis
of mitochondrial proteins, using standard curves developed from mixtures of varying amounts
of natural lysine, CML and CMC with a constant amount of the heavy-labeled compound. The
ions used were: lysine and [*Hg]lysine, m/z 180 and 187, respectively; CML and [*H,]JCML, m/z
392 and 396, respectively; CMC and U-*C;°N-CMC, m/z 271 and 275, respectively. The amount
of products were expressed as the ratio pmol CMC and CML/mol of lysine and also normalized

for protein amount as pmol CMC and CML / mol protein.

Measurement of protein sulfhydryl groups content

Thiol concentrations were assayed by a spectrofluorimetric method. It was used the
thiol fluorescent detection kit (ref. KO05-F1; Luminos, MI, EUA) which determine the extent of
free thiol content in samples using a nonfluorescent substrate, that will covalently bind to free
thiol groups to yield a highly fluorescent product. Briefly, it was mixed the appropriate dilution
of the sample or standard (N-acetylcysteine) with the substrate in a 96 well plate and it was
incubated at room temperature for 30 min. After incubation, the fluorescent product was read
at emission 510nm with excitation at 390nm in a fluorimeter (Tecan Infinite M200; Tecan Group
Ltd, Switzerland) with the software i-control V1.4 SP1. The sample thiol concentration was
calculated using the standard curve of N-acetylcysteine, after making a suitable correction for

any sample dilution. Results were expressed as nmol SH/mg of protein.

Statistical analysis

Data are summarized throughout as means + SEM. Statistical analyses were performed
using SPSS software (SPSS Inc. Chicago, IL). Data were analyzed by one way ANOVA. After the
ANOVA, the Duncan test was performed for comparisons between pairs of groups. The

minimum level of statistical significance was set at P < 0.05 in all the analyses.
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Results

Detection of S-(carboxymethyl)-cysteine (CMC) in mitochondrial proteins

CMC standard was from Sigma/Aldrich. U-*C5*N-CMC was synthesized from U-3C;*N-
cysteine and iodoacetic acid as described (Wang 2002). The full-scan spectra and structure of
the TFAME derivatives of the standards, analyzed by gas chromatography/mass spectrometry
(GC/MS), are shown in Figure 2. The presence of the thiol-aldehyde adduct CMC in
mitochondrial proteins was confirmed by detection of several ions derived from CMC at the
same retention time and with the same relative ion intensities observed for the unlabeled

standard (Figure 3).

Comparative measurement of carboxymethylation-derived mitochondrial protein markers.
Effects of caloric and methionine restriction.

The values of the carboxymethylation-derived markers of mitochondrial protein
modification (CMC and CML) are shown in Figure 4a and 4b. CMC and CML were significantly
lower in 8.5% CR and 25% CR when compared to the controls (Figura 4a). No significant
differences for any of the two different protein markers were found when comparing the 8.5%
with the 25% CR group. In a similar way, CMC and CML were significantly lower in 40% MetR
and 80% MetR when compared to the controls (Figura 4b). No significant differences for any of

the two different protein markers were found when comparing the 40% with the 80% MetR

group.

Because CMC is formed at mitochondrial level, we considered that it might be a useful
index of mitochondrial dysfunction and chemical damage to mitochondrial protein in aging. As
shown in Figures 4a and 4b, CMC was present in mitochondrial proteins in control animals at a
level representing between 10-20% of CML level. CMC, like CML, decreased in mitochondrial
proteins of caloric and methionine restricted rats. So, CMC decreases around 15% (for CR) and
30% (for MetR) with respect to the control group; while CML decreases around 30% in both
dietary interventions compared to the control group. In addition, there was a significant
correlation between the CMC and CML content of liver mitochondria proteins (Figure 5), which
was apparent in both caloric- and methionine-restricted (for CR, r = 0.67, p<0.006; for MetR, r
= 0.60, p<0.013) rats, suggesting that these modifications are produced in response to similar

stresses, possibly the result of mitochondrial oxidative stress.

Effect of caloric and methionine restriction on mitochondrial protein sulfhydryl content

The formation process of CMC is accompanied by loss of the thiol group and formation
of the stable adduct. For this reason we have measured the protein sulfhydryl content in order
to evaluate the effect of caloric- and methionine restriction. The values of sulfhydryl content in

mitochondrial proteins are shown in Figure 6. Sulfhydryl content was significantly higher in
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8.5% CR and 25% CR when compared to the controls (Figure 6a). No significant differences
were found when comparing the 8.5% with the 25% CR group. In a similar way, sulfhydryl
content was significantly higher in 40% MetR and 80% MetR when compared to the controls
(Figure 6b). No significant differences were found when comparing the 40% with the 80%

MetR group.

Discussion

The Maillard reaction (glycation) between proteins and reducing sugars leads to
formation of AGEs/ALEs and contributes to the chemical modification and cross-linking of
proteins during aging. To date, research on the formation of AGEs/ALEs /n vivo has focused on
chemical modification of the N-terminal a-amino group, the €-amino group of lysine, and the
guanidino group of arginine residues in protein. However, the sulfhydryl group on intracellular
proteins is a more powerful and reactive nucleophile than either amino or guanidino groups, so
that products of chemical modification of cysteine residues should also be observed as a result
of intracellular Maillard reactions. Presuming that similar modifications of lysine and cysteine
residues might occur in parallel during Maillard reactions /n vivo, we set out to identify S-
(carboxymethyl)cysteine (CMC), the putative product of reaction of the carbonyl compounds
glyoxal or glycolaldehyde with cysteine. The thiol-aldehyde adduct CMC should be an analog of
Ne-(carboxymethyl)lysine (CML), a major lysine-derived AGE, formed by oxidation of glucose
adducts to protein and by reaction of the carbonyl compounds glyoxal or glycolaldehyde with
protein. In the present study, it has been demonstrated by mass spectrometry methods that
cysteine residues, analogously to lysine, are targets for carbonyl compounds when present on
mitochondrial proteins. Based on its structure and proposed mechanism of formation from /n
vitro studies, the product CMC is a thioether, not a thioester, adduct to cysteine and is therefore
not reversible by transesterification reactions with glutathione or other cellular thiols.
Consequently, mitochondrial CMC must be considered as an irreversible and stable endproduct.

The lower level of CMC, ~20% the level of CML, in mitochondrial proteins is consistent
with the low level of cysteine in mitochondrial proteins (Moosmann and Behl 2008). However,
actual concentrations of cysteine are only about 10% the concentration of lysine in cellular
protein. Thus, cysteine, which is a stronger nucleophile than lysine, can be considered as a
primary target of nonenzymatic carboxymethylation of protein. For this reason CMC might be
more sensitive indicator of mitochondrial (and intracellular) carbonyl formation and oxidative
stress.

The strong correlation between CMC and CML in rat liver mitochondrial protein suggests
that these modifications are produced in response to similar stresses, possibly the result of
oxidative stress at mitochondrial level. The net flux of mitochondrial oxidative stress result in a
steady-state level of damaged mitochondrial proteins that need to be rapidly removed, before

they accumulate as insoluble aggregates and disrupt mitochondrial function and cellular
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homeostasis. Glycation is a major cause of spontaneous damage to cellular and extracellular
proteins in physiological systems, affecting e.g. 0.1-0.2% of lysine and arginine residues. For
some proteins with limited protein turnover, such as lens proteins, the extent of protein
glycation may be up to 10-fold higher. Most mitochondrial proteins are short-lived, however,
with turnovers from 10-30 min to 3-5 days. Probably the most important glycating agents to
consider for glycation damage to the mitochondrial proteome are reactive carbonyls such as
glyoxal, methylglyoxal and 3-deoxyglucosone formed endogenously by lipid peroxidation and
the degradation of metabolic intermediates. These carbonyl compounds are potent glycating
agents, 200-50000-fold more reactive than glucose, although physiological concentrations are
typically 10000-50000-fold lower than glucose. Quality control of the mitochondrial proteome
involves mitochondrial proteases, ubiquitination and proteolysis of outer membrane,
mitochondrial fission and fusion, and finally autophagy of damaged mitochondria (mitophagy).

The livers of old rats exhibit less mitochondrial protease (Lon proteases) activity and
higher amounts of oxidized and CML protein content than do livers of young rats. Similarly, the
Lon content and activity in skeletal muscle mitochondria from old mice are significantly
decreased from values found in young mice, whereas the levels of oxidized mitochondrial
proteins are increased. In contrast to these results in rodent liver and skeletal muscle, the
activity of Lon remains unchanged in heart muscle from old rats, although Lon protein and
mRNA levels both increase with age, suggesting an accumulation of inactive Lon. Additionally,
in a recent study was shown that reactive aldehydes and protein-bound carbonyls inhibited
lysosomal cysteine proteases through modification of the active site cysteine residue, providing
a partial explanation for the accumulation of modified proteins, particularly in the lysosomes, in
a wide range of cells treated with oxidative and carbonyl stress. Consequently, it can be
inferred that the accumulation of oxidized mitochondrial proteins and impaired mitochondrial
function observed during aging may be due, at least in part, to the nonenzymatic and
irreversible modification of cysteine residues by carbonyl compounds.

Protein oxidation is thought to constitute an important trigger of the aging process
(Sohal, 2002; Stadtman, 2004). Animal models of impaired oxidized protein repair have been
shown to exhibit premature aging phenotypes (Moskovitz et al., 2001). Cysteine oxidation and
the consequent loss of free thiol groups is well-known to be one of the first biochemical
alterations in proteins after exposure to ROS (Sohal, 2002). Thiol loss is an established
biomarker of aging (Droge, 2002), notably in membrane proteins (Agarwal & Sohal, 1994), and
it is known to be induced by hyperoxia and to be attenuated by caloric restriction (Sohal, 2002).
Long-lived mouse strains maintain higher levels of reduced glutathione, especially in
mitochondria, affording the reduction of oxidized protein cysteines (Rebrin & Sohal, 2004) and
the glutathionylation of free cysteines (Hurd et al., 2005). In addition, supplementation of mice
with N-acetylcysteine partially prevents the age-associated decline of complex I and IV activity
observed in these animals (Miquel et al., 1995). In this line, in the present study mitochondrial

CMC content is attenuated by caloric and methionine restriction, with a concomitant increase in
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protein free sulfhydryl content, probably due, considering that CMC is irreversible, to an
increased mitochondrial turnover as described recently in caloric restriction.

One important, but to date almost unexplored, element is the potential role of
modification of thiol groups on proteins. Most non-enzymatic chemical modifications of protein
are products of oxidation and/or Maillard reaction. Cysteine and methionine are the only amino
acids in proteins which contain elements undergoing reversible oxidation under physiological
conditions. These elements are aptly described as “sulfur switches” because the reversible
oxidations provide a means to control a broad range of activity and structure of proteins. The
sulfur atoms of both cysteine and methionine can undergo multiple oxidations, but the
reversible oxidation of thiols to disulfides has been the most extensively studied. Changes in
oxidation/reduction (redox) state of thiol/disulfide couples affect protein conformation, enzyme
activity, transporter activity, ligand binding to receptors, protein—protein interactions, protein—
DNA interactions, protein trafficking, and protein degradation, affecting components in redox
signaling, transcriptional regulation, cell proliferation, apoptosis, hormonal signaling, and other
fundamental cell functions.

The ubiquitous and functional nature of these cysteine sulfhydryls also makes them a
target for AGE/ALE formation with the potential for widespread impact. In contrast to the
character reversible for oxidation, Maillard reaction-derived compounds are stable and
irreversible. Cysteine thiyl radicals and their diverse derivatives (e.g. CMC) have the detrimental
capacity to initiate irreversible protein cross-linking (Giles & Jacob, 2002; Jacob et a/, 2003;
Nauser et al, 2004). The inner mitochondrial membrane is characterised by a uniquely high
protein content of approximately 75% by mass. In view of these structural premises, it is clear
that protein cross-linking, often vyielding dysfunctional enzymes and decreased membrane
fluidity, will occur significantly earlier in such a high-protein membrane. Decreased membrane
fluidity and a reduced diffusion coefficient of integral membrane proteins are wellestablished
biochemical markers for aging (Kitani, 1991; Shigenaga et al., 1994; Zs-Nagy et al., 2001),
whereas undegradable, hydrophobic and mitochondrial membrane proteins seem to
predominate the histological hallmark of aging, lipofuscin (Jolly et al., 2002).

Interestingly, in a recent research it was found evidence of lifespan extension of the
nematode Caenorhabditis elegans with overexpression of the gene for glyoxalase 1 (Glol).
Silencing of Glo1 decreased lifespan. Glol is a glutathione-dependent enzyme that catalyses the
metabolism of reactive carbonyl compounds such as methylglyoxal and glyoxal. It thereby
prevents the glycation of proteins by these carbonyl compounds. Proteins of mitochondria were
found to be major targets of carbonyl glycation: increased glycation of mitochondrial proteins
was associated with increased formation of ROS and increased proteome damage by oxidative
and nitrosative processes. There was a decline of Glol expression in C. elegans and increased
formation of mitochondrial ROS in normal aging. Overexpression of Glol in C. elegans
decreased carbonyl glycation of mitochondrial proteins, decreased the formation of ROS and

proteome markers of carbonyl glycation and also markers of oxidative and nitrosative damage
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(methionine sulfoxide and 3-nitrotyrosine residues respectively) with concomitant life extension.
This was indicative that carbonyl glycation could be a critical damage to the mitochondrial
proteome that triggers increased ROS and oxidative damage in aging.

Mitochondrial respiratory chain complex cysteines are distinguished targets for oxidative
attack due to their specific chemistry and localization. Their uncontrolled oxidation by ROS leads
to dysfunctional proteins, which entails cellular senescence and organismal aging. For this
reason, cysteine depletion does occur on a proteome-wide scale in aerobic unicellular
organisms, providing a clear case in point for the evolutionary pertinence of optimizing protein
durability by selective amino acid ablation. Furthermore, long-lived species avoid employing this
amino acid. Indeed, the longer the longevity of a species, the lower is the mitochondrial protein
cysteine content. Consequently, the longer the longevity of a species, the higher is the
mitochondrial protein resistance to oxidative damage. The site affected by cysteine depletion is
the inner mitochondrial membrane respiratory chain because it renders them more resistant to
oxidative attack, being an evidence of the evolutionary pressure towards functionally optimized
respiratory chain complexes. Improved control of the cellular thiol redox state thus constitutes a
paradigmatic biochemical adaptation in long-lived versus short-lived animals, which is directed
at the prevention or amelioration of the toxic effects of reactive molecular species (Beckman &
Ames, 1998). Other examples include the use of oxidation-resistant lipids to build mitochondrial
membranes (Pamplona et al., 1998), or the improved fidelity and minimized radical generation
of respiring mitochondria in long-lived species (Sohal & Brunk, 1992).

Overall, these observations support the Free Radical Theory of Aging (Beckman &
Ames, 1998; Harman, 1956) and underline the importance of mitochondria as determinants of

aging and longevity.
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