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En el presente articulo se revisan los estudios disponibles acerca
de la relacién entre el estrés oxidativo y el envejecimiento en dis-
tintas especies de vertebrados y en mamiferos sometidos a res-
triccion calérica (RC). Los antioxidantes enddgenos correlacio-
nan de modo inverso con la longevidad maxima de las especies
animales y los experimentos que modifican sus valores pueden
aumentar la supervivencia y la longevidad media pero no la lon-
gevidad maxima. Los datos disponibles indican que las especies
longevas de vertebrados tienen tasas bajas de produccién mito-
condrial de radicales libres y un grado bajo de instauracion de los
acidos grasos de sus membranas, dos factores cruciales que
pueden determinar su lenta velocidad de envejecimiento. El dafio
oxidativo al ADN mitocondrial es también menor en las especies
de vertebrados longevos que en las de vida corta. Por otra parte,
la RC, la manipulacion experimental mejor descrita que aumenta
las longevidades media y maxima, también disminuye la produc-
cion mitocondrial de especies reactivas derivadas del oxigeno
(ROS) y el dafo oxidativo al ADN mitocondrial. Datos recientes
indican que el descenso en generacion mitocondrial de ROS se
debe a la restriccion proteica en vez de a la de calorias, y mas
concretamente a la restriccion de metionina en la dieta. Una ma-
yor longevidad se conseguiria en parte mediante una baja tasa
de generacion de dafo oxidativo endégeno y también mediante
la posesion de macromoléculas altamente resistentes a la modi-
ficacion oxidativa, como es el caso de las proteinas y los lipidos
titulares.
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Calorie restriction, oxidative stress
and longevity

Studies on the relationship between oxidative stress and ageing
in different vertebrate species and in calorie-restricted animals
are reviewed. Endogenous antioxidants inversely correlate with
maximum longevity in animal species and experiments modifying
levels of these antioxidants can increase survival and mean life
span but not maximum life span (MLSP). The available evidence
shows that long-living vertebrates consistently have low rates of
mitochondrial free radical generation, as well as a low grade of
fatty acid unsaturation on cellular membranes, which are two cru-
cial factors determining their ageing rate. Oxidative damage to
mitochondrial DNA is also lower in long-living vertebrates than in
short-living vertebrates. Calorie restriction, the best described
experimental strategy that consistently increases mean and ma-
ximum life span, also decreases mitochondrial reactive oxygen
species (ROS) generation and oxidative damage to mitochondrial
DNA. Recent data indicate that the decrease in mitochondrial
ROS generation is due to protein restriction rather than to calorie
restriction, and more specifically to dietary methionine restriction.
Greater longevity would be partly achieved by a low rate of endo-
genous oxidative damage generation, but also by a macromole-
cular composition highly resistant to oxidative modification, as is
the case for lipids and proteins.
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INTRODUCCION

El envejecimiento es un proceso endégeno y progresivo
probablemente debido a mds de una causa principal. Por
lo tanto, aunque los animales se mantengan en condicio-
nes 6ptimas durante toda su vida, seguirdn mostrando una
velocidad de envejecimiento tipicamente caracteristica de
su especie. Asi pues, su potencial de vida maximo (MLSP)
estd determinado fundamentalmente por sus genes, no
por el ambiente. Por el contrario, la longevidad media es-
td determinada sobre todo por el ambiente y en menor
medida también por el genotipo. Hoy dia, la intensidad de
generacién de especies reactivas derivadas del oxigeno



(ROS) se acepta ampliamente como una de las principales
causas potenciales del envejecimiento!l4. Segtin la teoria
del envejecimiento mitocondrial por radicales libres, los
ROS producidos endégenamente durante la respiracién ti-
sular dan lugar a un dafio tisular continuo y progresivo
que desemboca en el envejecimiento. En los tejidos del in-
dividuo sano las mitocondrias son la fuente principal de
produccién de ROS y los tinicos organulos celulares, apar-
te del ntcleo, que contienen ADN. Los ROS pueden danar
a los lipidos, las proteinas y, de modo especialmente rele-
vante para el envejecimiento, también al ADN. La infor-
macidén disponible apoya que la tasa de generaciéon mito-
condrial de ROS puede ser uno de los factores principales
determinantes de la velocidad del envejecimiento y, por lo
tanto, del MLSP de cada especie animal. Muchos estudios
han demostrado de forma coherente que la tasa de gene-
racion mitocondrial de ROS (mitROS) es menor en las es-
pecies animales longevas que en las de vida corta3-¢. Ade-
mas, la restricciéon caldrica (RC), la manipulacién
experimental mejor conocida que disminuye la tasa de en-
vejecimiento y aumenta el MLSP en muchas especies, dis-
minuye la tasa de generacién de mitROS”-8, En ambos ti-
pos de investigaciones, los estudios comparados y los de
restricciéon de dieta, las tasas bajas de generacién de mi-
tROS van acompafiadas de valores bajos de dafio oxidativo
en el ADN mitocondrial (ADNmt) y en proteinas” ¥y de
una tasa lenta de envejecimiento. Aunque los efectos de la
RC estan bien establecidos, los mecanismos implicados no
se conocen en detalle. Estudios recientes acerca del papel
de componentes especificos de la dieta estdn empezando a
clarificar este punto®l. La restriccién de proteinas (RP) en
la dieta, y de modo mas preciso la restriccién de metioni-
na, parece ser el factor determinante del efecto de la res-
triccién de dieta, independientemente de las calorias, so-
bre la generacién de mitROS y el estrés oxidativo.

Por otra parte, los estudios comparados también indi-
can que la velocidad del envejecimiento y, por tanto, el
MLSP no sélo estan relacionados con la tasa de generacién
de ROS, sino también con la composicién de las macro-
moléculas titulares. Las especies longevas muestran tasas
bajas de generacién de dafio endégeno pero también una
composicién de sus macromoléculas tisulares que es alta-
mente resistente a la modificacién oxidativa. Se sabe que
al aumentar la insaturacién de los dcidos grasos aumenta
enormemente su sensibilidad al dafio oxidativo. Las espe-
cies longevas de aves y mamiferos tienen membranas celu-
lares con un bajo grado de instauracién, sobre todo debido
a una presencia muy pequefia de dcidos grasos altamente
insaturados. Esas membranas son entonces menos sensi-
bles al estrés oxidativo y muestran menores niveles de pe-
roxidacién lipidica y de modificacidon de proteinas depen-
diente de lipoxidacién2-14, Andlogamente, se ha descrito
que el contenido en metionina de las proteinas tisulares
correlaciona negativamente con la MLSP en los mamife-
ros!%. La metionina es uno de los aminoécidos mds sensi-
bles al dafio oxidativo, transformandose en metionina sul-
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féxido en presencia de ROS. Asi, los tejidos de las especies
longevas tienen proteinas constituyentes menos sensibles
a la modificacién oxidativa debido a su contenido compa-
rativamente menor en metionina comparado con las pro-
teinas de las especies de vida corta.

PRODUCCION MITOCONDRIAL DE ROS
EN DISTINTAS ESPECIES

Las mitocondrias se consideran la principal fuente de
ROS en las células sanas debido a la actividad constante de
la cadena respiratoria situada en su membrana interna. La
inmensa mayoria del consumo de oxigeno celular ocurre
en esa cadena respiratoria. Asi, aunque sélo un pequefio
porcentaje de los electrones acaben dando lugar a la for-
macién de ROS, la cantidad total es importante. Puesto que
las mitocondrias son también los Unicos organulos extra-
nucleares que contienen su propio ADN, éste se convierte
en una diana del dafio oxidativo de especial importancia en
el caso del envejecimiento debido a su capacidad para ge-
nerar dano de tipo acumulativo. Los valores tisulares de es-
trés oxidativo global se pueden controlar bien mediante la
generaciéon o mediante la eliminacién de ROS. Después de
estudios intensivos realizados hace una década, quedo cla-
ro que los antioxidantes, aunque quiza puedan ser impor-
tantes para la proteccién frente a enfermedades, no con-
trolan la velocidad del envejecimiento. Este concepto se
apoya en distintos tipos de investigaciones. Las hipétesis
iniciales de que el envejecimiento podria deberse a una ca-
ida de los valores de antioxidantes con la edad se descartd
pronto en cuanto se comprobd que los cambios en los va-
lores titulares de antioxidantes endégenos en funcién de la
edad no seguian un patrén coherente y no caian necesaria-
mente en los animales viejos316:17, Por otro lado, la lenta
velocidad de envejecimiento de los animales longevos po-
dria teéricamente deberse a la presencia constitutiva de un
sistema antioxidante mas potente. Pero cuando se realiza-
ron estudios comparados en especies con distinto MLSP, se
encontré justamente la situaciéon opuesta. Los vertebrados
longevos no mostraban valores mayores sino menores de
enzimas antioxidantes y de antioxidantes enddgenos de ba-
jo peso molecular que las especies de vida corta®181?) lo
que indicaba, como se discute mas adelante, que su genera-
cién de ROS in vivo debia ser también menor. Ademds,
cuando se aumentan de modo experimental los antioxi-
dantes titulares mediante su suplementacién en la dieta,
mediante la induccién farmacolégica o mediante técnicas
transgénicas, la longevidad media aumenta a veces de for-
ma moderada, pero el MLSP no cambia320-24, Sélo se han
descrito aumentos marginales o muy pequefios en MLSP en
muy pocas ocasiones?®, y en alguna de ellas la repeticién de
los experimentos, como en el caso de moscas transgénicas,
con mas superdxido dismutasa y catalasa no ha confirma-
do los resultados. Por tltimo, los estudios en los que se han
generado animales Knock out para genes que codifican an-
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tioxidantes muestran que los animales pueden mostrar di-
ferentes afecciones, pero sus tasas de envejecimiento no pa-
recen verse afectadas?627. En resumen, la informacién dis-
ponible estd abrumadoramente de acuerdo en que los
antioxidantes no controlan el envejecimiento y la longevi-
dad méaxima, aunque puedan quizd proteger contra mu-
chas afecciones y distintas causas de muerte prematura de-
bido a su capacidad para disminuir el estrés oxidativo
global.

Aunque los antioxidantes tisulares endégenos no deter-
minan la velocidad del envejecimiento, su correlaciéon ne-
gativa con la longevidad médxima nos indica que la tasa de
generacién endégena de radicales libres en los tejidos in vi-
vo debe de ser menor en las especies animales longevas que
en las de vida corta®18. Si ademds de unos valores bajos de
antioxidantes endégenos los animales longevos tuviesen
también tasas altas de producciéon de ROS, no serian capa-
ces de hacer frente al dafio oxidativo y se perderia el equili-
brio del estrés oxidativo y la homeostasis. La estrategia de
disminuir la generacién de mitROS en lugar de aumentar
los antioxidantes o los valores de reparacién parece consti-
tuir una forma mejor de aumentar la longevidad durante la
evolucién. Seria muy ineficiente generar cantidades gran-
des de ROS para intentar neutralizarlos luego, antes de que
alcancen dianas importantes como el ADN, o aun peor, in-
tentar reparar el ADN después de haberlo dafiado seria-
mente. Esto es todavia mas cierto teniendo en cuenta: a) el
elevado coste energético de mantener constantemente va-
lores altos de antioxidantes o macromoléculas reparadoras
en los tejidos de los animales longevos; b) la capacidad de
inducir transitoriamente esas moléculas protectoras cuan-
do sea necesario, tanto en animales longevos como en los
de vida corta; ¢) la extrema cercania o incluso el contacto
entre las fuentes principales de ROS y las dianas macromo-
leculares de mayor importancia para el envejecimiento, co-
mo es el caso del ADNmt. En lugar de eso, disminuir la ge-
neraciéon de ROS cerca de su principal diana relacionada
con el envejecimiento (el ADNmt) hace descender su dafio
de modo mucho mas eficaz y con un coste mucho menor.
De hecho, todas las investigaciones realizadas hasta la fe-
cha sobre este tema han encontrado que la tasa de genera-
cién de mitROS es menor en los tejidos de los animales
longevos que en los de vida corta®°:6:18:28-32 Esto se da en
todos los tipos de vertebrados homeotermos longevos, in-
dependientemente del valor de su consumo de oxigeno por
unidad de peso corporal (que es menor en animales de gran
tamarfio corporal que en los de pequefio tamafo) y explica
por qué los antioxidantes titulares correlacionan negativa-
mente con el MLSP entre especies (los animales longevos
tienen menores valores constitutivos de antioxidantes tisu-
lares porque su tasa de generaciéon de ROS es baja).

Los estudios realizados en aves (animales homeotermos
excepcionalmente longevos) son especialmente ilustrati-
vos ya que, al igual que ocurre en el caso de los murciéla-
gos y los primates, viven mucho mas tiempo que los ma-
miferos en general de peso corporal o tasa metabdlica
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similar, lo cual contradice la teoria de la velocidad de vida
(rate of living) del envejecimiento. A pesar de sus altas ta-
sas de consumo de oxigeno, las tres especies de aves estu-
diadas hasta la fecha, pertenecientes a diferentes familias
(periquitos, canarios y palomas, con MLSP de 21, 24 y 35
afos, respectivamente) muestran tasas menores de gene-
raciéon de mitROS que ratones y ratas (con MLSP de 3,5 o
4 afios)*29-33, En muchos casos esto es posible porque el
porcentaje del flujo electrénico total en la cadena respira-
toria dirigido a la produccién de ROS (el porcentaje de fu-
ga de radicales libres [%FRL]) es menor en el caso de las
aves. Su cadena respiratoria transporta los electrones de
forma mas eficiente en lo que se refiere a evitar la fuga
univalente hacia el oxigeno en puntos de la cadena situa-
dos corriente arriba respecto a la citocromo oxidasa. Tam-
bién se han descrito tasas menores de generacion de mi-
tROS en cerebro humano comparado con el de la rata34.
Los primates (y especialmente los humanos) y los murcié-
lagos también viven mads de lo que se espera a partir de su
tamafo corporal y su tasa metabdlica. Asi pues, las aves
pequefias y los mamiferos de gran tamano tienen produc-
cién baja de ROS y envejecimiento lento, mientras que la
tasa metabdlica es baja en los mamiferos de gran tamafio
pero es alta en las aves pequefias. Es decir, la correlaciéon
entre tasa de generacién de mitROS y MLSP es mejor que
entre tasa metabodlica y MLSP.

El hecho de que distintas especies animales tengan dis-
tintos valores de FRL en la cadena respiratoria mitocon-
drial indica que el porcentaje de electrones dirigidos a la
generacién de ROS no es fijo sino que puede regularse en
cada especie, que es lo que cabe esperar de un parametro
que controle la tasa de envejecimiento endégeno. Estudios
realizados en otros tipos de modelos biolégicos, incluidos
los invertebrados3®, hongos3% y células en cultivo3’, tam-
bién apoyan el papel de la generacion de mitROS en el
control del envejecimiento. Por otra parte, en la mayoria
de los estudios comparados realizados la diferencia en pro-
duccién de mitROS entre especies suele ser menor que la
diferencia de MLSP>29-31, Esto estarfa de acuerdo con la
idea ampliamente extendida de que existe mas de un fac-
tor principal causante del envejecimiento.

También se ha estudiado el sitio en la cadena respirato-
ria en donde la generacién de ROS es menor en las especies
longevas. La produccion mitocondrial de ROS se ha atri-
buido clasicamente a la ubisemiquinona del complejo I1I38,
Sin embargo, de acuerdo con investigaciones iniciales en
particulas submitocondriales3?40, el complejo I también
contiene un generador de ROS importante2?:30,34:41-45 ]
cual hoy dia ya se considera aceptado como parte de los co-
nocimientos fundamentales sobre la cadena respiratoria®®.
Ademas, los estudios disponibles indican que el complejo
respiratorio causante de la menor generaciéon de ROS de los
animales longevos es el complejo 129-31:33, En cuanto a la
identidad del generador de ROS dentro del complejo I, se
han propuesto el mononucleétido de flavina34+47, Ia ubise-
miquinona®344 o los centros hierrosulfurados#!:42:48, Tan-



to la flavina como los centros FeS se localizan en el domi-
nio hidrofilico del complejo I dirigido hacia la matriz mito-
condrial, que es el compartimento en el que se sitia el
ADNmt. Por el contrario, los ROS generados en el comple-
jo III parecen dirigirse fundamentalmente al lado citoséli-
€033, aunque algunos estudios sugieren que parte de la ge-
neraciéon de ROS podria también tener lugar en direccién a
la matriz mitocondrial#’.

DANO OXIDATIVO AL ADN EN DISTINTAS ESPECIES

Los antioxidantes tisulares contribuyen a controlar los
ROS in vivo. Constituyen la primera linea de defensa para
mantener la homeostasis celular del estrés oxidativo. Pero
la neutralizacién y la eliminacién de los ROS por los an-
tioxidantes no son eficaces al 100%. Siempre existe un
cierto nivel de dafio oxidativo a macromoléculas, incluso
en animales sanos. Este dafo oxidativo afecta a los lipidos,
las proteinas y el ADN celular. Aunque los ROS pueden
dafiar todos estos tipos de macromoléculas, el dafio al
ADN ha de tener importancia crucial para el envejeci-
miento porque puede dar lugar a la pérdida o la alteracién
permanente de la informacién genética. Los ROS pueden
atacar al ADN directamente a las bases o al esqueleto azu-
car-fosfato, produciendo muchos tipos diferentes de mo-
dificaciones de las purinas y pirimidinas, como el marca-
dor de dafio oxidativo al ADN mds cominmente utilizado
8-o0x0-7,8-dihidro-2"-deoxiguanosina (8-oxodG), asi co-
mo roturas de simple o doble cadena y mutaciones soma-
ticas. Aunque se han descrito aumentos en el dano oxida-
tivo al ADN con la edad en algunos estudios®®->3 y otros
no los han encontrado®3:>4, el ataque oxidativo continua-
do al ADN a lo largo de toda la vida puede tener una con-
secuencia mds importante a largo plazo debido a la capa-
cidad de los ROS para producir mutaciones en el ADN.
Asi, mas que el dano oxidativo al ADN, lo que se acumu-
laria con la edad serian las mutaciones en éste.

Ha de existir una compensacién general entre la pro-
duccién y eliminacién de ROS, tanto en los animales de
vida corta como en los longevos que permita la homeosta-
sis tisular y, por lo tanto, la supervivencia en ambos casos.
La tasa de recambio celular de ROS debe ser alta en el pri-
mer tipo de animales y baja en el segundo. Si las especies
de vida corta tienen alta produccién de ROS y valores altos
de antioxidantes, mientras que las de vida larga tienen ba-
ja produccién de ROS y valores bajos de antioxidantes, se
podria alcanzar un equilibrio similar en ambos casos. Pero
esto no es exactamente asi porque en los animales de vida
corta las altas tasas de produccién de ROS darian lugar a
una mayor concentracion local de ROS en los sitios cerca-
nos a su lugar de formacién. En esos sitios, la fuente de
ROS y sus dianas estan tan préximas que los antioxidantes
no podrian interceptar de forma efectiva a los ROS antes
de que alcancen a sus dianas. La concentracién local de
ROS cerca de dianas relevantes para el envejecimiento (co-
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mo el ADNmt), que estdn situadas cerca de los sitios de ge-
neracién de ROS (la membrana mitocondrial interna) o
incluso en contacto con ellos, debe de ser menor en las es-
pecies longevas debido a su menor tasa de produccién de
ROS. Esto daria lugar a menor dafo oxidativo en el estado
estacionario y a una menor acumulaciéon de mutaciones
somaticas en el ADNmt, lo que desembocaria en un enve-
jecimiento lento®. En apoyo de esta idea, se ha encontrado
que los niveles de 8-0xodG en el ADNmt de corazén y ce-
rebro correlacionan negativamente con el MLSP en los
mamiferos?, lo cual estd también de acuerdo con la menor
excrecién urinaria de 8-oxo-7,8-dihidroguanina en los
mamiferos longevos comparados con los de vida corta®®.
Las aves (muy longevas) también tienen menos dafio oxi-
dativo en su ADNmt que los roedores (de vida corta) de
tamafio corporal similar®6. De acuerdo con esto, también
se ha observado que la tasa de acumulacién de mutaciones
en el ADNmt con la edad es mas lenta en los humanos que
en los ratones®’. Ademads, la concentracién de 8-oxodG es
alrededor de 10 veces mayor en el ADNmt que en el ADN
nuclear en el corazén y el cerebro de las 11 especies de ma-
miferos o aves estudiadas”>®. Es interesante que también
se observa una diferencia de alrededor de 10 veces a favor
del ADNmt cuando se comparan las mutaciones esponta-
neas en los dos tipos de ADN?3. Por otra parte, la 8-oxodG
en el ADN nuclear no correlaciona con el MLSP?. Aunque
las mitocondrias parecen no tener algunas formas de re-
paracion del ADN, como la de dimeros de pirimidina, se
sabe que su capacidad para reparar la 8-oxodG es similar o
incluso mayor que la presente en el niicleo®®. Los datos
disponibles sugieren que tanto el ataque por ROS como la
reparacién del ADN son mayores en las especies de vida
corta que en las longevas, y que son también mayores en
el ADNmt que en el ADN nuclear en todas las especies®®
de acuerdo con la localizacién del ADNmt muy cerca del
sitio de produccién de ROS en las mitocondrias. La mayor
tasa de produccién de mitROS en los animales de vida
corta puede ser una causa importante de su acumulacién
mads rapida de mutaciones en el ADNmt durante el enve-
jecimiento®”. Se producen mutaciones en el ADNmt du-
rante el envejecimiento de los tejidos posmitéticos, tanto
mutaciones puntuales como deleciones grandes, y pueden
alcanzar valores altos en individuos viejos¢1:62:63, El
ADNmt mutado se expande clonalmente hasta predomi-
nar durante el envejecimiento en las células mutadas, lo
que tiene consecuencias negativas para la funcionalidad
celular.

RESTRICCION CALORICA, ESTRES OXIDATIVO
Y ENVEJECIMIENTO

Los estudios comparados realizados hasta la fecha en
distintas especies sugieren una relaciéon causa-efecto entre
la tasa de generacién de mitROS y la velocidad de enveje-
cimiento, pero hacen falta estudios experimentales que
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confirmen este hecho. La RC es la manipulacién experi-
mental mejor conocida que es capaz de reducir la tasa de
envejecimiento, aumentando las longevidades media y
mdxima y que da lugar a efectos beneficiosos sobre el esta-
do general de salud en roedores de laboratorio, en otros
animales, e incluso en primates, como el hombreé* . Los
cambios fisiolégicos inducidos por la RC en roedores de la-
boratorio han sido ampliamente descritos en la literatura
cientifica e incluyen reduccién del tamafio corporal, des-
censo de la temperatura corporal, asi como descensos en
los valores plasmaticos de hormona de crecimiento y de
factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1).
Ademads, los animales restringidos presentan valores de
glucosa y de insulina en plasma mads bajos, junto con una
sensibilidad a la insulina mayor que los animales contro-
les alimentados ad libitum. Se han descrito también retra-
sos en la maduracién sexual y descensos en la fertilidad.
Las modificaciones en la via de sefnalizacién de la insuli-
na/IGF-1 tienen un interés especial al ser un sistema muy
conservado que ha sido propuesto como regulador de la
longevidad en una gran variedad de especies desde los ne-
matodos a los mamiferos®®.

Un numero creciente de trabajos apoya la hipétesis de
que la RC actuaria, al menos en parte, haciendo descender
los valores de estrés oxidativo?10, Los estudios que han
analizado los cambios en los valores de antioxidantes de
animales sometidos a RC son inconsistentes y no pueden
explicar los aumentos de MLSP observados®®. Por esta ra-
z6n, muchos trabajos se han centrado en los efectos de la
RC sobre la tasa de produccién de mitROS?:8:10,66-68 Estog
estudios, que normalmente utilizan una RC del 40%, de-
muestran que la RC a largo plazo hace descender significa-
tivamente la tasa de generaciéon de mitROS en los diferen-
tes tejidos de rata estudiados!0:66-68 (tabla 1), mientras que
en el caso de la RC a corto plazo los descensos sélo se han
descrito en algunos tejidos”:310, La RC aplicada durante 6-
7 semanas fue suficiente para disminuir la tasa de produc-
cién de mitROS, asi como los valores de 8-oxodG del ADN
mitocondrial y el ADN nuclear del higado de rata’. Ade-
mads, en todos los tejidos estudiados hasta la fecha (cora-
z6n, higado y cerebro) el descenso en la produccién de
mitROS de las ratas restringidas tiene lugar especificamen-
te en el complejo I mitocondrial, sin que se vea modificado
el consumo de oxigeno mitocondrial y se da junto con un
descenso de la fuga porcentual de radicales libres, %FRL
(porcentaje del flujo electrénico total en la cadena respira-
toria dirigido a la produccién de ROS), lo que indica que las
mitocondrias de los animales restringidos son mas eficien-
tes en evitar la produccién de ROS por unidad de flujo elec-
trénico”-10,:67-69_ Se ha descrito este mismo tipo de cambios
al comparar especies muy longevas con especies poco lon-
gevas, lo cual sugiere que podrian tratarse de un mecanis-
mo altamente conservado para aumentar el MLSP, tanto
dentro de una especie asi como entre especies.

El descenso en la tasa de generacién de mitROS en los
animales sometidos a RC va acompanado también de des-

256  Rev Esp Geriatr Gerontol. 2008;43(4):252-60

Tabla 1. Resumen de los efectos de la restriccion calorica
(RC), de proteinas (RP) y de metionina (MetR) sobre el estrés
oxidativo y la longevidad maxima (MLSP)

RC (40%) RP (40%) MetR (40 y 80%)
MitROS 1 (ex ) 1 (ex ) | (cx I 'and 1*
MitvO, = = -
FRL | 1) 1)
Ox. mtADN | ! !
Ox. proteinas | | I
MLSP [ 1 1

MitROS: produccion mitocondrial de ROS; MitVO,: consumo de oxigeno
mitocondrial; FRL: fuga de radicales libres (% del flujo electronico total en la
cadena respiratoria dirigido a la produccion de ROS); Ox. mtADN: dafio oxidativo
al ADN mitocondrial (8-oxodG); Ox. proteinas: marcadores especificos de
oxidacion, lipoxidacion y glucoxidacion de proteinas; cx I: complejo |
mitocondrial; cx Ill: complejo Ill mitocondrial. 1: aumento; |: descenso.

*El efecto de la MetR fue mas importante en la produccién de ROS del complejo
| que sobre la del complejo lll, tanto segun la magnitud de los descensos como
segun el nimero de tejidos afectados.

censos significativos de los valores de 8-oxodG, Unica-
mente en el ADN mitocondrial en unos casos, o tanto en
el ADN nuclear como en el ADN mitocondrial en otros,
en funcién del tejido estudiado”-8:10:67-69 asi como de des-
censos del dafno por oxidacién, glucooxidacién y lipooxi-
dacién de proteinas mitocondriales de corazén” (tabla 1).
Por otro lado, la reparacién de 8-o0xodG en el ADN mito-
condrial mediante la via de reparacién por escision de ba-
ses (BER) no aumenta o incluso desciende durante la
RC7L, De hecho, la tasa de generacién de mitROS, los va-
lores de 8-0x0odG en el ADNmt y la reparacién de 8-
oxodG mediante la escisién de bases mitocondrial des-
cienden de forma similar durante la RC al 40%, y los
descensos tienen una magnitud aproximada de un 30-
40%. De forma paralela a lo que ocurria con los valores de
antioxidantes tisulares en animales muy longevos, la repa-
racién de 8-oxodG mitocondrial es mds baja en roedores
sometidos a RC probablemente porque su tasa de produc-
cién de mitROS es también mas baja que la de animales
alimentados ad libitum. Tanto los sistemas de antioxidan-
tes enddgenos como de reparacién de ADNmt pueden in-
ducirse temporalmente cuando es necesario, reduciendo
asi el coste energético global. Disminuir la tasa de genera-
cién de mitROS es mds barato y mas eficaz que mantener
continuamente unos valores altos de antioxidantes y de
sistemas de reparacién. Todos estos hechos sugieren que
reducir la tasa de generacién de mitROS es un mecanismo
altamente conservado desarrollado durante la evolucién y
compartido, tanto por especies longevas como por anima-
les sometidos a RC para disminuir el dafio oxidativo a lipi-
dos, proteinas y especialmente al ADNmt y, por tanto, pa-
ra disminuir las mutaciones en el ADNmt y la tasa de
envejecimiento3%8-10, En algunos trabajos recientes se
han observado aumentos en la biogénesis mitocondrial y



en la eficacia bioenergética mitocondrial’>73, descensos
en los valores celulares de ROS73 y ausencia de cambios, o
incluso aumentos de consumo de oxigeno’%7476 en mo-
delos de RC en distintas especies, tales como mamiferos,
nematodos y levaduras.

RESTRICCION PROTEICA, RESTRICCION
DE METIONINA Y ENVEJECIMIENTO

El efecto positivo de la RC aumentando el MLSP se ha
atribuido normalmente al descenso en la ingesta de calo-
rias mas que a descensos especificos de componentes con-
cretos de la dieta. Estudios recientes llevados a cabo en
Drosophila melanogaster ponen en cuestién este hecho cla-
sicamente admitido”’””8 y apuntan a componentes parti-
culares de la dieta como causa de los cambios descritos. Se
han realizado distintos trabajos para intentar aclarar cudl
es el componente de la dieta responsable del descenso en
el estrés oxidativo mitocondrial observado durante la RC.
La restricciéon de hidratos de carbono o de lipidos en la
dieta no parece modificar la longevidad de roedores,
mientras que los estudios realizados con RP en la dieta han
mostrado aumentos de MLSP en casi la totalidad de los ca-
sos. De un total de 18 estudios de supervivencia a largo
plazo tras RP en ratas y ratones, 16 de ellos presentan in-
crementos de MLSP13, aunque la magnitud de los incre-
mentos fue aproximadamente un 50% de la que normal-
mente se describe en estudios de RC.

Por otro lado, se ha comprobado que la restriccién iso-
caldrica de metionina en la dieta de ratas y ratones conlle-
va incrementos de MLSP sin que haya una RC paralela de
rata’?-81, Por tanto, los trabajos disponibles sugieren que
la restriccién de la ingesta de metionina podria ser la cau-
sa de todo el efecto de la RP, incrementando el MLSP
mientras que la RP (y de metionina) sélo seria responsable
de un 50% del efecto de aumento de la longevidad produ-
cido por la RC. Este efecto significativo pero mas modera-
do de la RPy de la restriccién de metionina de aumento de
la longevidad, comparado con el producido por la RC, es-
taria de acuerdo con la idea de que el envejecimiento es
debido a méas de una tUnica causa. Estudios recientes en
Drosophila melanogaster también apoyan la idea de que el
efecto de la RC aumenta la longevidad, independiente-
mente de las calorias ingeridas’7:78. La reduccién de la
cantidad de caseina en dieta deun 4 aun 2% ydeun 2 a
un 1% o un 0,5% aumenta la longevidad de Drosophila me-
lanogaster’8.

ESTRES Y DANO OXIDATIVO DURANTE
LA RESTRICCION PROTEICA Y PAPEL
DE LA METIONINA

El efecto de la RP sobre la generacién de mitROS se ha
estudiado recientemente. Se ha comprobado que una RP
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del 40% es capaz de disminuir la producciéon de mitROS
especificamente del complejo I de la cadena mitocondrial,
reduce los valores de FRL, asi como los valores de 8-oxodG
en el ADN mitocondrial®! (tabla 1), y también disminuye
marcadores especificos de modificacién oxidativa en pro-
teinas, la insaturacién de 4cidos grasos y el contenido de
complejo 182 en las mitocondrias de higado de rata; estos
resultados son muy parecidos a los que produce la RC7°,
En lo que se refiere a los otros dos principales componen-
tes energéticos de la dieta, ni la restriccién de lipidos®3 ni
la de hidratos de carbono®* modifica la produccién de mi-
tROS o el dafio oxidativo al ADN mitocondrial en el higa-
do de rata, lo cual concuerda también con su ausencia de
efecto sobre la longevidad. Por tanto, las proteinas resul-
tan ser los componentes de la dieta causantes de los des-
censos observados en la producciéon de mitROS y en el da-
fo oxidativo, y por ello también probablemente de parte
del incremento de MLSP, que se produce mediante el tra-
tamiento de RC. Al ser la restricciéon de metionina la res-
ponsable del efecto de aumento de longevidad que produ-
ce la RP, era necesario estudiar el efecto de esa restriccién
de metionina sobre parametros relacionados con el estrés
oxidativo, concretamente con la produccion de mitROS y
el daflo oxidativo, ya que en este campo sélo se habian
descrito cambios en los valores de glutatiéon reducido
(GSH) en sangre®?, Los resultados obtenidos muestran que
una restriccidon isocaldrica de metionina del 80% (con
sustitucion de glutamato en la dieta) hace descender la
produccién de mitROS (principalmente en el complejo I),
%FRL, los valores de 8-0xodG en ADN mitocondrial, el
contenido de complejo I, los marcadores de dafio oxidati-
vo a proteinas y el grado de insaturacion de los 4dcidos gra-
sos en las mitocondrias de higado y corazén de rata®>. Es-
tos datos resultan ser muy parecidos a los descritos en
modelos de RC y RP, con la tnica diferencia de que los va-
lores del consumo de oxigeno mitocondrial aumentaron
en el caso de la restriccién de metionina. Sin embargo, ex-
perimentos adicionales con restriccién isocalérica de me-
tionina al 40 y al 80% en ratas, pero sin sustituciéon de
metionina por glutamato en la dieta, también muestran
descensos en la produccién de mitROS y el %FRL sin cam-
bios en el consumo de oxigeno mitocondrial, lo que sugie-
re que la restriccién de metionina es la responsable del
100% del descenso en la generacion de mitROS y el estrés
oxidativo que tiene lugar durante la RP al 40% y la RC al
40% y, probablemente, de todo el efecto de incremento de
longevidad que produce la RP y parte del producido por
la RC.

Hay otros estudios que también apuntan a la implica-
cién de la metionina en el proceso de envejecimiento y
longevidad. Se ha descubierto recientemente que el conte-
nido de metionina de las proteinas de los tejidos muestra
una fuerte correlacién inversa con el MLSP en mamife-
ros!°. El contenido en metionina de las proteinas es tam-
bién mas bajo en tejidos de aves de gran longevidad que en
mamiferos de vida corta, cuando se comparan especies
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con un tamafio corporal similar!3. Por lo tanto, el conte-
nido en metionina de las proteinas es menor cuanto ma-
yor es el MLSP de una especie. Por otro lado, se sabe que un
exceso de metionina en la dieta es capaz de dafiar distintos
Organos vitales y de aumentar el estrés oxidativo de los te-
jidos con efectos negativos similares a los observados en
ratas alimentadas con dietas con alto contenido en prote-
inas!3. Por el contrario, estudios recientes muestran que la
restriccion de metionina no sélo incrementa la longevidad
de roedores, sino que también produce una serie de efectos
beneficiosos como lentificar el desarrollo de cataratas, mi-
nimizar cambios relacionados con la edad en células T o
disminuir los valores de glucosa, IGF-1 e insulina en plas-
ma de ratones®!. La restriccién de metionina también dis-
minuye la masa de grasa visceral alrededor de un 40%, los
valores de insulina e IGF-1 en plasma, asi como la res-
puesta a glucosa de la insulina, y evita los aumentos de co-
lesterol y triglicéridos en sangre de rata con la edad®¢. El
descenso de la masa de grasa visceral apunta a que este
cambio, caracteristico de los animales sometidos a RC,
quizd no se deba necesariamente al descenso en la ingesta
de calorias.

El descenso en la generacién de mitROS durante la res-
triccién de metionina, RP y RC puede tener lugar median-
te varios mecanismos diferentes. Estas tres manipulaciones
de la dieta hacen descender la cantidad de complejo I y
IV11.8285 en Jas mitocondrias de rata. El acusado descenso
de la concentraciéon de complejo I podria explicar la bajada
en la actividad del complejo I detectada en RC87 y podria
ser causa en parte de la menor generacién de mitROS du-
rante la RC. Este descenso de la generacién de mitROS
durante la RC, RP y restriccién de metionina podria estar
relacionado también con otros mecanismos. La metionina
en la dieta puede ser perjudicial debido a su conversién in
vivo en homocisteina. La homocisteina tiene un grupo tié-
lico libre, que puede ser oxidado lo cual conduce a la for-
macién de puentes disulfuro con proteinas. Cuando se
afiade glutation oxidado (GSSG) al complejo I mitocon-
drial, aumenta su tasa de generacién de radical superéxi-
do®8, Este efecto del GSSG podria explicar la correlacién
directa descrita entre la relacién GSSG/GSH vy los valores
de 8-0x0dG en ADN mitocondrial en distintos tejidos de
ratones viejos>2. Por lo tanto, la produccién de mitROS po-
dria estar regulada también por agentes con grupos tidlicos
como es el caso de la homocisteina, lo que proporciona
otro posible mecanismo molecular para explicar los efectos
de la restriccién y de la suplementacién de metionina sobre
el estrés oxidativo mitocondrial, el dano oxidativo en los
tejidos y la longevidad. Ademas, el descenso del %FRL po-
dria ser el resultado de una respuesta regulada y no un efec-
to directo de un metabolito de la metionina. Se sabe que la
metionina es una fuente de grupos metilo para diferentes
reacciones celulares. Por lo tanto, los cambios en el grado
de metilacién del ADN podrian ser también una causa, al
menos parcial, de los cambios en el valor de expresién de
muchos genes que se sabe que ocurren durante la RC%4. Es
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evidente la necesidad de seguir investigando en profundi-
dad los mecanismos moleculares responsables del descenso
de produccién de mitROS y estrés oxidativo que tiene lugar
durante la RC y de metionina.

En resumen, el andlisis exhaustivo de la bibliografia
disponible indica que el descenso en la tasa de generacién
de mitROS y del dafio oxidativo al ADNmt que se observa
durante la RC se debe a l1a RP, no a la restricciéon de otros
componentes de la dieta, como los lipidos o los hidratos
de carbono. Ademas, la restricciéon de metionina es capaz
de explicar tanto el efecto de la RC como de la RP sobre
estos parametros. La restriccién de metionina seria la
causa del descenso en la generacién de mitROS y en el da-
fio oxidativo al ADNmt. Por otro lado, los tres tipos de
manipulaciones de la dieta, RC, RP y de metionina, son
capaces de aumentar la longevidad maxima, pero con in-
tensidades diferentes (mayor en la calérica), haciendo,
por tanto, que descienda la tasa de envejecimiento y la in-
cidencia de enfermedades degenerativas y de enfermeda-
des asociadas con la edad. Es importante resaltar que las
especies longevas y los animales sometidos a RC compar-
ten tasas bajas de generacién enddgena de dafio oxidati-
vo. La metionina desempefia un papel clave disminuyen-
do la generaciéon de ROS durante la RC y probablemente
también esté implicada en reducir la susceptibilidad a la
oxidacién de las proteinas de especies longevas. Ademds, y
completando este cuadro, las especies longevas presentan
lipidos de membrana menos sensibles al estrés oxidativo
debido a un menor grado de insaturacién de sus acidos
grasos.
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