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RESUMEN

La sepsis, definida como una respuesta inflamatoria sistémica del huésped
frente al proceso infeccioso, y la disfuncién cardiaca asociada a ella, representan la
principal causa de morbilidad y mortalidad en las unidades de cuidados intensivos de
paises desarrollados. Ante tal situacion, la busqueda de nuevas terapias anti-
inflamatorias nos obliga a conocer qué mecanismos son los responsables de que una
respuesta inflamatoria controlada y beneficiosa desde el punto de vista fisiol6gico se

transforme en una condicién patolégica.

Estudios previos manifiestan la importancia del factor de transcripcién NF-xB
en la fisiopatologia de la sepsis; en este sentido, el reconocimiento de la sefal
inflamatoria por sus receptores especificos inicia una cascada de sefializacion que
finaliza en la translocacién nuclear y posterior activacion transcripcional de NF-«xB. En
consecuencia, se induce la expresién de numerosos genes participantes en la sepsis,
incluidos citoquinas y enzimas de carédcter pro-inflamatorio, inmunoreceptores o
moléculas de adhesion. Asimismo, esta condiciéon inflamatoria se asocia con una
profunda disfuncién mitocondrial y consecuente apoptosis, lo que favorece la
liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), ATP y DNA mitocondrial (mtDNA)
al citosol. Tras su liberacion, estas sefiales asociadas al dafio celular serdn reconocidas
por el inflamasoma NLPR3, un complejo multiprotéico que participa en la activaciéon
de la caspasa-1 y, en consecuencia, en la producciéon de las formas maduras de las
citoquinas pro-inflamatorias, incluidas IL-1f, IL-18 e IL-33. Por tanto, estos estudios
ponen de manifiesto la importancia de la mitocondria a la hora de conectar las dos vias
principales de la inmunidad innata, desencadenando el proceso inflamatorio severo y

duradero caracteristico de la sepsis.
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Nuestro grupo de investigaciéon ha demostrado los efectos beneficiosos de la
melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) en la sepsis; ademas de sus conocidas
propiedades cronobidticas, la melatonina es un potente agente antioxidante y anti-
inflamatorio, efectos que destacan a nivel mitocondrial donde esta indolamina protege
la funcién mitocondrial al aumentar su eficacia bioenergética al tiempo que reduce la
produccién de ROS. A pesar de conocerse el efecto inhibidor de la melatonina sobre la
via de senalizacion de NF-«kB, poco se sabe en la actualidad de los mecanismos
implicados en este efecto anti-inflamatorio asi como el control que pueda ejercer sobre
el inflamasoma NLRP3. En este sentido, la interaccién entre melatonina y su receptor
nuclear RORa puede ser clave en su papel terapéutico, al observarse que este receptor

muestra un papel negativo sobre la via inflamatoria dependiente de NF-«B.

De acuerdo con este fondo tedrico, nuestro trabajo se centré en establecer la
cooperacion entre las vias de NF-kB y NLRP3 durante la sepsis, evaluando asimismo
los mecanismos moleculares por los cuales la melatonina ejerce su potente accién anti-

inflamatoria en esta patologia.

Para ello, los objetivos a cumplir durante este trabajo fueron:

1) Evaluar la via de activacion de NF-kB asi como el estado redox celular y funcién

mitocondrial durante la sepsis en ratones wild-type.

2) Determinar la activaciéon del inflamasoma NLRP3 durante la sepsis y establecer la

via de cooperacion entre ambas vias de la respuesta inmune innata.

3) Estudiar la activacién de NF-kB e inflamasoma NLRP3 durante la sepsis en ratones

deficientes para el receptor nuclear RORa.
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4) Evaluar el papel protector y mecanismos de acciéon de la melatonina sobre las dos
vias de la inmunidad innata tanto en ratones wild-type como en ratones deficientes

para RORa.

Los resultados mostrados en esta Tesis Doctoral ponen de manifiesto que la
translocacion nuclear y activacion transcripcional de NF-kB tiene lugar de forma
temporal durante la sepsis, si bien las consecuencias en términos de mayor expresion y
niveles de los diferentes marcadores pro-inflamatorios se mantienen altas durante todo
el proceso séptico. La activacion de NF-«kB tiene lugar de forma paralela a una grave
disfuncién mitocondrial, la cual induce la activacién del inflamasoma NLRP3 con el
mismo perfil temporal que el mostrado por NF-xB. En consecuencia, ambas vias
cooperan durante todo el proceso séptico desencadenando una respuesta inflamatoria

desproporcionada frente a la infeccién.

Nuestros resultados muestran, asimismo, que la melatonina inhibe la activacién
de NF-kB a nivel nuclear, potenciando su deacetilacion en el residuo de Lisina 310
mediada por la deacetilasa sirtuina-1 (Sirtl). Ademads, la melatonina mejora el estado
redox celular y mantiene la homeostasis mitocondrial, propiedades que permite a la
indolamina inhibir la activacién del inflamasoma NLRP3 y romper, en consecuencia, la
cooperacion entre las dos vias de sefalizacion. Finalmente, nuestro estudio pone de
manifiesto, por primera vez, que la melatonina requiere RORa no sélo para inducir la
actividad deacetilasa de la Sirtl e inhibir la actividad transcripcional de NF-kB, sino
también para regular la expresion y actividad de los distintos sistemas antioxidantes
celulares. No obstante, este receptor nuclear RORa no participa en la inhibicién del

inflamasoma NLRP3 tras el tratamiento con melatonina.
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En definitiva, nuestros resultados evidencian la importancia de la melatonina
como farmaco capaz de bloquear la conexién entre las vias de la inmunidad innata
dependientes de NF-kB y NLRP3, lo que justificaria su uso como estrategia terapéutica
para el tratamiento de enfermedades inflamatorias donde tal conexién y la disfunciéon

mitocondrial adquieren vital importancia.
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SUMMARY

Sepsis, a systemic inflammatory response of the organism against an infection,
as well as sepsis-related myocardial impairment is associated with high mortality and
morbidity in the intensive care units worldwide. This situation urges to understand
how controlled innate immunity process is turning into a harmful condition such as

sepsis, as a previous step to anti-inflammatory therapeutic development.

Previous reports shows that transcription factor NF-xB plays a critical role in
the pathogenesis of sepsis; thus, recognition of pro-inflammatory signals for its specific
receptors leads to nuclear translocation and transcriptional activity of NF-kB, inducing
the expression of innate mediators such as pro-inflammatory cytokines and enzymes,
immunoreceptors or adhesion molecules. Inflammation also courses with
mitochondrial dysfunction and apoptosis, favoring reactive oxygen species (ROS), ATP
and mitochondrial DNA (mtDNA) release to the cytosol. These mitochondrial-derived
signals are recognized by NLRP3 inflammasome, a cytosolic multiprotein complex that
activates caspase-1. Once activated, caspasa-1 processes pro-inflammatory cytokines
including pro-IL-1B, pro-IL-18 and pro-IL-33 to their mature forms. Together, these
data shows a significant connection between two main pathways of the innate
immunity during sepsis, leading to a disproportionate inflammatory response to

microbial invasion.

Our group has demonstrated the beneficial effects of melatonin (N-acetyl-5-
methoxytryptamine) in sepsis. Besides its chronobiotic properties, melatonin has been
identifies as a powerful immunomodulator and free radical scavenger, especially at
mitochondria level where melatonin maintains mitochondrial homeostasis boosting its
bioenergetic efficacy and reducing mitochondrial ROS production. Although it is

generally accepted that melatonin inhibits the NF-kB pathway, the mechanism(s)



involved in this effect, as well as in the control of NLRP3 inflammasome, are yet
unknown. Due to nuclear RORa melatonin receptor plays a protective role during

inflammation, melatonin could require RORa to inhibit the inflammatory process.

According with this background, the present work was focused in the study of
NF-xB and NLRP3 connection during sepsis. Moreover, we evaluated the molecular

mechanism(s) involved in the anti-inflammatory actions of melatonin.

The objectives of this research were:

1) To evaluate NF-xB signaling pathway, cellular redox status and mitochondrial

function in wild-type mice during sepsis.

2) To determine NLRP3 inflammasome activation during sepsis and to study the

cooperation between NF-xB/NLRP3 signaling pathway.

3) To assess the activation of both signaling pathways of the innate immunity in septic

RORo mutant mice.

4) To evaluate the protective as well as mechanistics effects of melatonin on NF-xB and

NLRP3 signaling pathway in both strain mice.

The results of this thesis show that nuclear translocation and DNA-binding
activity of NF-kB reflect a transitional nature during sepsis, but consequences in terms
of inflammatory mediators remain elevated too long. Moreover, also courses with
mitochondrial dysfunction, which in turn triggers NLRP3 inflammasome activation
with a similar temporal pattern occurred with NF-xB. Thus, NF-xB and NLRP3
inflammasome pathways cooperate during sepsis to lead to a disproportionate

inflammatory response to microbial invasion.
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Our data also illustrate that melatonin blunts NF-kB pathway at nuclear level
increasing the sirtuin-1-dependent deacetylation at Lys310 of NF-kB. Moreover,
melatonin improves cellular redox status and preserves the mitochondrial function.
Therefore, melatonin inhibits NLRP3 inflammasome, disrupting the NF-xB/NLRP3
connection during sepsis. Importantly, our study demonstrates for the first time that
melatonin requires nuclear RORa receptor not only to activate sirtuin-1 deacetylase
and, in turn, to inhibit transcripcional activity of NF-kB but also to modulate the
cellular antioxidant defenses. Melatonin, however, inhibits the NLRP3 inflammasome

activity through RORo-independent effect.

Based on our results, melatonin becomes in a class of drug able to disrupt the
connection between these two pathways of the innate immunity, and it may also

constitute an important therapeutic tool for inflammatory diseases.
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INTRODUCCION






1. SISTEMA INMUNE Y RESPUESTA INFLAMATORIA

Estamos expuestos diariamente a una gran cantidad de gérmenes, bacterias y
microorganismos capaces de penetrar en nuestro organismo y causar enfermedades como
resultado no sélo de la propia patogenicidad del elemento invasor sino también de la
integridad y magnitud de los mecanismos de defensa del hospedador. Evolucionando bajo la
enorme presion selectiva impuesta por los patégenos, el sistema inmune de los vertebrados,
constituido por una red interactiva de tejidos, 6érganos linfoides y diferentes tipos celulares
diseminados por todo el organismo, emerge como el elemento primordial de defensa al
reconocer, neutralizar y eliminar todas aquellas sustancias que “le son extrafias”, al tiempo
que inician y participan de los mecanismos de reparacion tisular (Medzhitov and Janeway,

Jr., 1997a; Parkin and Cohen, 2001).

Atendiendo a los mecanismos sensores y efectores utilizados, asi como a la velocidad
y especificidad de la reaccion desencadenada, la respuesta inmune se ha clasificado en innata
y adaptativa o adquirida. La respuesta inmune innata, que incluye tanto barreras (fisicas,
quimicas y microbiolégicas) como elementos del sistema inmune (macréfagos, neutréfilos,
monocitos, citoquinas,...), representa la primera linea de defensa del huésped frente a la
invasion. El reconocimiento de “lo extrafio” se lleva a cabo mediante un niimero limitado de
receptores que son codificados en la linea germinal bajo sus configuraciones definitivas, lo
que hace de ella una respuesta inespecifica, limitada e inmediata, pero al mismo tiempo
necesaria para la supervivencia (Moreno and Sanchez-Ibarrola, 2003). Por el contrario, la
respuesta inmune adaptativa o adquirida, exclusiva de los organismos superiores, se
caracteriza por desencadenar reacciones especificas frente a antigenos en las que participan
un elevado ntimero de receptores generados por reordenamiento génico y expresados sobre

la superficie de los linfocitos T y B. Tal especificidad se consigue a cambio de un tiempo de
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respuesta mayor que el de la innata, si bien la presencia de mecanismos de memoria permite
responder de forma mdés rapida y potente ante un segundo encuentro con el mismo
“elemento extrafio” (Delves and Roitt, 2000b; Delves and Roitt, 2000a; Flajnik and Kasahara,
2010). No obstante, y a pesar de estas diferencias, ambas respuestas se integran dentro de un
Unico sistema inmune que permite discriminar perfectamente entre lo propio y lo extrafio
para minimizar asi el dafio causado en el huésped (Medzhitov and Janeway, Jr., 1997a;

Medzhitov, 2007).

1.1 LA REACCION INFLAMATORIA
La inflamacién se define como la respuesta local del sistema inmunolégico de un
organismo al dafio causado en sus células y tejidos vascularizados por patégenos bacterianos
o cualquier otro agresor de naturaleza fisica, quimica, bioldgica o mecanica (Nathan, 2002). A
expensas de un enorme gasto de energia metabdlica, la reaccién inflamatoria tiene como
objetivos eliminar las células y estructuras dafiadas, matar y eliminar los agentes invasores y,
bajo condiciones de dafio sistémico, promover el reemplazamiento de las estructuras

dafiadas para asi retornar a un estado de homeostasis tisular (Barton, 2008; Henson, 2005).

El analisis de este concepto nos permite establecer dos grandes valoraciones. La
primera hace referencia al papel que juega el proceso inflamatorio a la hora de conectar las
respuestas inmune innata y adquirida. Asi, las células del sistema innato detectan y
sefializan la presencia de dafo, inicidndose una cascada inflamatoria que, ademdés de
contener al elemento agresor, permite la activacién especifica del sistema adaptativo. Por
tanto, los signos clasicos de la inflamacién (tumefaccion, rubor, calor y dolor) son iniciados por
el sistema innato, si bien las células del sistema adaptativo contribuyen e incrementan tales
efectos ya que la inflamacién surge igualmente como mecanismo efector adaptativo tras el

reconocimiento del “elemento extrafio” (Barton, 2008; Henson, 2005). La segunda valoracién
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se basa en el diferente propésito fisiologico y consecuencias patolégicas que, en funcién del
estimulo, muestra la respuesta inflamatoria (Figura 1) (Medzhitov, 2008). A pesar de que
algunas condiciones inflamatorias crénicas, como la gota y obesidad, sélo se conocen en su
configuraciéon patolégica, todo proceso inflamatorio tiene un enorme valor fisiolégico
siempre que se desencadene de forma controlada, rdpida y destructiva, pero especifica y
auto-limitante en cuanto al dafio que genera, lo que le permitird resolver la infeccion o
reparar el dafio y recuperar la homeostasis sin dafiar al propio organismo. Sin embargo, si la
respuesta inflamatoria no se controla de forma adecuada no sélo falla en su propésito de
eliminar al estimulo nocivo, sino que ademas va a persistir en el organismo causando en el
hospedador un mayor dafio que el propio estimulo que la originé inicialmente (Drayton et

al., 2006; Medzhitov, 2008).

Estimulo inflamatorio Infeccion Daiio tisular -stri S a
INFLAMACION
Deiei Reparacion
Propésito fisiologico frenteala e restauracion del estado
. ., dafio tisular L.
infeccion homeostatico
; : Fibrosis
Cons o Autoinmunidad, .
‘onsecuencias . ) metaplasiay/o L ‘ o
patolégicas dafio inflamatorio - homeostaticos, desarrollo de
; ; crecimiento . .
tisulary sepsis furotal enfermedadesy autoinmunidad

Figura 1. Causas y resultados fisiologicos y fisiopatolégicos de la inflamaciéon. En funciéon del
estimulo, la respuesta inflamatoria tiene diferentes propésitos fisiolégicos y consecuencias
patolégicas. De los posibles estimulos, sélo la inflamacién asociada a infeccién se acopla con una

activacion de la respuesta inmune (adaptado de Medzhitov, 2008).



1.2 SEPSIS, INFLAMACION Y RESPUESTA INMUNE
Un ejemplo caracteristico de un estado inflamatorio patolégico y asociado a la
activacion de la respuesta inmune es la sepsis; este sindrome, asi como sus complicaciones
(sepsis severa, shock séptico y el sindrome de disfuncién organica multiple) representan
estados progresivos de mayor severidad de la misma enfermedad en la cual una respuesta
sistémica frente a la infeccion o frente a agresiones severas conduce a una reaccién
inflamatoria no regulada que afecta a drganos alejados del insulto inicial, causando

eventualmente fallo multiorganico y muerte (Figura 2) (Matot and Sprung, 2001).

SIRS
v'Temperatura >38,3°C 0 <36 °C
v'Mas de 90 latidos por minuto
vMas de 20 inspiraciones por

minuto o wuna presion arterial
parcial de CO, <32 mmHg

SEPSIS

SIRS junto con
evidencia clinica
deinfeccion

SEPSIS SEVERA

Sepsis asociada con
disfuncion organica,
hipoperfusion o
hipotension,
incluyendo acidosis
lactica, oliguria o
alteracion aguda del
estado mental

SHOCK SEPTICO

Hipotensién inducida
por sepsis a pesar
de un adecuado
reemplazo de fluido,
junto con presencia
de acidosis lactica,
oliguria o alteracion
aguda del estado

MODS

Presencia de funcion
organica alterada en
enfermos agudos en los
que la homeostasis no
puede ser mantenida sin
intervencion

v'Leucocitos > 12.000 mm?3® o mental

<4.000 mm?3, o mas de 10% de
formasinmaduras

Figura 2. Estados clinicos de la respuesta inflamatoria sistémica frente al proceso infeccioso (Bone
et al., 1992; Levy et al., 2003). Las definiciones dadas para la sepsis y sus estados patolégicos asociados
deben ser susceptibles de sufrir variaciones con mayor aplicacién clinica dada la naturaleza
heterogénea de los pacientes sépticos. SIRS, sindrome de respuesta inflamatoria sistémica; MODS,

sindrome de disfuncién multiorganica.

A pesar de los esfuerzos realizados para facilitar un diagnoéstico preciso, de las
mejoras en las Unidades de Cuidados Intensivos, y de la constante bisqueda de terapias mas
efectivas, la heterogeneidad etioldgica mostrada por la sepsis provoca que, atin hoy en dia, se
asocie con una alta tasa de mortalidad, especialmente en sus fases mas graves o en pacientes
de mayor edad (Ulloa et al., 2009; Wheeler et al., 2009). Asi, estudios epidemioldgicos
realizados por el National Center for Health Statistics y por el Centers for Disease Control and
Prevention evidencian que la sepsis es la décima causa de muerte a nivel mundial,

diagnosticindose anualmente entre 77-240 nuevos casos por cada 100.000 habitantes, lo que
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supone un aumento en la incidencia anual del 1,5%. Ademads, detrds de estos datos se
esconden costes hospitalarios que alcanzan cifras de 17 billones de doélares en Estados
Unidos, y de 5,8-7,6 billones de euros en Europa (Wheeler et al., 2009). En Espafia, el anélisis
de altas hospitalarias del afio 2001 en la Comunidad de Madrid describe una incidencia de
14,1 episodios de sepsis grave por cada 10.000 habitantes, con una mortalidad media del 33%
y un coste hospitalario que asciende a 70 millones de euros, 26 de los cuales se destinan a la

atencion de pacientes que no sobreviven a la patologia (Inigo et al., 2006).

Todos estos datos en conjunto muestran la enorme importancia que tiene la sepsis
para el sistema sanitario de cualquier pais desarrollado y la necesidad de seguir avanzando
en el conocimiento de la enfermedad y su progreso terapéutico, reduciendo asi los tiempos y
costes sanitarios. En este sentido, el principal problema a resolver es conocer en qué
momento de la respuesta inmune desencadenada en el hospedador se presenta la fase
hiperinflamatoria y cudndo la fase inmunosupresora o anti-inflamatoria, lo que nos permitira
elegir correctamente la intervencion terapéutica 6ptima para obtener resultados satisfactorios
(Hotchkiss et al., 2013; Ronco et al., 2003). No obstante, este enigma resulta dificil de resolver
dadas las numerosas interconexiones que se establecen entre las distintas vias de la
inmunidad innata, asi que un mejor conocimiento de dichas vias facilitaria la comprensién

de la etiologia de la sepsis y la identificacion de nuevas y exitosas dianas terapéuticas.



1.3 RECEPTORES DE LA RESPUESTA INMUNE INNATA: ENTRE EL

RECONOCIMIENTO DE LO EXTRANO Y LAS SENALES ENDOGENAS

DE PELIGRO

Como ya hemos comentado con anterioridad, los receptores participantes en la
respuesta inmune innata se codifican en la linea germinal, lo que implica no sélo que cada
receptor tenga una especificidad antigénica predeterminada genéticamente sino que ademas
se generen en un nimero muy limitado (Medzhitov and Janeway, Jr., 1997b). Sin embargo,
esta limitacion numérica entra en conflicto con el elevado niimero de agentes infecciosos
capaces de producir dafio al huésped y su alta capacidad de mutacién. Por ello, el sistema
inmune innato reconoce estructuras antigénicas altamente conservadas en diversos
microorganismos que, en su conjunto, reciben el nombre de patrones moleculares asociados
a patégenos (PAMPs, del inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns). A pesar de ser
diferentes desde el punto de vista bioquimico, todos los PAMPs comparten una serie de
caracteristicas comunes: a) son producidos por los microorganismos pero no por las células
del huésped, permitiendo diferenciar entre lo “propio y lo extrafio”; b) se basan en
estructuras invariables compartidas por multiples patégenos, aspecto clave a la hora de
detectar la presencia de infecciéon a pesar del limitado ntimero de receptores; y ¢) son
esenciales para la supervivencia y/o patogenicidad de los microorganismos, por tanto, no
susceptibles a sufrir mutaciones o pérdidas evolutivas (Akira et al., 2001; Janeway, Jr., 1989;
Medzhitov, 2001). En base a esto, los receptores propios del sistema inmune innato adoptan
el nombre de receptores de reconocimiento de patrones (PRR, del inglés Pattern recognition
receptor); todos los PRR presentan, desde un punto de vista estructural, un dominio
especifico para el reconocimiento de PAMPs y una regién de interaccion proteina-proteina

esencial para iniciar los procesos de sefializacion celular (Medzhitov, 2007).



No obstante, sus diferencias funcionales permite agrupar a los PRR en:

a)

b)

PRR secretados y presentes tanto en fluidos corporales como en el espacio
extracelular, entre los que se incluyen receptores del complemento, proteina C-
reactiva, proteina componente P amiloide sérico o la proteina relacionada con la
pentraxinas PTX3. Dada su localizacién, estos PRR seran los encargados de unirse a
la superficie celular de los microbios, activar el sistema del complemento, iniciar la
opsonizacién de los patégenos, e incluso participar en la transferencia de PAMPs a
otros receptores de la respuesta inmune innata (Lee and Kim, 2007).

PRR transmembrana, entre los que se encuentran los receptores de tipo Toll (TLRs,
del inglés Toll-like receptors) y los receptores tipo lectina C (CLRs, del inglés C-type
Lectin  receptors), expresados ambos sobre la membrana celular o sobre
lisosomas/endosomas, y gracias a los cuales se lleva a cabo el reconocimiento
inmune sobre células no infectadas para desencadenar, en consecuencia, una
respuesta efectora antimicrobiana (Iwasaki and Medzhitov, 2010).

PRR citosdlicos, incluidos los receptores tipo RIG-I (RLRs, del inglés retinoic acid-
inducible gene I (RIG-I)-like receptors) y los receptores tipo NOD ( NLRs, del inglés
nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat containing receptors). Ambos actdan
como sensores intracelulares detectando la presencia de virus, productos
microbianos, sustancias relacionadas con el estrés celular o particulas cristalinas de
origen no infeccioso. De este modo, los PRR citosélicos median la respuesta inmune
una vez que la célula estd infectada, cooperando asimismo con los PRR
transmembrana a la hora de dar continuidad a la sefalizacion intracelular asociada a
la presencia un elemento “extrafio” (Martinon et al., 2009; Pichlmair and Reis e Sousa,

2007).



Un aspecto clave a considerar es que la respuesta inmune a un determinado patégeno
no se limita exclusivamente a su reconocimiento por un tnico PRR, sino que implica
cooperaciones complejas entre distintos receptores, células inmunes y mediadores. Ademas,
un mismo patégeno presenta multiples PAMPs que seran reconocidos por diferentes tipos de
PRRs, sin olvidar que un mismo PAMP puede ser reconocido por diferentes PRR (tabla 1).
Por lo tanto, la conexién que se establece entre los diferentes PRR va a mostrar tanto un
efecto cuantitativo (las respuestas sinérgicas entre PRR permiten responder eficientemente a
bajas condiciones del PAMP) como cualitativo (la activacion de un PRR por su PAMP
especifico desencadena la activacion de otros PRR relacionados), lo que se traduce en un
aumento en la capacidad del hospedador de detectar cualquier patégeno y responder de

forma eficiente (Figura 3) (Hontelez et al., 2012; Miao and Rajan, 2011; Tada et al., 2005).

_('Sensors for microbial “wall” )

B
TLR2/1 TLR2/6  TLR4 MD-2

Dectin-1 0

Endosomal nucleic
/| acid sensors

24 TIRAP
apammn § V- N \‘
\ ?Mvoas ( | enc
(Flagellin sensors : [RIP2(RICK) TRIF
TLRs ([ /‘— —
A > \
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Pro-IL1/18 \ ! '! ﬁ CYTOPLASM

I Caspase-1
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Figura 3. Comunicacion entre los PRR y amplificacién de la respuesta inflamatoria (Ishii et al, 2008).
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PAMPs microbianos TLRs RLRs NLRs CLRs
(membrana) (citoplasma) (citoplasma) (membrana)
Virus Proteinas estructurales TLR2, TLR4 N.D. N.D. N.D.
DNA TLR9 DAI NALP3 FcyR
RNA TLR3, TLR7, TLR8 RIG-I, MDA5, LGP2  NALP3 FcyR
Bacteria Componentes pared celular (LPS, TLR2/1, TLR2/6, N.D. NOD1, NOD2, Colectinas
peptidoglicano, adcido  lipoteicoico, TLR4 NALP1, NALP3
lipoproteinas)
Flagelina TLR5 N.D. IPAF, NAIP5 N.D.
Perotoxinas N.D. N.D. NALP3 N.D.
DNA TLR9 N.D. ASC N.D.
RNA N.D. N.D. NALP3 N.D.
Pardsitos GPlIs TLR2, TLR4 N.D. N.D. N.D.
Hemozoina malaria TLR9 N.D. N.D. N.D.
Proteinas (Tc52 de T.cruzi, profilina) TLR2, TLR11 N.D. N.D. N.D.
DNA TLR9 N.D. N.D. N.D.
Helmintos Lipidos TLR2 N.D. N.D. N.D.
RNA TLR3 N.D. N.D. N.D.
Hongos Componentes pared celular (GlcNAc, TLR2, TLR4, TLR6 N.D. N.D. Receptor manosa,
manano, B-glucano) DC-SIGN, Dectina-1
y 2, CARD9
DNA TLR9 N.D. N.D. N.D.

Tabla 1. Principales ligandos microbianos de los receptores de la respuesta inmune innata. Los receptores inmunes innatos (TLRs, RLRs, NLRs y

CLRs) reconocen tanto patrones microbianos especificos como compartidos con otros receptores. N.D., no determinado; LPS, lipopolisacarido; GPlIs,

glicosilfosfatidilinositol; GIcNAc, N-acetilglucosamina; FcyR, receptores Fc para IgG (adaptado de Ishii y colaboradores, 2008).
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No obstante, una respuesta inflamatoria desproporcionada puede causar muerte
celular y dafio tisular en el propio hospedador, con la consecuente liberaciéon de
componentes celulares al medio extracelular. Estos componentes o “sefiales de peligro” reciben
de forma conjunta el nombre de patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs, del inglés
Damage-Associated Molecular Patterns), e incluyen tanto proteinas celulares (HMGBI1, del
inglés High-mobility group protein Bl, interleuquina-1, SAP130, del inglés Histone deacetylase-
dependent SIN3A) como moléculas relacionadas con acidos nucleicos (DNA, ATP o 4cido
arico). A pesar de mostrar un papel importante a la hora de combatir a los patégenos, estos
DAMPs pueden ser reconocidos por algunos de los PRR especificados anteriormente, lo que
desencadena no s6lo en una mayor respuesta inflamatoria contra el patégeno sino también
un fallo importante en la regulacion de las vias inflamatorias, transformandose el proceso
inflamatorio en un estado crénico (EI et al.,, 2007; Jounai et al., 2012; Matzinger, 1998). En
resumen, conocer el cédigo inflamatorio mediado por DAMPs y PAMPs, asi como los
mecanismos responsables de su reconocimiento y las vias de sefializacién activadas tras él,
debe facilitar la elaboracién de nuevas estrategias terapéuticas de mayor éxito clinico. Los
siguientes apartados se centrardn en los aspectos estructurales, moleculares y vias de
sefalizacién asociados a los receptores TLRs y NLRs, dada la importancia que presenta

ambos en un proceso inflamatorio de caracter patolégico.
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1.4 RECEPTORES TIPO TOLL: IMPLICACION DE TLR4 EN LA RESPUESTA

INFLAMATORIA SISTEMICA RELACIONADA CON LA SEPSIS

La proteina Toll se describi6 inicialmente en Drosophila melanogaster como un receptor
transmembrana de tipo I responsable de controlar la polaridad del eje dorso-ventral durante
el desarrollo embrionario (Stein et al., 1991). Sin embargo, estudios posteriores ponen de
manifiesto un papel central de Toll en la respuesta inmune de Drosophila adulta frente a la
infeccion fangica (Lemaitre et al, 1996). En 1997, Medzhitov y colbs. identificaron un
homoélogo del receptor Toll de Drosophila en mamiferos que, actualmente, corresponde con el
receptor semejante a Toll 4 (TLR4, del inglés Toll-like receptor 4). Estos mismos autores
observaron que una forma constitutivamente activa de este receptor era capaz de inducir al
factor de transcripcion nuclear kappaB (NF-kB, del inglés nuclear factor-kappa B), lo que
provocaba la expresiéon conjunta de citoquinas de cardcter pro-inflamatorio y moléculas
coestimuladoras esenciales para la activacion de las células T nativas (Medzhitov et al., 1997).
Esta intima asociacion entre TLR y la respuesta inmune innata fue confirmada en afios
posteriores por Poltorak y colbs. al identificar que la incapacidad de responder
adecuadamente al lipopolisacdrido (LPS) reside en la existencia de una mutacién puntual en

el gen tlr4 (Poltorak et al., 1998).

En los tltimos afios, numerosas proteinas relacionadas con TLR4 y englobadas dentro
de la familia TLR han sido clonadas, y su distribucion en diferentes especies nos indica que
el sistema de sefializaciéon dependiente de TLR esta altamente conservado. Actualmente hay
descritos diez y trece miembros de la familia TLR en mamiferos (10 en humanos y 13 en
ratones), de los cuales TLRs 1-9 estan conservados tanto en humanos como en ratones,
TLR10 se ha descrito s6lo en humanos (el dominio C-terminal del gen #r10 en ratén es

sustituido por una secuencia no productiva y no relacionada) y TLR11 s6lo es funcional en
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ratones (el gen tlr11 en humanos muestra un codén de parada que impide, por tanto, su

produccién) (Takeda and Akira, 2005). A pesar del amplio conocimiento sobre los ligandos y

las vias de sefalizaciéon de TLR1-9 y 11, los papeles biolégicos de TLR10, 12 y 13, sus

patrones de expresion, ligandos y vias de sefializacion permanecen atn inciertos (Beutler,

2004).

Estructuralmente, y de forma similar a la proteina Toll, los TLRs son receptores

transmembrana de tipo I pertenecientes a la familia de receptores de la interleuquina-1 (IL-

1R, del inglés Interleuin-1 receptor), con un peso molecular entre 90-115 kDa, y que van a

constituirse en base a:

Un dominio N-terminal extracelular, constituido por 16-28 repeticiones ricas en
leucina (LRR, del inglés Leucine-rich repeat) esencial para la unién al ligando (Bell et
al., 2003). Estos diferentes LRRs adquieren una forma solenoide a modo de herradura
para facilitar tanto la dimerizacion del receptor TLR como el reconocimiento del
ligando; no obstante, la interacciéon TLR-ligando no es suficiente para la activacion de
la via intracelular sino que es necesarias unas series de modificaciones estructurales
que permitan la interaccion de los dominios intracelulares del receptor con proteinas
especificas de la via de sehalizacion (Ishii et al., 2008)

Un dominio transmembrana con estructura hélice-alfa

Un dominio C-terminal intracelular (TIR, del inglés Toll/IL-1 Receptor) homoélogo al
dominio intracelular de los receptores IL-1R e IL-18R, y altamente conservado a lo
largo de la evolucién al ser el dominio responsable de iniciar las vias de sefializacién

tras el reconocimiento del ligando correspondiente (West et al., 2006).

Desde un punto vista funcional, los TLRs juegan un papel clave en el reconocimiento

tanto de elementos microbianos especificos, incluidos proteinas, lipidos y 4cidos nucleicos
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derivados de virus, bacterias, pardsitos y hongos, asi como de componentes celulares
asociados al dafio sufrido por el hospedador (Ishii et al., 2008). Por ello, los TLRs van a
expresarse en todas aquellas células involucradas en la defensa del hospedador, entre las que
se incluyen neutréfilos, macréfagos, células dendriticas, células epiteliales de la mucosa, o
células B y T (Moreno and Sanchez-Ibarrola, 2003). A nivel celular y tisular, la localizacién
subcelular de los TLRs van a depender del tipo de PAMP que reconozcan, diferenciandose

entre (Figura 4): a) receptores presentes en la membrana celular (TLR1, 2, 4, 5 y 6),

responsables de responder a todos aquellos PAMPs asociados a la superficie bacteriana con
la activacion de NF-xB y produccién de citoquinas pro-inflamatorias; y b) receptores
intracelulares (TLR3, 7, 8 y 9), encargados de detectar acidos nucleicos de virus y bacterias
que inducira la activaciéon del factor de transcripcion IRF (del inglés Interferon Regulatory
Factor) y la consecuente expresion de genes relacionados con el inferferén (IFN) de tipo I

(Kumar et al., 2009; Uematsu and Akira, 2007).
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Figura 4. Localizacion subcelular de los distintos TLRs y sus principales ligandos. TLRs reconocen
una amplia variedad de PAMPs presentes en bacterias, virus, protozoos y hongos gracias a la
formacién de estructuras homodiméricas (TLR3, 4, 5, 7 y 9) o heterodiméricas (TLR1/2 y TLR 2/6).
CpG DNA, regiones de DNA ricas en citosina y guanina; dsRNA, virus RNA bicatenario o de doble
cadena; GIPL, glicolipido; HSP60/70, proteinas de choque térmico 60/70; IRF, factor regulatorio de
interferén; LPS, lipopolisacarido; LRR, repeticiones ricas en leucina; NF-«B, factor nuclear kappaB;

OspA, proteina de la superficie externa; PorB, porina B; ssRNA, virus RNA monocatenario TIR,

dominio semejante a Toll/IL-1R.
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e TLR4: COMPONENTE CENTRAL DEL RECEPTOR PARA LPS EN MAMIFEROS

Expresado en la superficie celular de macréfagos, neutrofilos, células dendriticas y

endoteliales, TLR4 constituye, junto con CD14 (del inglés Cluster of Differentiation 14) y la

proteina de diferenciacion mieloide-2 (MD-2, del inglés Muyeloid Differentiation factor-2), el

denominado complejo receptor para el lipopolisacarido (LPS) o endotoxina bacteriana, uno

de los principales iniciadores microbianos de la inflamacién (Figura 5).
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Figura 5: Ilustracion esquemadtica del

complejo receptor LPS (Fujihara et al., 2003).

Ver texto para mas detalles

La naturaleza anfipatica del LPS provoca la
formacion de agregados en ambientes acuosos,
con la caracteristica de que la difusion
espontdnea de monémeros de LPS para su
reconocimiento por el complejo receptor ocurre
a muy baja velocidad (Takayama et al., 1994).
Por ello, es necesario que, en primer lugar, el
LPS adquiera una forma monomérica o
“conformacion endotdxica”; este proceso es
catalizado y acelerado por la proteina de unién

al LPS (LBP, del inglés LPS-binding protein), la

cual serd la encargada de transferir los
monémeros de LPS al antigeno de

diferenciacién monocitico CD14, segundo

elemento clave en el complejo receptor para el LPS (Fenton and Golenbock, 1998). CD14

consiste en una glucoproteina de 55 kDa que puede estar presente tanto de forma soluble en

la sangre (sCD14) o mayoritariamente anclada al glucosil-fosfatidilinositol presente en la

membrana de células de linaje mielomonocitico (mDC14); independientemente de esta

localizacién, sus funciones se basan en discriminar entre productos bacterianos, reducir entre

~17 ~



100-1000 veces la concentracion de LPS requerida para una correcta activacion de la
respuesta innata, y presentar el LPS al TLR4 (Fujihara et al., 2003). Como miembro de la
familia TLR, la formacién de homodimeros TLR4 va a permitir el reconocimiento del LPS
presentado por CD14, y la posterior sefializacion intracelular al asociarse, a través de su
dominio intracelular TIR, con distintas proteinas adaptadoras: MyD88 (del inglés Myeloid
differentiation primary response 88), TIRAP/Mal (del inglés TIR domain-containing adaptor
protein/MyD88-adaptor-like) y TRIF/TICAM-1 (del inglés TIR domain-containing adaptor
inducing IFN-f/TIR domain-containing adaptor molecule) (Takeda and Akira, 2005). No obstante,
la sobreexpresion de TLR4 no cambia el fenotipo de aquellas lineas celulares insensibles al
LPS, lo que implica la participacion de otra proteina en este complejo receptor. En base a esto
se identific6 a la proteina de diferenciacién mieloide MD-2 (del inglés Myeloid Differentiation
protein-2) como un nuevo componente del complejo receptor para el LPS; esta pequefia
proteina de 18 kDa se asocia al dominio extracelular de TLR4 y, si bien carece de un dominio
transmembrana, presenta dos sitios susceptibles de N-glicosilacion cruciales para la
transduccién de sefiales y el mantenimiento de la integridad funcional del complejo receptor.
Asimismo, MD-2 regula la distribucién celular de TLR4 (los fibroblastos embrionarios de
ratones MD-2-/- no transportan TLR4 desde el aparato de Golgi a la superficie celular, lo que
impide el reconocimiento del LPS y su posterior sefalizacion) (Nagai et al., 2002) y muestra
capacidad para unirse al lipido A, responsable principal de la toxicidad biolégica de la

endotoxina, sin la necesidad de que participe LBP (Viriyakosol et al., 2000).

~18 ~



e MECANISMOS MOLECULARES DE LA TRANSDUCCION DE SENALES
MEDIADA POR TLR4
Segin lo expuesto, parece claro que los distintos complejos receptores van a
coordinarse para iniciar las sefiales intracelulares a través de los diferentes TLRs. Estas
sefales, basadas fundamentalmente en fosforilaciones y reclutamientos, culminaran con la
sintesis de proteinas de cardcter pro-inflamatorio que puedan combatir y erradicar la
infeccion (Figura 6).
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Figura 6. Activacion de macrofagos mediada por la sefializacion de TLR dependiente e
independiente de la proteina MyD88 en respuesta al LPS bacteriano. Adaptado de Fujihara y colbs

(Fujihara et al., 2003). Ver texto para méas detalles.
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A) VIA DEPENDIENTE DE MyD88: la homologia existente entre el dominio TIR

citosélico de TLR y el presente en IL-1R hace que ambos receptores empleen componentes
comunes en la transduccion de sefales, entre los que incluyen MyD88, quinasas asociadas al
receptor de la IL-1 (IRAK, del inglés IL-1 receptor-associated kinases) y el factor 6 asociado al
receptor del TNF (TRAF®6, del inglés TNF receptor-activated factor 6). Asi, el reconocimiento
del ligando especifico induce el reclutamiento de la proteina adaptadora MyD88; desde el
punto de vista estructural, esta proteina consta de un dominio TIR en posicion C-terminal a
través del cual se une con el receptor TLR, y un dominio de muerte en posicion N-terminal
esencial para el reclutamiento, bien de forma directa o bien con la participacion de la
proteina Tollip (del inglés Toll Interacting protein), de las formas activas de IRAKs al complejo
receptor. Como consecuencia, se induce la actividad quinasa de IRAK provocando multiples
eventos de fosforilacion que, en dltima instancia, reduce la afinidad de IRAK por MyD88 y
aumenta por TRAF6 (Fujihara et al., 2003; Janssens and Beyaert, 2003). En un paso posterior,
el complejo IRAK-TRAF6 se disocia del receptor y sus componentes seguiran vias totalmente
diferentes; mientras IRAK es degradada por accién del proteosoma, TRAF6 se dirigira al

citosol donde activara factores de transcripcion a través de dos vias principales:

1. Una primera via que conduce a la activacion de la proteina activadora 1 (AP-1, del
inglés Activator Protein-1), el elemento de respuesta a suero (SER, del inglés Serum
Response Element) y el elemento de respuesta a AMPc (CRE, del inglés cAMP
Responsive Element), todos ellos factores de transcripcion activados a través de las tres
rutas MAP kinasas (MAPK, del inglés Mitogen-activated Protein Kinase) (Fujihara et al.,
2003).

2. Lasegunda via conduce a la activacion del factor de transcripcion NF-kB, factor clave
en la coordinacion de la respuesta inmune innata y adquirida en la sepsis al regular la

expresion génica de numerosos mediadores celulares (Zingarelli, 2005).
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B) VIA INDEPENDIENTE DE MyDS88: tras el reconocimiento del LPS por el

complejo receptor, el dominio TIR del TLR4 va a interaccionar con la proteina adaptadora
TRIF/TICAM-1 cuya principal funcién es activar al factor regulador de interferén 3 (IRF3,
del inglés IFN regulatory factor 3), el cual induce la expresién de genes para el interferon beta
(IFNB). Una vez sintetizado, IFNP sale al exterior de la célula donde interacciona con su
receptor celular, evento que media la activacion de kinasas citoplasmaticas denominadas
JAKSs (del inglés Janus kinases). Estas kinasas presentan la funcién de fosforilar restos de
tirosina presentes tanto en el receptor del interferén como en el factor de transcripciéon
STAT1 (del inglés Signal Transducer and Activator of Transcription). La fosforilacién a este
altimo nivel provoca la dimerizacién de STAT-1 y su posterior traslocacion nuclear donde
activara la expresion de todos aquellos genes dependientes de él, entre ellos el gen
codificante para la iNOS (Fujihara et al., 2003; Yamamoto et al., 2003). Asimismo, eventos
como la activacion de la caspasa-1 para la maduracién de la IL-18 o la maduracién de células
dendriticas han sido clasificados como fenémenos inducidos de forma independiente a la

proteina MyD88 (Kaisho et al., 2001; Seki et al., 2001).
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2. NF-kB: REGULADOR CLAVE DE LA RESPUESTA INMUNE E
INFLAMATORIA

A pesar de la enorme variedad de estimulos a los que responde el sistema inmune, la
complicada tarea de comunicar la presencia de lesiones o infecciones en el organismo se lleva
a cabo por un ntimero relativamente bajo de vias de sefalizaciéon que dependen, en dltima
instancia, de un activador transcripcional comtn conocido como NF-kB (del inglés Nuclear
Factor kappaB). Este factor de transcripcién fue descrito inicialmente por Sen y Baltimore en
1986 como un factor nuclear capaz de unirse a una secuencia de 11 pares de bases en el
promotor de la cadena ligera kappa de las inmunoglobulinas en células B maduras (Sen and
Baltimore, 2006); poco después, estos mismos autores revelaron que, en presencia de
estimulos como el LPS o forbol 12-miristato 14-acetato, se induce su actividad transcripcional
en otros tipos celulares (Sen and Baltimore, 1986). En la actualidad, no cabe duda que NF-xB
existe virtualmente en el citoplasma de la mayoria de tipos celulares bajo una forma inactiva
dada su unién con un inhibidor especifico, IkB (del inglés Inhibitor of kappaB), de tal forma
que su traslocacion al nicleo y posterior actividad transcripcional sélo tiene lugar tras el

reconocimiento de las sefiales apropiadas que determinen la liberaciéon de NF-kB de su

inhibidor.

21 MIEMBROS Y ESTRUCTURA DE LA FAMILIA NF-kB/Rel
En mamiferos, la familia NF-kB/Rel de factores de transcripciéon consta de cinco
miembros identificados como p105/p50, p100/p52, p65 (RelA), c-Rel y RelB, y codificados
por los genes NFKB1, NFKB2, RELA, REL y RELB, respectivamente. Como rasgo comun, los
diferentes miembros comparten un dominio N-terminal homélogo a Rel (RHD, del inglés Rel
Homology Domain) constituido por una secuencia de 300 aminodcidos clave en la

dimerizacion de los diferentes miembros, unién al DNA e interaccién con los inhibidores IxB
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(Figura 7). Ademas, este dominio contiene una secuencia de localizacién nuclear (NLS, del
inglés Nuclear Localization Sequence) indispensable para permitir la traslocacion de estas
proteinas al ntcleo donde llevan a cabo su funcién transcripcional (Gilmore, 1990). No
obstante, las secuencias presentes en la posicion C-terminal muestran claras diferencias que
permiten la clasificacién en la familia NF-«xB/Rel en dos subfamilias: subfamilia de proteinas
Rel y subfamilia de proteinas NF-xB. La subfamilia Rel incluye los miembros c-Rel, p65 (RelA) y
RelB, todos ellos con un dominio C-terminal de activaciéon de la trascripcién susceptible de
sufrir modificaciones post-translacionales que potencian su unién al DNA y actividad
transcripcional. Por el contrario, la subfamilia NF-xB, constituida por NF-xB1 (p105/p50) y
NF-xB2 (p100/p52), presentan en su dominio C-terminal repeticiones ricas en ankirina
similares a las presentes en la familia de inhibidores IkB, lo que convierte a estos miembros
en represores transcripcionales cuando no se asocian con los miembros de la subfamilia Rel
(Hayden and Ghosh, 2008) (Figura 7). A diferencia de la subfamilia Rel, NF-xB1 y NF-xB2 van
a ser sintetizados como largos polipéptidos de 105 y 100 KDa, respectivamente, que seran
“rotos” post-transcripcionalmente para generar las subunidades de unién al DNA p50 y p52,
mediante un procesamiento que requiere el reconocimiento por parte de una proteasa
especifica de una secuencia de 23 aminodacidos rica en glicina (GRR, del inglés Glycine-rich

region) en el dominio N-terminal (Betts and Nabel, 1996, Wah et al., 1997).
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Figura 7. Miembros de la familia NF-kB/Rel. El nimero de aminodcidos de cada proteina en
humanos se indica a la derecha. En RELA (p65) se indica los principales residuos que sufren
modificaciones post-translacionales clave para su activacion transcripcional. En p105/p50 y p100/p52
se indican los sitios donde tiene lugar su procesamiento a formas activas. RHD, dominio homélogo a
Rel; NLS, secuencia de localizacion nuclear; TD, dominio de transactivacién; LZ, dominio cremallera

de leucina; GRR, secuencias ricas en glicina; ANK, repeticiones ricas en ankirina.

Los diferentes miembros de la familia NF-kB/Rel muestran la habilidad para formar
homo o heterodimeros in vivo, con excepcion de RelB que sélo forma heterodimeros in vitro;
una vez formados, estos dimeros se unen a sitios especificos presentes en el DNA,
denominados sitios kappaB, constituidos por 9-10 pares de bases de gran variabilidad: 5'-
GGGRNWYYCC-3, donde: R es adenina o guanina, N es cualquier nucleétido, W es adenina
o timina e Y es citosina o timina (Gilmore, 2006). Sin embargo, los distintos homo y
heterodimeros muestran diferente habilidad a nivel transcripcional; asi, por ejemplo, los
heterodimeros p65/p50, que constituyen la forma mayoritaria, activan la transcripcién de

genes, efecto que es consecuencia de la actividad de p65 limitdndose el papel de p50 a
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facilitar la uniéon al DNA. Por el contrario, los homodimeros p50/p50 reprimen la
transcripcion génica tras su unién a los sitios kappaB (Grimm and Baeuerle, 1993; Schmitz
and Baeuerle, 1991). Por tanto, esta diversidad combinatoria va a contribuir eficazmente a la
regulacion de diferentes conjunto de genes dependientes de NF-kB para asi ajustar la

respuesta desencadenada al estimulo recibido (Gilmore, 2006).

2.2 INHIBIDORES DE NF-xB/Rel: FAMILIA IxB

Como ya hemos mencionado anteriormente, los dimeros de NF-«kB se mantienen en el
citosol de forma inactiva dada su unién con proteinas pertenecientes a la familia IkB. Desde
un punto de vista cldsico, esta familia engloba tres proteinas inhibidoras tipicas,
denominadas IkBa (NFxBIA), IxkBp (NFxBIB) e IkBe (NF«BIE), asi como los miembros p100 y
p105 de la subfamilia de proteinas NF-kB. Ademds, dentro de esta familia de inhibidores se
aprecia igualmente la existencia de dos miembros “atipicos” (Bcl-3 (BCL3) e IkB( (NFxBZ))
de naturaleza inducible y dependientes de determinadas sefiales. Recientemente, se ha
identificado un nuevo miembro, IkBy, el cual se origina a partir de un transcripto alternativo

del gen NFKBI1 en ratén y cuya funcion biolégica es atn incierta (Whiteside and Israel, 1997).

A nivel estructural, los diferentes miembros de la familia IkB se caracterizan por
presentar entre 6-7 repeticiones de ankirina a través de las cuales se unen al dominio RHD de
NF-«xB, enmascarando la secuencia NLS e impidiendo, por tanto, su traslocacion al ntcleo. El
numero de repeticiones de ankirina varia entre los diferentes miembros, otorgando una
especificidad tinica a cada inhibidor a la hora de unirse al dimero NF-kB; ; por ejemplo, IxBa
va a regular la activacion del heterodimero mayoritario p50/p65, mientras que la accién
reguladora de IkBe recae sobre aquellos complejos constituidos en base a RelA (p65) o c-Rel
(Ghosh et al., 1998). IkBa, el miembro IkB mejor caracterizado, e IkBf van a compartir una

misma estructura en base a tres dominios: a) un dominio N-terminal, igualmente presente en
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IxBe, en el cual residen regiones reguladoras susceptibles a eventos de fosforilacién y/o
ubiquitinizacién esenciales para su la degradacion inducida por estimulo de IxB y, por tanto,
para la activacion de NF-«kB; b) dominio central en base a repeticiones de ankirina; y c)
dominio C-terminal PEST, una secuencia peptidica rica en prolina (P), 4cido glutdmico (E),
serina (S) y treonina (T) que juega un papel esencial para el recambio basal de la proteina

(Verma et al., 1995) (Figura 8).
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Figura 8. Miembros de la familia IxB. El nimero de aminoacidos de cada proteina en humanos se
indica a la derecha. Se indica los residuos que sufren modificaciones post-translacionales (fosforilacién
o ubiquitinizacién) claves para su degradacién. ANK, repeticiones ricas en ankirina; PEST, secuencia
rica en prolina (P), 4cido glutdmico (E), serina (S) y treonina (T); DD, dominio de muerte; U,

ubiquitinizacién; P, fosforilacién.
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2.3 VIAS DE ACTIVACION DE NF«B

Los miembros de la familia NF-kB/Rel son activados por una amplia variedad de
estimulos, incluyendo citoquinas de caracter pro-inflamatorio como TNF-a o IL-1B,
mitégenos de células B o T, bacterias y sus productos bacterianos como el LPS, virus y
proteinas virales, RNA de doble cadena o incluso situaciones de estrés fisico o quimico
(Karin and Ben-Neriah, 2000). El correcto reconocimiento de estos ligandos por sus
receptores especificos conlleva la activacion de NF-xB a través de dos posibles vias

perfectamente identificadas:

a) la via canénica, donde la traslocacion nuclear de los heterodimeros p50/p65 tiene
lugar gracias a la fosforilacion y posterior degradacién del inhibidor IkBa. Esta via se
activa principalmente en respuesta a productos bacterianos y sefales pro-
inflamatorias con un papel clave en la patogénesis de enfermedades inflamatorias,
incluida la sepsis. Por ello, en el siguiente apartado profundizaremos en detalle sobre

los diferentes eventos moleculares que intervienen en ella.

b) via no canénica, activada fundamentalmente por citoquinas de la familia de TNF-a,
pero no por el propio TNF-a, y en la cual la fosforilacién dependiente de IKKa de
p100: RelB conduce al procesamiento de pl00 y la consecuente generaciéon de

complejos p52: RelB (Oeckinghaus et al., 2011).

221 VIA CANONICA O CLASICA DE ACTIVACION DE NF-«B
En un primer paso (Figura 9), tras el reconocimiento del ligando por su receptor
especifico, tiene lugar el reclutamiento de la proteina adaptadora MyD88 mediante
interacciones homofilicas con los dominios TIR presentes en el receptor; asimismo, esta

proteina adaptadora, a través de su dominio de muerte (DD, del inglés Death Domain) en
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posicion N-terminal, recluta a su vez a las proteinas IRAK-1 e IRAK-4 (IRAKSs, del inglés IL-1
Receptor-Associated kinases), unas quinasas especificas serina/treonina esenciales para
permitir la transmisién de sehales desde el receptor al carecer éste de actividad quinasa
intrinseca (Janssens and Beyaert, 2003). No obstante, otra proteina adaptadora conocida
como Tollip (del inglés Toll interacting protein) es también capaz de unirse con IRAK-1 a nivel
citosdlico, antes del reconocimiento de la sefial, y permitir asi su reclutamiento al dominio
DD de MyD88, liberandose en un paso final la proteina Tollip para permitir que continte la
transmision de la sefial (Burns et al., 2000). Bien de forma directa, o bien con la participaciéon
de Tollip, MyD88 permite la interaccién entre los dos miembros activos IRAK-1 e IRAK-4,
situacion que va a inducir la actividad quinasa de IRAK-4 la cual, con un papel importante
de los residuos T342, T345 y S346, fosforilara a IRAK-1 en los residuos T209 y T387 de su
dominio quinasa. En consecuencia, la actividad quinasa de IRAK-1 se verd inducida,

actuando sobre ella misma para aumentar atin més su estado fosforilado (Burns et al., 2003).

Una vez hiperfosforilada, IRAK-1 pierde afinidad por MyD88 y la adquiere por el
dominio TRAF C-terminal de TRAF6 (del inglés, TNF receptor-associated factor 6), la cual se
recluta de forma transitoria al complejo receptor (Janssens and Beyaert, 2003). A
continuacién, el complejo IRAK-1/TRAF6 se disocia del receptor e interacciona a nivel de la
membrana con un complejo preexistente constituido por TAK1 (del inglés TGF-f-activated
kinase 1), TAB1 (del inglés TAK1 binding protein 1) y TAB2 (del inglés TAK1 binding protein 2)
(paso 2, Figura 9) (Jiang et al., 2002; Takaesu et al., 2000). Al interaccionar con el complejo
IRAK-1/TRAF6, TAK1 y TAB2 se fosforilan y, junto con TRAF6 y TBA1l y TAB2 se
translocan al citosol. Mientras tanto, IRAK-1 hiperfosforilada queda a nivel de la membrana
donde sera reconocida por ubiquitin ligasas especificas para su posterior degradaciéon

proteosémica (Zhang and Ghosh, 2002).
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nomenclatura de las principales moléculas implicadas. P, fosforilacion; U, ubiquitinizacién; A, acetilacion. Adaptado de Janssens y Beyaert, 2003.
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Ya a nivel citosolico, el complejo TRAF6/TAK1/TAB1/TAB2 se une a las E2 ligasas
Ubc13 y UevlA, responsables en ultima instancia de catalizar la sintesis de una cadena de
poliubiquitina asociada a K63 sobre TRAF6, induciéndose asi la activacion de TAK1
dependiente de TRAF6 (paso 3, Figura 9) (Wang et al., 2001). Tras esta activacion, TAK1 va a
fosforilar y activar consecuentemente al complejo de quinasas IKK (del inglés, IxB kinase
complex), constituido en base a dos subunidades cataliticas, IKKa (85 KDa) e IKKf (87 KDa),
y una subunidad reguladora, IKKy o NEMO (48 KDa) (paso 4, Figura 9) (DiDonato et al.,
1997). De forma maés detallada, la activaciéon del complejo IKK se produce como consecuencia
de la fosforilaciéon dependiente de TAK1 de determinados residuos de serina en IKKa
(Serl77 y Ser181) e IKKP (Serl76 y Ser180), lo que induce un cambio conformacional en el
complejo IKK inactivo necesario para la activacion del dominio quinasa de ambas

subunidades cataliticas (Delhase et al., 1999).

La activacién del complejo IKK desencadenaré la fosforilacion del inhibidor IkBa en
los residuos de Ser32 y Ser36 (paso 5, Figura 9). En consecuencia, IxBa fosforilado sera
inmediatamente reconocido por el sistema ubiquitin F-box/ WD40E3RS"B/B-TrCP que causa
la poliubiquitinizacién de IxBa en los residuos de lisina Lys21 y Lys22 (Karin and Ben-
Neriah, 2000). Ambas modificaciones marcan al inhibidor para su rapida degradacién por el
proteosoma 26S, lo que deja expuesta la secuencia NLS de NF-kB permitiendo, en
consecuencia, su translocaciéon al ntcleo (paso 6, Figura 9) (Alkalay et al., 1995; Lin et al.,
1995). Finalmente (paso 7, figura 9), NF-kB sufre modificaciones nucleares, principalmente
fosforilaciones y acetilaciones, que afectan profundamente a su habilidad para activar la
transcripcion de sus genes diana; en este sentido, numerosos estudios proponen que la
fosforilacién de p65 en su residuo Ser276 por la protein quinasa A (PKA, del inglés protein

kinase A) aumenta su actividad transcripcional al facilitar la interacciéon de p65 con el

~31 ~



coactivador CBP/p300 (del inglés CREB-binding protein and p300), presentando éste una
actividad histona acetiltransferasa intrinseca necesaria para abrir la estructura de la
cromatina (Karin and Ben-Neriah, 2000). M&s importante adn, el estado acetilado de p65 va a
determinar la eficiencia de su interacciéon con IkBa. Asi, la acetilacion de p65 en su residuo
Lys310 mediada por CBP/p300 causa una débil interaccion entre p65 e IxBo, mientras que la
subsecuente deacetilacion por la interaccion especifica de p65 con histonas deacetilasas,
como por ejemplo la histona deacetilasa HDAC3 (del inglés, histone deacetylase type 3) o la
deacetilasa dependiente de NAD+ sirtuina-1 (Sirtl, del inglés silent mating type information
regulation 2 homolog), hace que esta unién p65: IkBa sea mas estable, lo que permite tal
complejo salir del ntcleo y restaurar el pool citosélico p65: IkBa (Chen et al., 2001; Yeung et

al., 2004).

La actividad transcripcional de NF-«B se caracteriza por ser una respuesta altamente
especifica o selectiva a fin de evitar la completa activaciéon de los mas de 150 genes dianas de
NF-«B; esta caracteristica es dada no sélo por la existencia de una respuesta combinatoria, en el
sentido de que los promotores de los genes contienen elementos de respuesta para més de un
factor de transcripcién totalmente necesarios para la transcripcion efectiva de dicho gen, sino
también por la propia activacién selectiva de los diferentes miembros de la familia NF-
kB/Rel al mostrar éstos distintas preferencias por los sitios de unién al DNA (Kunsch et al.,

1992).

Finalmente, y como se deduce de lo comentado durante este apartado, el caracter
inducible de la respuesta transcripcional dependiente de NF-kB implica la existencia de
diferentes mecanismos feedback negativos puestos en marcha tras el reconocimiento de la

sefial. Dichos mecanismos se caracterizan, ademads, por presentar diferencias marcadas en su
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reversibilidad y efectividad, lo que desencadena una respuesta bifdsica en condiciones de
estimulacion crénica: una actividad transcripcional de NF-kB completa y sin restricciones en
una temprana ventana temporal seguida de una fase de menor expresion génica dado que
los principales reguladores negativos son genes diana de NF-xB (Renner and Schmitz, 2009).
Tal y como hemos mencionado anteriormente, el principal mecanismo feedback negativo
estudiado es el dependiente de la proteina inhibidora IkBo, importancia que se fundamenta
en: a) enmascaramiento de NLS de p65 por IkBa, con la consiguiente localizacién
citoplasmatica del complejo inactivo NF-kB: IkBa, y b) rapida transcripciéon de IxBa
dependiente de NF-«xB al determinarse la existencia de sitios kappaB en el promotor del gen
IkBa. Por tanto, una vez sintetizadas las nuevas moléculas de IkBa, éstas van a entrar
nuevamente al nicleo, posiblemente gracias a las NLS presentes en p50 (Malek et al., 2001), y
secuestran a NF-kB deacetilado y no unido a histonas, transportandolo al citoplasma gracias
a la existencia de secuencias de exporte nuclear (NES, del inglés nuclear export signal) en
IkBa (Arenzana-Seisdedos et al., 1995; Arenzana-Seisdedos et al., 1997; Chen et al., 2001;
Chiao et al., 1994). No obstante, existen mecanismos reguladores adicionales que finalizan la
respuesta transcripcional de NF-kB mediante la degradacion del factor de transcripcion
unido al DNA, si bien se desconoce si este evento es dependiente de la activacién
transcripcional de NF-«B o si bien es orquestado por modificaciones post-translacionales de
P65 u otros miembros pertenecientes a la familia NF-kB/Rel (Natoli and Chiocca, 2008). En
definitiva, los diferentes mecanismos feedback negativos ocurren siempre con un
caracteristico retraso temporal permitiendo, en primer lugar, la completa activacién de NF-
kB por un periodo determinado, para posteriormente finalizar la respuesta transcripcional de

una forma altamente organizada tanto a nivel espacial como temporal (Renner and Schmitz,

2009).
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24 PAPEL DE NF«xB DURANTE LA RESPUESTA INMUNE E
INFLAMATORIA EN LA SEPSIS

Consistente con el concepto de que el shock séptico es un sindrome clinico de
etiologia diversa, una enorme variedad de bacterias, productos bacterianos y citoquinas pro-
inflamatorias liberadas durante la sepsis muestran como diana final la activaciéon de NF-kB,
hasta el punto que este nivel de activacion se correlaciona positivamente con la severidad de
la enfermedad al monitorizarse una actividad mayor en pacientes sépticos que no sobreviven
en comparacion con aquellos que si lo hacen (Arnalich et al., 2000; Bohrer et al., 1997; Fan et
al., 2001). Una vez activado, NF-kB media la transcripcién de numerosos genes claves en la
respuesta inmune innata, entre los que se incluyen citoquinas (factor estimulante de colonias
de macréfagos, granulocitos, TNF-a, IL-1B, IL-2, 3, 12 o 18...), quimioquinas (IL-8, proteinas
inflamatorias de macréfagos, CCLS5,...), moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM-1, E-
selectina, ...), inmunoreceptores, enzimas pro-oxidantes (6xido nitrico sintasa inducible
(iNOS), ciclooxigenasa-2 (COX-2), lipoxigenasa) o proteinas de la fase aguda, todos ellos con
un papel clave en diferentes eventos implicados en la fisiopatologia de la sepsis: aparicion
de los signos clasicos de la inflamacién, amplificaciéon de la respuesta inflamatoria,
coagulacion intravascular diseminada, hipotensién sistémica, menor contractibilidad
cardiaca, hiporeactividad vascular y dafio endotelial microvascular. Es muy importante tener
en cuenta que estas diferentes cascadas de eventos muestran una importante interconexién
entre ellas, incrementando atin mas el dafio al organismo. Asi, la activacion de la coagulaciéon
promueve la produccién de mediadores inflamatorios y amplifica, en consecuencia, la
inflamacién. Ademas, la hipotension sistémica y la coagulacion causa hipoperfusion tisular e
hipoxia, precondicionando el desarrollo de fallo multiorgédnico y la muerte final del

individuo (Liu and Malik, 2006) (Figura 10).
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Figura 10. La activacion de NF-xB juega un papel central en la fisiopatologia del shock séptico. TF,
factor tisular; PAI-1, inhibidor del activador del plasminégeno-1 ; TNF-a, factor de necrosis tumoral
alpha; IL, interleuquina; IFN-y, interferén gamma; ICAM-1, molécula de adhesion intercelular 1;
VCAM-1, proteina de adhesién celular vascular; COX-2, ciclooxigenasa 2; 5-LO, 5-lipooxigenasa;
FLAP, proteina activadora de la 5-lipooxigenasa; iNOS, 6xido nitrico sintasa inducible, NO, 6xido
nitrico; DIC, coagulacién intravascular diseminada; ROS, especies reactivas de oxigeno; RNS, especies

reactivas de nitrégeno. Adaptado de Liu y Malik, 2006.

El estrés oxidativo, definido como el desbalance entre la formacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species) y de nitrégeno (RNS, del inglés
reactive nitrogen species) y su correcta eliminacion por los sistemas antioxidantes endégenos,
constituye otro importante nexo de uniéon entre NF-kB y la fisiopatologia de la sepsis (Figura
11). En mamiferos, la mayoria de las ROS se forman durante la respiracion celular, si bien
también son producidas por los leucocitos como parte de la defensa normal del huésped

contra los microorganismos invasores (Webster and Nunn, 1988). No obstante, las ROS son
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importantes mensajeros intracelulares que participan activamente en la via clasica de NF-«B,
bien como producto de su activaciéon o bien como agente causal, demostrandose que el
peréxido de hidrégeno (H20) o hidroperéxidos organicos activan NF-xB de forma temporal
y dosis-dependiente (Horton, 2003; Zhou et al., 2001). Asimismo, las diferentes citoquinas
pro-inflamatorias cooperan a la hora de inducir la iNOS, generdndose una sobreproduccién
de oxido nitrico (NO*) y RNS derivadas de él que aumentan atn mas el dafio celular
durante el proceso séptico (Lanone et al., 2000). Esta produccién descontrolada desencadena
una vasodilatacion excesiva y depresion miocardica durante el shock séptico (Weitzberg,
2005), menor depuracion del H.O, por la catalasa (Brown, 2001) y generaciéon de nuevas
ROS/RNS como los peroxinitritos (ONOO-) al reaccionar con el anién superdxido (O2°~)
(Lipton et al., 1993), eventos que extienden el dafio oxidativo sobre proteinas, lipidos y

acidos nucleicos y que, en definitiva, afectan negativamente a la funcién celular.
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Figura 11. Sistemas antioxidantes enzimaticos. La reducciéon univalente del oxigeno molecular
origina la formacién de O»°~, el cual sera dismutado a H>O» por accién de la superéxido dismutasa
dependiente de Cu/Zn (Cu/Zn-SOD). Este H>O: puede ser depurado a HO y O bien por accién de la
catalasa o bien por accién de la glutation peroxidasa (GPx). Esta tltima utiliza GSH para tal
conversién y, en consecuencia, se oxida a GSSG, siendo necesario un sistema de reciclaje que restaure
los niveles de GSH. Asi, la glutation reductasa (GRd) reduce el GSSG a GSH, requiriendo para ello el
poder reductor del NADPH que pasa a NAD, restableciéndose nuevamente los niveles de NADPH
por accion de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH).
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En la mitocondria, los elevados niveles de NOe® producidos por la isoforma
mitocondrial de la iNOS (i-mtNOS) reducen la transferencia de electrones a lo largo de la
cadena de transporte electronico mitocondrial y, como consecuencia del mayor escape de
electrones, tiene lugar una mayor producciéon de O~ y ONOO-. Tal situacién de estrés
oxidativo/nitrosativo mitocondrial causa la inhibicion irreversible de los cuatro complejos
respiratorios y la ATP sintasa, disminuyendo la sintesis de ATP y afectando profundamente
a la funcién mitocondrial (Escames et al., 2003a; Escames et al., 2006). Ademas, la situacion
de estrés oxidativo durante la sepsis se ve agravada por los importantes fallos que sufren los
sistemas antioxidantes endégenos, si bien algunos de ellos, como las isoformas cobre/zinc y
manganeso de la superéxido dismutasa (Cu/Zn SOD y MnSOD, respectivamente), estan
directamente regulados por NF-kB (Das and White, 1997); asi, la activacion descontrolada
del sistema xantina oxidasa, glutation peroxidasa (GPx) o SOD causa un mayor aumento en
la generacién de ROS, debido tanto a la depleciéon del glutation (GSH) como el fallo en su
sistema de reciclaje y completa depuraciéon del HO, (Figura 11) (Malmezat et al., 2000;

Nemeth and Boda, 2001).

En definitiva, estos datos sugieren a la inhibicion de NF-kB como una diana
terapéutica ideal para el tratamiento del shock séptico. Desafortunadamente, la respuesta
inmune innata dependiente de NF-kB controla procesos tan dispersos pero interconectados
como la limpieza bacteriana y la respuesta inflamatoria, lo que dificulta enormemente inhibir
una respuesta sin que la otra se vea afectada negativamente. Por tanto, es necesario un mejor
conocimiento de todos los mecanismos moleculares que desencadenan la activacién de NF-
kB con el objeto de obtener una terapia efectiva que no sélo evite los efectos deletéreos
causados por su inhibicién sistémica de NF-«B, sino que al mismo tiempo permita una
inhibicién local para impedir un proceso inflamatorio sistémico desproporcionado (Liu and

Malik, 2006).
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3. FAMILIA DE RECEPTORES NLR DE LA INMUNIDAD
INNATA. PAPEL DEL INFLAMASOMA NLRP3 EN LA SEPSIS

Como ya hemos mencionado, el reconocimiento de ligandos exégenos y activacién de
la via clasica de NF-kB transcurre, durante la condicién inflamatoria, de forma paralela a la
acumulacion de sefiales de peligro o DAMPs en respuesta al estrés celular o dafio tisular.
Una vez liberados, estos DAMPs serdn reconocidos, entre otros PRRs, por la familia NLRs
(nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat containing receptors), receptores citosolicos
que cooperan con los receptores transmembrana TLRs a la hora de activar la respuesta
inmune innata y procesos de apoptosis mediante la formacién de complejos de sefializacion,
tales como inflamasomas y signalosomas NOD (del inglés, nucleotide-binding oligomerization
domain) (Martinon et al., 2002). Esta familia de receptores comprende 23 miembros en
humanos y 34 identificados en raton, si bien todos estos miembros se caracterizan por
compartir una estructura en base a tres dominios (Figura 12) (Inohara et al., 2005; Martinon

et al., 2009):

a) Dominio C-terminal LRR, constituido por secuencias repetitivas ricas en leucina,
las cuales se disponen formando unas estructuras en herradura o/, y responsable, desde un
punto de vista funcional, de autorregular la activacion de NLRs asi como de detectar el
ligando especifico, si bien se desconocen los mecanismos a través de los cuales se produce

tal interaccion.

b) Dominio central NACHT, comun a todos los NLRs, el cual presenta una actividad
ATPasa esencial para la oligomerizaciéon de proteinas y la consecuente formacién de los

complejos activos denominados como inflamasomas y signalosomas NOD.
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¢) Dominio efector N-terminal altamente variable entre los distintos miembros de la
familia NLR, lo que permite la interaccién de las proteinas NLRs con una amplia variedad de
moléculas implicadas en la transduccion de sefiales que conducen, en dltima instancia, a la
activacion de caspasas inflamatorias, en el caso de los inflamasomas, o de NF-kB, en el caso
de los signalosomas NOD. Tipicamente, los dominios presentes en N-terminal suelen oscilar
entre la presencia de un dominio de transactivacién acidico, un dominio tipo PYD (del inglés
Pyrin domain), un dominio de reclutamiento y activacion de caspasas CARD (del inglés
Caspase activation and recruitment domain) o un dominio tipo BIR (del inglés baculovirus
inhibitor of apoptosis protein repeat).

NALP3
NALP1 NALP4-14
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R
- o D BIR &R
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NALPs IPAF/NAIP NODs

Figura 12. Organizacion estructural de los receptores NLRs. AD, dominio de activacién; BIR,
repeticiones de proteinas de inhibidores de apoptosis de baculovirus; CARD, dominio de activacién y
reclutamiento de caspasas; CIITA, activador de la transcripcién de MHC de clase II; LRR, repeticiones
ricas en leucina; NAD, dominio asociado a NACHT; NALP; proteina NLR que contiene dominio PYD;
NAIP, proteina NLR inhibidora de la apoptosis; NALP, proteina comprendida por dominios NACHT,

LRR y PYD; NOD, dominio de oligomerizacién y unién de nucleétidos; PYD, dominio pirina
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Precisamente, la presencia de un dominio u otro en posicién N-terminal permite la
clasificacion de los NLRs en cuatro grandes categorias: 1) NLRA, donde A indica la
presencia de un dominio de transactivaciéon acidico, y cuyo tnico miembro es CIITA (del
inglés class II, major histocompatibility complex, transactivator); 2) NLRB, caracterizada por
incluir al miembro NAIP con la presencia de un dominio BIR N-terminal, lo que le confiere
capacidad para inhibir los procesos apoptéticos; 3) NLRC, categoria constituida por NOD1,
NOD2, NLRC3, NLRC4 y NLRC5, todos ellos con un dominio tipo CARD en posicién N-
terminal; y 4) NLRP, en la cual se van a incluir la mayoria de los NLRs (NLRP1-14) y que
comparten, como rasgo comun, la presencia de un dominio PYD N-terminal (Ting et al.,

2008).

No obstante, en base a sus relaciones filogenéticas, los receptores NLRs se clasifican
en tres grandes subfamilias (Figura 12). La primera de éstas, la denominada subfamilia

NALPs o NLRPs, incluye hasta 14 proteinas identificadas en humanos (NLRP1-NLRP14),

algunas de las cuales, como es el caso de NLRP1, NLRP2 y NLRP3, acttian como elementos
centrales en la formacién de los inflamasomas, largos complejos multiproteicos que, tras la
asociacion de proteinas adaptadoras, inducen la activacién de la caspasa-1 (Tschopp et al.,
2003). A nivel estructural, esta subfamilia se caracteriza por presentar un dominio tipo PYD
en posiciéon N-terminal, manteniendo los dominios clasicos NACHT y LRR; sin embargo, la
region LRR va a organizarse en el genoma de una forma modular donde cada exén no sélo
codifica para un LRR particular sino igualmente para la mitad de los dos LRR adyacentes. De
esta forma, la estructura tridimensional de la region LRR se mantiene invariable y, en
consecuencia, se maximiza la variedad en la deteccién de ligando (Martinon and Tschopp,
2007). La segunda subfamilia, denominada IPAF, incluye s6lo a dos miembros: IPAF o
NRC4, con un dominio CARD N-terminal, y NAIP, en el cual el dominio N-terminal se

constituye en base a tres dominios BIR. A pesar de esta notable diferencia estructural, ambos
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miembros comparten con la subfamilia NLRP la habilidad para formar complejos

multiproteicos o inflamasomas (Martinon et al., 2009). Finalmente, la subfamilia NOD

engloba tanto a receptores NLR con un dominio CARD en posicién N-terminal (NOD1-4),
receptores con un dominio de transactivacion acidico (CIITA) o receptores cuyo dominio N-
terminal no ha sido atn definido (NOD5/NLRX1) (Martinon and Tschopp, 2005; Proell et al.,
2008). Esta variabilidad estructural implica que cada miembro muestre distintas funciones;
asi, NOD1 y NOD?2 inducen la activacién de NF-kB, mientras que CIITA regula la expresién
transcripcional del complejo mayor de histocompatibilidad de clase 2. De forma similar a lo
que ocurre con su estructura, la funcion de NOD5/NLRX1 es controvertida, si bien su
reclutamiento en la membrana mitocondrial externa implica acciones sobre esta organela,
como la regulacion negativa de la via antiviral mitocondrial o la produccién de ROS (Moore

et al., 2008; Tattoli et al., 2008).

3.1 SIGNALOSOMAS NOD

NOD1 y NOD2 son receptores citosolicos especializados en detectar la presencia de
peptidoglucanos bacterianos liberados tras la fagocitosis de la bacteria, si bien las estructuras
que detectan son diferentes; asi, NOD2 detecta muramil dipéptido, constituyente de la pared
celular de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, mientras que NOD1 reconoce de
forma exclusiva el 4cido meso-diaminopimélico caracteristico de bacterias Gram-negativas
(Girardin and Philpott, 2004). Una vez activados, NOD1 y NOD?2 inician una respuesta pro-
inflamatoria a través del reclutamiento de la proteina RIP2 (del inglés receptor interactin
protein 2) mediado por interacciones homofilicas de tipo CARD. La oligomerizacién de RIP2
ubiquitinizada en K63 al signalosoma NOD permite la uniéon directa a IKKy, siendo esta
kinasa marcada para su degradacion por el proteosoma; como consecuencia, se activan las

subunidades cataliticas IKKa e IKKB que actuaran a nivel del inhibidor IkBo, induciendo su
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degradacion proteosémica y la consecuente translocaciéon de NF-«B al ntcleo (Tattoli et al.,
2007). A través de esta via de sefalizacion, NOD1 y NOD2 adquieren una importancia vital
en la respuesta inmune innata en células epiteliales al controlar la infeccién por la via
gastrointestinal (Tattoli et al., 2007); asimismo, las mutaciones en NOD2 se asocian con
enfermedades autoinmunes o autoinflamatorias como la enfermedad de Crohn, sindrome de

Blau, asma o eczema atépico (Tattoli et al., 2007).

3.1 INFLAMASOMAS NLRP

Tres miembros de la familia NLR, concretamente los receptores NLRP1, NLRP3
(denominado igualmente como criopirina, CIAS1 o NALP3) y NLRC4, junto con la proteina
inducible por interferéon AIM-2 (del inglés absent in melanoma 2), tienen la capacidad para
formar inflamasomas, término acufiado para describir un complejo multiprotéico de alto
peso molecular que regula la activacion de las caspasas inflamatorias y, en consecuencia, la
maduracién de sus respectivos substratos (Agostini et al., 2004; Martinon et al., 2002). En
mamiferos, estas caspasas inflamatorias incluyen la caspasa-1 y caspasa-12, presentes tanto
en humanos como en ratén, la caspasa-11, exclusiva de raton, y las caspasas 4 y 5,
relacionadas con la caspasa-1 humana; todas estas caspasas, desde un punto de vista
estructural, se caracterizan por presentar un dominio CARD seguido de un dominio donde
estd presente el centro catalitico que le confiere actividad proteasa. De forma similar a las
caspasas iniciadoras y ejecutoras participes de los procesos de muerte apoptética, las
caspasas inflamatorias se producen como proenzimas inactivos cataliticamente que, una vez
detectada la sefial, se integran y dimerizan en el inflamasoma, lo que desencadena su
activacion mediada por procesamiento proteolitico a fin de conducir al procesamiento y
secrecion de las formas maduras de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1f3, IL-18 e IL-33
(Martinon et al., 2009). No obstante, la caspasa-1 muestra otras dianas moleculares donde

ejercer su funcién proteolitica, participando de forma activa en una gran variedad de

~ 43 ~



procesos como la regulacion de la glicolisis, la secrecion de proteinas no convencionales
carentes de secuencia lider o procesos de piroptosis, un tipo de muerte celular programada
asociada con la respuesta antimicrobiana durante el proceso inflamatorio y que, de forma
independiente a la participacién de caspasas pro-apoptoéticas efectoras e iniciadoras clasicas
(caspasa-3, caspasa-8 y caspasa-9), provoca la ruptura de la membrana plasmatica con la
consecuente liberacion de PAMPs/DAMPs que extienden el dafio inflamatorio (Fink and

Cookson, 2005; Keller et al., 2008; Shao et al., 2007).

En base a todo lo comentado con anterioridad, la activacién del inflamasoma, con la
consecuente produccion de citoquinas IL-1B, IL-18 e IL-33, requiere dos sefales esenciales: la
primera de estas sefales, definida como sefial priming o sefial preestimuladora, se asocia a
una mayor transcripcion y traduccion de las citoquinas pro-inflamatorias pro-IL-1f, pro-IL-
18 y pro-IL-33 asi como del propio receptor NLR que participara en la formacién del
inflamasoma; mientras tanto, la segunda sefial, producida por un amplio nimero de
estimulos diversos, dispara el ensamblaje de los diferentes componentes del inflamasoma, la
activacion de la caspasa-1 y la consecuente secrecién de las formas maduras de las citoquinas

anteriormente mencionadas (Escames et al., 2012).

3.21 INFLAMASOMA NLRP3: GENERALIDADES Y MECANISMOS DE
ACTIVACION

De los diversos tipos de inflamasoma, el mejor caracterizado y estudiado hasta el

momento es el constituido por el receptor NLRP3; su importancia radica en que cualquier

tipo de mutacién sufrida por el gen nlrp3 desencadena una activaciéon desproporcionada del

inflamasoma, con la consecuente liberacién excesiva de citoquinas pro-inflamatorias,

principalmente IL-1, y la aparicion de diversas enfermedades autoinflamatorias (sindrome

autoinflamatorio familiar inducido por el frio, sindrome de Muckle-Wells, enfermedad
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inflamatoria sistémica de inicio neonatal,...); todas estas enfermedades, englobadas bajo el
concepto de sindromes periédicos asociados a la criopirina (CAPS, del inglés cryopyrin-
associates periodic syndromes), se caracterizan por presentar episodios recurrentes de fiebre e

inflamacién sistémica de tejidos (Kubota and Koike, 2010; Neven et al., 2008).

Desde un punto de vista estructural, el inflamasoma NLRP3 se constituye en base al
miembro NLRP3 de la familia NLR, la proteina adaptadora ASC (del inglés apoptosis-
associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain) y la cistein-proteasa
caspasa-1 (Agostini et al., 2004). En un estado inactivo, NLRP3 se expresa constitutivamente
en el citosol dada la interaccion interna que se establece entre los dominios NACHT-NAD y
LRR del receptor. Sin embargo, en presencia de las sefales activadoras adecuadas, la
proteina NLRP3 sufre importante modificaciones conformacionales que exponen el dominio
central NACHT-NAD, evento necesario para permitir la oligomerizacién del receptor a
través de estos dominios y la posterior interaccién y reclutamiento de la proteina adaptadora
ASC mediada por interacciones homofilicas de tipo PYD. Ademads de este dominio PYD,
ASC presenta un dominio tipo CARD en posiciéon C-terminal a través del cual recluta al
complejo receptor a la pro-caspasa-1 mediante interacciones homofilicas tipo CARD. Como
consecuencia de estas modificaciones conformacionales e interacciones, se induce la
autoactivacion de la actividad proteasa de la caspasa-1 y el subsecuente procesamiento de las
citoquinas pro-inflamatorias pro-IL1B y pro-IL-18 a sus formas activas IL-1B e IL-18,

respectivamente (Dunne, 2011).
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Figura 13. Representacion esquematica del ensamblaje y activacién de los componentes del
inflamasoma NLRP3. En su forma inactiva NLRP3 se expresa constitutivamente en el citoplasma. El
reconocimiento de una serie de PAMPS/DAMPs induce cambios conformacionales en NLRP3,
reclutando ASC y pro-caspasa-1 al inflamasoma. En consecuencia, se activa la caspasa-1 y la
maduracién de citoquinas pro-inflamatorias (pro-IL-1B, pro-IL-18 y pro-IL-33) a sus formas activas

(IL-1B, IL-18 e IL-33) (Escames et al., 2012)

Hoy en dia, se aprecia que la activaciéon del inflamasoma NLRP3 tiene lugar en
respuesta a una amplia variedad de estimulos entre los que se incluyen productos
bacterianos (muramil dipéptido, LPS o RNA bacteriano), toxinas bacterianas (nigericina,
listeriolisina O, gramicidina), bacterias patégenas Gram-negativas y Gram-positivas (Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuberculosis, Escherichia coli, entre otras),
virus y productos virales (virus influenza, adenovirus, RNA viral), patégenos fingicos
(Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Saccharomyces cerevisiae) o sefiales relacionadas con la
existencia de dafio en el organismo (cristales de silica o de colesterol, hidréxido de aluminio,
urato monosddico, placa P-amiloide, ATP extracelular, DNA citoplasmético o ROS)
(Bauernfeind et al., 2011; Petrilli et al., 2007a). Debido a esta gran diversidad de estimulos, asi

como a su disparidad estructural, es poco probable que el receptor NLPR3 interactte
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directamente con todos y cada uno de ellos, siendo la opcién mas factible que, de acuerdo
con la teoria del dafio propuesta por Matzinger, NLRP3 detecte cambios en el medio celular
desencadenados por un ntimero limitado de vias comunes a todos los ligandos (Matzinger,
2002). En este sentido, se han propuesto diversos mecanismos que desencadenan la
activacion del inflamasoma NLPR3, si bien ninguno de ellos por si sélo puede explicar la

enorme variedad de estimulos mencionada con anterioridad (Figura 14).
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Figura 14. Modelos implicados en la activacion del inflamasoma NLRP3. La liberacién de IL-1b, IL-
18 e IL-33 requiere dos sefiales; la sefal priming dependiente del reconocimiento de PAMPs/DAMPS
mediado por TLR responsable de la formacién de los precursores inactivos pro-IL-1, pro-IL-18 y pro-
IL-33. La segunda sefial implica la activacién del inflamasoma mediada por la salida de potasio,
generacion de ROS vy liberacién del contenido lisosomal. Tras activarse, NLRP3 induce la maduracién

de los precursores inactivos a sus formas maduras, IL-1f, IL-18 e IL-33.
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Uno de los modelos iniciales sugiere que la activaciéon del inflamasoma se produce en
respuesta a la rdpida salida de potasio ocasionada por todos y cada uno de los anteriores
ligandos (Lamkanfi et al., 2009; Lightfield et al., 2008); este modelo es avalado no sélo por el
hecho de que cantidades subfisiol6gicas de potasio inducen la activacién espontédnea del
inflamasoma, lo que nos sugiere que éste puede detectar pequefios descensos en los niveles
intracelulares de potasio (Petrilli et al., 2007b), sino también por la profunda inhibicién del
inflamasoma NLRP3 que se observa en respuesta al incremento en las concentraciones de
potasio a nivel extracelular (Dostert et al., 2008a). Tal eflujo de potasio se produce a través de
poros formados en la membrana por accion de determinadas toxinas bacterianas que alteran
la integridad celular, o bien a través de receptores purinérgicos P2X7 en respuesta a ATP
extracelular (Mariathasan et al., 2006). La presencia de ATP en esta localizacion estd asociada
a dafio celular y necrosis, si bien puede asociarse igualmente a la accién de estimulos
mecdnicos sobre determinados tipos celulares, principalmente células endoteliales y
epiteliales o a la liberacién de ATP por parte de organelas secretoras que almacenan grandes
cantidades en su interior (Martinon et al., 2009). Una vez en el exterior, el ATP induce la
activacion del receptor P2X7, un canal i6nico regulado por ATP y que acttia conjuntamente
con los hemicanales de panexina-1, los cuales tienen la habilidad para actuar a modo de
canales especificos para la liberacion de ATP. En consecuencia, no s6lo se produce la
formacién de un poro a nivel de la membrana celular que facilita, en dltima instancia, la
entrada citoplasmaética de ligandos de NLRP3, sino que la liberacién de ATP mediada por la
panexina-1 amplifica la activacion del inflamasoma dependiente del receptor P2X7

(Martinon et al., 2009).

Otro mecanismo propuesto para la activaciéon del inflamasoma NLRP3 se basa en la
desestabilizacién del lisosoma tras la fagocitosis de particulas o estructuras cristalinas, entre

las que se incluyen particulas de silica, cristales de urato monosédico o particulas beta-
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amiloide; como consecuencia de esta desintegracion lisosomal, su contenido se libera al
citoplasma, evento que es percibido como una sefial de dafio endégeno por el sistema
inmune (Dostert et al., 2008b; Hornung et al., 2008). En este modelo, la liberacién al citosol de
la catepsina B, una enzima proteolitica responsable de catalizar la hidrdlisis de proteinas a
polipéptidos, va a mostrar un papel clave en la producciéon de IL-1B en respuesta a una
amplia variedad de mediadores dependientes de procesos de fagocitosis, hecho que se
evidencia por la supresién que ejerce el inhibidor de la actividad biolégica de la catepsina B
Ca-074-me sobre la activacion del inflamasoma (Halle et al., 2008; Hornung et al., 2008). Sin
embargo, macréfagos deficientes en catepsina B no muestran defectos significativos en la
secrecion de IL-1f en comparacién con los ratones wild-type en respuesta a aluminio y
cristales de urato monosédico (Dostert et al., 2009), lo que sugiere la necesidad de realizar

mas estudios que aclaren el papel de la catepsina B en la activacion del inflamasoma NLRP3.

Recientemente se ha observado que todos los activadores del inflamasoma NLRP3
inducen la produccién de ROS, de forma que el uso de antioxidantes podrian inhibir de
forma efectiva la activacion del inflamasoma (Cruz et al., 2007; Escames et al., 2012). En este
modelo de activacion, la proteina tiorredoxina interactiva (TXNIP, del inglés thioredoxin-
interactive protein) va a mostrar un papel esencial a la hora de asociar la producciéon de ROS
con la activacion del inflamasoma (Zhou et al., 2011). Asi, en condiciones basales, TXNIP se
encuentra asociada a la tiorredoxina oxidoreductasa, complejo que se disocia cuando
aumentan los niveles de ROS intracelulares. Esta disociacion muestra un doble efecto:
mientras que la tiorredoxina libre puede desarrollar su funcién como depurador de ROS,
TXNIP se asocia a NLRP3 de una forma ROS dependiente, induciendo en tltima instancia su
activacion. A pesar de que este efecto causativo de las ROS se conoce desde hace tiempo, no
ha sido hasta hace relativamente poco cuando se ha demostrado la importancia de la

mitocondria en la modulacion de la inmunidad innata a través de la activacion directa del
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inflamasoma NLRP3. En este sentido, Zhou y colaboradores observaron que la produccién

de ROS asociada a la disfuncién mitocondrial activa directamente al inflamasoma NLRPP3

(Zhou et al., 2011), mientras que Nakahira y colaboradores demostraron que los procesos de

mitofagia, encaminados a prevenir la acumulaciéon de mitocondrias disfuncionales,

constituyen importantes mecanismos inhibidores del inflamasoma NLRP3 (Nakahira et al.,

2011). Asimismo, la asociacion entre NLRP3 y mitocondria es sostenida por:

1.

Localizaciéon subcelular de la organela durante los procesos inflamatorios; asi,
mientras que las proteinas NLRP3 y ASC inactivas se asocian con el reticulo
endoplasmatico, la activacion del inflamasoma induce su distribucién perinuclear de
forma conjunta con la mitocondria (Zhou et al., 2011).

La produccién de ROS por la mitocondria inducen la apertura del poro de transicion
mitocondrial (MTP, del inglés mitochondrial permeability transition pore), con la
consecuente liberacion de DNA mitocondrial (mtDNA) detectado como una sefial
de dafio y que, en definitiva, induce la activaciéon del inflamasoma NLRP3 y la
secrecion de IL-1B e IL-18 (Nakahira et al., 2011; Zhou et al., 2011). Interesantemente,
la magnitud de activacion de la caspasa-1 se relaciona de forma directa con la
cantidad de mtDNA en el citosol, lo que sugiere su papel como coactivador de la

caspasa-1.
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321 INFLAMASOMA NLRP3 DURANTE LA SEPSIS: CONEXION ENTRE
LAS DOS VIAS DE LA INMUNIDAD INNATA

La presencia de las dos sefiales necesarias para la activacion del inflamasoma, es
decir, la sefial priming o preestimuladora y la sefial especifica del receptor NLR, se pone en

evidencia de forma notable durante el proceso inflamatorio asociado a la sepsis (Figura 15).
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Figura 15. Cooperacion entre NF-xB e inflamasoma NLRP3 en la respuesta inmune innata durante

la sepsis. Ver texto para mas detalles (Escames et al., 2012)

Como ya hemos comentado con anterioridad, la estimulaciéon de los receptores TLR4
o receptores para el TNF (TNEFR, del inglés TNF receptors) inducen la activacién clasica de la

via dependiente de NF-«B; tras la liberacién de su inhibidor, NF-kB se transloca al nicleo y
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regula la expresion de numerosos genes relacionados con las respuestas inmune e
inflamatoria puestas en marcha durante la sepsis, entre los que se incluyen tanto citoquinas
de carécter pro-inflamatorio como pro-IL-18, pro-IL-18 y TNF-a asi como enzimas pro-
oxidantes como la iNOS y COX-2 (Zingarelli, 2005). Una vez activada, IL-1p junto con TNF-a
muestran la habilidad para inducir la via de NF-kB, creandose de esta forma un ciclo vicioso
por el cual se incrementa la severidad y duracién de la respuesta inflamatoria a pesar de la

puesta en marcha de numerosos mecanismos inhibidores que tratan de ponerle freno.

De forma paralela, la condicién inflamatoria se asocia con un estado celular
hiperoxidativo dada la sobreproducciéon de ROS que escapa del control mediado por los
diversos sistemas antioxidantes; esta sobreproduccién de ROS no sélo es una consecuencia
directa de la activaciéon de los neutréfilos durante la respuesta inflamatoria (Janssen-
Heininger et al., 2000), sino también del dafio en la funcién mitocondrial asociado a la sepsis
(Suliman et al., 2003; Suliman et al., 2005). Nuestro grupo de investigacion ha demostrado
ampliamente la disfuncién mitocondrial durante la sepsis asi como su relacién directa con la
mortalidad asociada con esta patologia (Escames et al., 2003a; Escames et al., 2007a; Lopez et
al., 2006b; Lopez et al., 2006a); en este sentido, junto con la generacién de ROS debido al
dafio en los complejos respiratorios, la sepsis induce la actividad y expresién de la i-mtNOS,
incrementando en consecuencia los niveles de NO a nivel mitocondrial que dafian, de forma
irreversible, macromoléculas presentes en esta organela, incluido el mtDNA (Brown, 2001;
Escames et al., 2003a; Escames et al., 2007a; Lopez et al., 2006b; Lopez et al., 2006a). En
definitiva, todos estos eventos van a desencadenar un fallo profundo e irreversible en la
cadena respiratoria y capacidad de fosforilacion oxidativa que induce, consecuentemente,
una grave deplecion energética y muerte celular (Callahan and Supinski, 2005). Finalmente,
la sepsis altera la estructura mitocondrial en diferentes tejidos, cambios estructurales como

la hinchazoén, interrupcién de la de las crestas mitocondriales o elongacién que reflejan la
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apertura del poro MPT causado por la produccién excesiva de ROS/RNS. En consecuencia,
la liberacion de ROS y mtDNA al citoplasma induce la activaciéon del inflamasoma NLRP3,
responsable no sélo de producir IL-1f madura, con capacidad para activar y potenciar la via
de NF-kB, sino también facilitar la apertura del poro MPT, potenciando asi su propia
activacion, y permitir la distribucién perinuclear de las mitocondrias caracteristica de

numerosas patologias de caracter inflamatorio (Escames et al., 2012).

En definitiva, la cooperaciéon que se establece entre las vias de NF-kB y NLRP3
durante la respuesta inflamatoria asociada a la sepsis puede ser uno de los principales
motivos por los cuales las terapias anti-inflamatorias clasicas fallan a la hora de hacer frente a
esta patologia, ya que dichas terapias suelen dirigirse mayoritariamente a la inhibicién de la
via dependiente de NF-kB. Por tanto, una terapia anti-inflamatoria efectiva deberia incluir
estrategias no s6lo encaminadas a la inhibicién de las vias NF-kB y NLRP3 de la inmunidad
innata, sino prevenir igualmente la disfunciéon mitocondrial y produccion de ROS/RNS

asociados a todo proceso inflamatorio.
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4. MELATONINA Y SU PAPEL TERAPEUTICO EN LA
RESPUESTA INFLAMATORIA ASOCIADA A LA SEPSIS

La melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina (aMT) es una indolamina descrita
inicialmente por McCord y Allen (McCord CO and Allen EP, 1917), y aislada por primera
vez a partir de extractos de glandula pineal de vaca

Melatonin A INPLC por Lerner en el afio 1958 (Lerner AB et al., 1958). En
1959 se identific6 la estructura quimica de esta
indolamina, y se propuso el nombre de melatonina
(Lerner AB et al., 1959). Desde un punto de vista

!

. o quimico, esta indolamina es un cristal organico, de
Figura 16: Estructura quimica de la
melatonina color blanco, con un peso molecular de 232,38 Da,

cuyo punto de fusioén se encuentra entre 116-118° C, poco soluble en agua y muy soluble en

etanol (Szmuskowvicz AW and Heinzelman RV, 1960).

La melatonina estd muy conservada a lo largo de la evolucién ya que se encuentra
desde organismos muy primitivos como cianobacterias, algas unicelulares, y parésitos como
Tripanosoma cruzi, hasta organismos actuales (Paredes et al., 2009; Hardeland, 2008;
Hardeland and Poeggeler, 2003; Macias et al., 1999). Asimismo, esta indolamina se distribuye
ubicuamente a través de todo el organismo, ya que su naturaleza anfipatica le permite
atravesar todas las barreras celulares. En base a ambas caracteristicas, se cree que su
aparicion podria ser consecuencia de una adaptacién de los organismos para utilizar el
oxigeno, dada la habilidad mostrada por la melatonina a la hora de neutralizar el efecto
danino que ejerce este gas sobre las diferentes estructuras celulares mediante la produccion

de radicales libres.
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Aunque en un principio se encuadré a la melatonina exclusivamente como un
elemento regulador en la fisiologia circadiana y reproduccién, estudios posteriores
permitieron relacionarla con aspectos de la fisiologia intracelular independientes de su
acciéon hormonal. Asi, se demostré que la melatonina es un potente depurador de radicales
libres (Tan et al., 1999), identificindose y caracterizdndose receptores nucleares para la
melatonina en o6rganos periféricos (Acufa-Castroviejo et al., 1994) y células del sistema
nervioso central (Becker-André et al., 1994; Carlberg et al., 1994) . Asimismo, se demostr6 la
capacidad de la melatonina para unirse a proteinas citosélicas como la proteina quinasa C
(PKC) (Benitez-King et al., 1996), la calmodulina (CaM) (Leén et al., 2000) y la calreticulina
(Macias et al., 2003), permitiendo esta interaccién modular las acciones intracelulares del
calcio. Por ultimo, diversos trabajos han demostrado el importante papel que la melatonina
tiene en el mantenimiento de la homeostasis mitocondrial (Acufia-Castroviejo et al., 2001;

Acuna-Castroviejo et al., 2011; Leon et al., 2004; Leon et al., 2005; Martin et al., 2000)

41 SINTESIS DE LA MELATONINA
En mamiferos, el primer lugar donde se descubri6 la sintesis de melatonina fue en la
glandula pineal, conectada con el nticleo supraquiasmatico, la cual poseia todos los enzimas
necesarios para su sintesis a partir de la serotonina, y su actividad bioquimica se veia
afectada por los ciclos luz-oscuridad (Arendt, 1995). Por tanto, la sintesis de melatonina a
nivel de la glandula pineal funciona como un mensaje codificado de la duracién de la
oscuridad responsable, en definitiva, de las concentraciones picomolar/nanomolar de la

indolamina en plasma (Erren et al., 2003; Reiter, 1991).

A nivel pineal, la melatonina se sintetiza a partir del triptéfano, aminoacido captado
del torrente circulatorio por parte del pinealocito a través de un mecanismo de transporte

activo bajo control adrenérgico (Alonso R, 1999). Este triptéfano se transforma, en primer
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lugar, en 5-hidroxitriptamina o serotonina al sufrir un proceso de hidroxilacién y posterior
descarboxilacién mediados por la L-triptéfano hidroxilasa (TPH) y la 5- hidroxitriptéfano
descarboxilasa, respectivamente. Una vez sintetizada, la serotonina puede sufrir una
desaminacién por accién de la monoamino oxidasa (MAO) o una acetilacién por accion de la
arialquilamina N-acetiltransferasa (AANAT), origindndose en consecuencia la N-acetil-5-
hidroxitriptamina o N-acetil-serotonina (NAS). Finalmente, la NAS sufre una metilacién
mediada por la N-acetilserotonina O-metiltransferasa (ASMT) produciendo la molécula de
melatonina (Figura 17). Si bien inicialmente se identific6 a la AANAT como la enzima
limitante de todo este proceso, al exhibir el mismo ritmo circadiano que la melatonina e
inhibirse igualmente su actividad con la luz, estudios recientes demuestran que la sintesis de
melatonina no se ve afectada tanto por una notable disminucién o incremento mantenido en
la actividad de la AANAT, lo que pone de manifiesto que la enzima limitante de la

biosintesis de esta hormona podria ser la ASMT (Liu and Borjigin, 2005).

Ademas de esta sintesis pineal, se ha comprobado recientemente que la capacidad de
sintesis de melatonina se extiende a la mayor parte, sino todos, los 6rganos y tejidos del
organismo, entre los que se incluyen retina, rifién, piel, glandula harderiana, higado, timo,
tiroides, pancreas, cerebelo, mucosa del intestino, epitelio respiratorio, ovarios, placenta,
endometrio, higado, cerebro, corazén, asi como células no endocrinas tales como eosindfilos,
plaquetas, células endoteliales y células natural killer (Kvetnoy et al, 2002; Acufia-
Castroviejo et al., 2014). Asimismo, los niveles de melatonina pueden variar en el interior de
los organulos subcelulares, describiéndose que la concentraciéon de esta indolamina en
nucleo y mitocondria pueden ser significativamente mayores que en plasma (Venegas et al.,
2012). A diferencia de la melatonina pineal, la cual se libera rapidamente al sistema vascular
para acceder a todos los tejidos, compartimentos celulares y fluidos, la melatonina

extrapineal o producida en los tejidos permanece en el interior celular y no sale a la
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circulacién, lo que sugiere que su accion biolégica debe ser diferente a la de origen pineal

(Venegas et al., 2012; Acuiia-Castroviejo et al., 2014)
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Figura 17. Sintesis de la melatonina a partir del triptéfano en la glandula pineal. TPH, L-triptéfano

hidroxilasa; AANAT, arialquilamina N-acetiltransferasa; ASMT, N-acetilserotonina O-metiltransferasa

42 MECANISMOS DE ACCION DE LA MELATONINA
La naturaleza altamente lipofilica de la melatonina, gracias a la cual es capaz de
atravesar membranas celulares, asi como el descubrimiento en los tltimos afios de diferentes
dianas celulares, sugiere que sus acciones fisiolégicas van a estar mediadas por una variedad
de mecanismos de accién, entre los que se incluyen: 1) unién a receptores de membrana; 2)
unién a receptores nucleares; 3) interaccién con proteinas citosdlicas; 4) antioxidante de

accion directa e indirecta; e 5) interaccién con la mitocondrial (Figura 18) (Acuna-Castroviejo

et al., 2007).
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Figura 18. Mecanismos de acciéon de la melatonina. La melatonina puede actuar a través de la
interaccién con receptores de membrana y nucleares, mostrando en algunos casos un efecto
cooperativo. Ademads, la melatonina ejerce funciones no mediadas por receptor al interaccionar
directamente con algunas proteinas citosélicas como el complejo calcio-calmodulina y calreticulina.

Por dltimo, puede depurar directa o indirectamente ROS/RNS.

421 UNION A RECEPTORES DE MEMBRANA
A nivel de la membrana han sido identificados y caracterizados dos receptores
acoplados a proteinas G, denominados como MT1 (Mel 1a) y MT2 (Mel 1b); a pesar de
compartir un grado de homologia del 60% en su secuencia de aminodacidos, las diferencias
entre ambos receptores son notables (Reppert et al., 1995):
e Si bien ambos definidos como receptores de alta afinidad para la melatonina, el
receptor MT2 presenta una menor afinidad (Kd= 160 pmoles/L) para el radioligando

125]-melatonina en comparacién con la mostrada por MT1 (Kd= 20-40 pmoles/L)
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(Ebisawa et al., 1994; Dubocovich and Takahashi, 1987; Krause and Dubocovich,
1991; Reppert et al., 1994).

e Se expresan por separado o conjuntamente en varios tejidos del cuerpo, pero la
distribuciéon de MT2 parece estar més limitada al cerebro. No obstante, la expresion
de estos receptores depende de varios factores, como la especie, el tejido, la luz
ambiental, el estado endocrino y el estado del desarrollo en que se encuentre el
individuo (Vanecek, 1998).

e El reconocimiento de la melatonina por cada uno de estos receptores causa distintos
efectos: mientras que MT1 estd asociado a proteinas G que median la inactivaciéon de
la adenilato ciclasa y activacion de la fosfolipasa CP, MT2 adicionalmente inhibe la

via de la guanilato ciclasa soluble (von et al., 2002).

Recientemente, esta familia de receptores de membrana ha sido ampliada con el
descubrimiento del receptor MT3 en hamster pero no en humanos (Nosjean et al., 2001),
caracterizandose posteriormente como una quinona reductasa 2, con un papel clave en la
proteccion contra el estrés oxidativo al evitar las reacciones de transferencia de electrones
entre las quinonas (Nosjean et al., 2000); a pesar del poco conocimiento que se tiene hoy en
dia de su funcionamiento, ha sido identificado en una gran variedad de 6rganos incluidos
higado, rifién, cerebro, corazén, pulmoén, intestino, masculo, tejido adiposo pardo y ojo,
aunque en este ultimo caso sélo se disponen de evidencias farmacolégicas (Pintor et al.,

2003).

Finalmente, debemos tener en cuenta que los mecanismos que regulan la

expresion los receptores de membrana son muy complejos, por lo que no es sorprendente

que las respuestas mediadas por la melatonina sean dependientes de la fase del ritmo
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circadiano, duracion de la exposicién, presencia de melatonina endégena y sensibilidad
funcional del receptor. Asimismo, es importante conocer donde se localizan estos receptores
y qué funciones ejerce la melatonina a través de ellos, ya que nos permitira la posibilidad de

establecer terapias contra diversas patologias en las que se encuentran implicados.

4.2.2 UNION A RECEPTORES NUCLEARES
El primer indicio de una posible interaccién de la melatonina con el material nuclear
se obtuvo al encontrarse una elevada concentraciéon de la hormona asociada a la cromatina
(Withyachumnarnkul et al., 1986). Posteriormente Menéndez-Peldez y colbs (1993)
demostraron la presencia de melatonina en el ntcleo y, mediante el uso de 125]-
iodomelatonina, Acufia-Castroviejo y colbs demostraron su unién especifica a la fraccién
proteica del nicleo de higado de rata (Acuna-Castroviejo et al., 1993; Acuna-Castroviejo et

al., 1994), lo que sugeria la existencia de receptores nucleares para la melatonina.

En 1994 Becker-Andre y colbs (Becker-Andre et al., 1994) demostraron una accién
gendmica de la melatonina a través de los receptores nucleares RORa., una subfamilia de
receptores nucleares o factores de transcripciéon dependientes de ligando que proporcionan a
los organismos la capacidad para controlar la expresiéon génica en respuesta a un amplio
rango de factores ambientales, fisiolégicos y de desarrollo. No obstante., y a pesar de las
numerosas publicaciones que avalan este punto de vista, existe cierta controversia actual
sobre si los factores de transcripcion ROR son verdaderos receptores nucleares de

melatonina (Carrillo-Vico et al., 2005; Lardone et al., 2011).

La familia de receptores ROR/RZR (del inglés retinoid-related orphan receptor/retinoid Z

receptor) se divide en tres subtipos, RORa (Becker-Andre et al., 1993; Giguere et al., 1994;
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Giguere et al., 1995), RORp (Andre et al., 1998a; Carlberg et al., 1994) and RORy (He et al.,
1998; Hirose et al., 1994), localizados en los cromosomas 15q22.2, 9q21.13 y 1q21.3
respectivamente (Jetten, 2009). Cada gen posee varias isoformas debido a diferentes
variantes de splicing, que se diferencian solo en su extremo amino terminal (Andre et al,,
1998a; Giguere et al., 1994; Hamilton et al., 1996). En humanos se han encontrado 4 isoformas
de RORa (RORa1-4), mientras que en ratén solo se han descrito las isoformas 1 y 4. De las
dos isoformas que genera RORp, en humanos sé6lo se expresa la 1 (Andre et al., 1998a) y en
ambas especies se expresan las dos isoformas generadas por RORy (Hirose et al., 1994; He et
al., 1998; Medvedev et al., 1996). Cada una de estas isoformas muestran una expresiéon
especifica de tejido y estdn implicadas en la regulacién de diferentes procesos fisiologicos.
RORa se expresa en practicamente en todos los tejidos periféricos, como en tejido adiposo,
piel, testiculos, cartilago e higado (Smirnov, 2001), RORf en cerebro y retina (Andre et al.,
1998b) y RORy en tejido adiposo, musculo esquelético, higado, rifién y sistema inmune

(Smirnov, 2001; Hirose et al., 1994; He et al., 1998).

Independientemente de esta expresion especifica en funcién del tejido, los diferentes
miembros de esta subfamilia van a presentar una estructura modular constituida en base a 5-
6 dominios aminoacidicos diferenciados, dos de los cuales estan altamente conservados
desde el punto de vista funcional en todos los miembros de la familia: el dominio de unién al
DNA (DBD, del inglés DNA-binding domain) y el dominio de union a ligando (LBD, del inglés
ligand binding domain) (Evans, 1988; Giguere, 1999; Moras and Gronemeyer, 1998; Jetten et
al., 2001) (Figura 19). El dominio DBD esté constituido por dos dedos de zinc que permiten
la unién especifica de monémeros de ROR al DNA, reconocimiento y unién que tiene lugar
gracias a la existencia de un elemento de respuesta de ROR (RORE), el cual es una secuencia

consenso (AGGTCA) precedida de una secuencia de 6 pares de bases rica en AT (Andre et
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al., 1998b; Carlberg et al., 1994; Giguere et al., 1994; Jetten et al., 2001). El domino LBD,
mucho menos conservado que el anteriormente descrito, se sittia en el extremo C-terminal y
presenta una secuencia de funcién de activaciéon (AF-2) responsable de la actividad
transcripcional del receptor nuclear una vez que se ha unido a su ligando (Smirnov, 2001;
Jetten, 2009). Entre ambos dominios se encuentra la denominada regién bisagra encargada
de dar flexibilidad a la proteina. Asimismo, en la regién N-terminal de la proteina, se localiza
la regiéon A/B, dominio no conservado entre los diferentes miembros de la superfamilia de
los receptores nucleares y cuya principal funcion es la de conferir capacidad transcripcional a
la proteina de forma independiente a su unién al ligando gracias a la existencia de una

secuencia de funcién de activacion AF-1 (Smirnov, 2001; Jetten, 2009).

LBD
<€ >
A/B DBD AF2
RORa1 bisagra : 523
RORa2 bisagra : 556
< »
RORa3 bisagra o 548
ROR04 bisagra : 468
RORPB1 bisagra I a5
RORP2 bisagra I a7
RORy1 bisagra : 516
RORy2 bisagra | 497

Figura 19. Estructura modular de los miembros de la subfamilia ROR/RZR. DBD, dominio de unién
al DNA; LBD, dominio de unién al ligando; AF2, secuencia de funcién de activacién 2. Los nimeros

indicados a la derecha representan el ntimero total de aminoacidos de cada miembro.

Una vez unido al DNA a través de su elemento de respuesta, ROR va a mediar la
regulaciéon de numerosos procesos bioldgicos, entre los que se incluyen el desarrollo

embrionario, los ritmos circadianos, procesos de diferenciaciéon y proliferacion celular,
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repuesta del sistema inmune y metabolismo celular. En estas funciones, y especialmente en
la regulaciéon del ritmo circadiano, la competencia que establece ROR con Rev-ErbAa,
también denominado NR1D1 (del inglés Nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1), por
la unién a RORE va a presentar un papel clave (Giguere et al., 1995; Burris, 2008); en este
sentido, la unién de ROR a RORE induce la expresiéon de los activadores heterodiméricos
bmall (o arntl, del inglés Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like) y clock (del inglés
circadian locomotor output cycles kaput), los cuales permiten la expresion de per (del inglés
period) y cry (del inglés cryptochrome). Los heterodimeros constituidos por estos dos tltimos
genes interaccionan con Bmall y clock, regulando de forma negativa su actividad
transcripcional. Asimismo, Bmall y clock son capaces de activar a Rev-ErbAa, reprimiendo
en consecuencia la transcripcion de todos aquellos genes sometidos al control de ROR
(Akashi and Takumi, 2005; Albrecht, 2002; Gachon et al., 2004; Nakajima et al., 2004).
Recientemente, la deacetilasa dependiente de NAD+ sirtuina 1 (Sirtl, del inglés silent mating
type information requlation 2 homolog 1) ha adquirido gran importancia en la regulacién del
ritmo circadiano en cooperacién con ROR (Feige and Auwerx, 2008). La actividad deacetilasa
de la Sirtl conlleva el consumo de NAD+, produciéndose en consecuencia la formacién de
nicotinamida que serd reciclada a través de dos reacciones enzimaticas catalizadas por la
enzima limitante nicotinamida fosforibosil transferasa (NAMPT, del inglés nicotinamide
phosphoribosyltransferase) y la nicotinamida mononucleétido adenilil transferasa (NMNAT,
del inglés nicotinamide mononucleotide adenylyltransferase), con la formacién del intermediario
nicotinamida mononucleétido (NMN, del inglés nicotinamide mononucleotide). Ademas, la
Sirtl muestra la habilidad de regular su propia actividad dado que induce la expresién de
nampt gracias a su interacciéon con Clock y Bmall, hecho que implica que la enzima NAMPT
va a estar sometida a un importante control circadiano (Feige and Auwerx, 2008; Galli et al.,

2011). Diversos estudios proponen, igualmente, que la Sirtl puede degradar a la proteina Per
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y facilitar asi la expresiéon de bmall y clock, funcién que extiende mas alla de la expresion

circadiana de nampt la interaccion entre Sirtl y el ritmo circadiano.

Finalmente, es necesario destacar la participacién de RORa en la regulacion de la
respuesta inmune; en este sentido, Steinhilber y colbs. observaron que la actividad
transcripcional de RORa se relaciona con la inhibicion de la enzima 5-lipooxigenasa, la cual
participa en el proceso de biosintesis de leucotrienos proinflamatorios en los linfocitos B
humanos (Steinhilber et al., 1995). Asimismo, Delerive y colbs. demostraron el papel de
RORal como regulador negativo de la respuesta inflamatoria al causar una profunda
inhibicién de la expresion de mediadores pro-inflamatorios como IL-6, IL-8 y COX-2, efecto
inhibidor que se debe a la presencia de elementos de respuesta a RORa en el promotor del
gen ikba, lo que le permite interferir negativamente en las vias de sefializacion dependientes
de NF-xB (Delerive et al., 2001). Posteriormente, Stapleton y colbs. confirmaron estas
propiedades al observar que los ratones mutantes naturales para RORa presentaban un
mayor grado de reaccion inflamatoria inducida por LPS, en términos de niveles de
neutréfilos y expresion de mediadores pro-inflamatorios, en comparacion con los ratones
wild-type, si bien este hecho no estaba relacionado con una represién o falta de induccién de
la expresion de ikba en los ratones mutantes (Stapleton et al., 2005). Ademads, estas
propiedades anti-inflamatorias de RORa nos pueden sugerir otra via de conexién entre el
factor de transcripcion y la deacetilasa Sirtl ya que ésta es capaz de deacetilar residuos de
lisina en posicion 310 de NF-kB, reprimiendo asi su actividad transcripcional (Yeung et al.,

2004).
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423 UNION A PROTEINAS CITOSOLICAS

La melatonina puede interactuar con proteinas citosélicas como: a) la calmodulina,
modulando la actividad de la enzima fosfodiesterasa (Benitez-King and Anton-Tay, 1993),
CaM quinasa II (Benitez-King et al., 1996) o de la 6xido nitrico sintasa neural (nNOS)
(Hardeland, 1997; Bettahi et al., 1996; Leon et al., 2000); b) calreticulina (Macias et al., 2003);
c) tubulina (Cardinali and Freire, 1975); y d) proteina quinasa C (PKC) (Benitez-King et al.,
1996). La interaccién de la melatonina con estas proteinas la confiere la habilidad para
participar en el metabolismo del calcio asi como en la modulacién de la estructura del

citoesqueleto (Benitez-King and Anton-Tay, 1993; Benitez-King, 2006).

424 ANTIOXIDANTE DE ACCION DIRECTA E INDIRECTA

La melatonina, asi como algunos de sus metabolitos como la Nl-acetil-5-
metoxikinuramina (AMK) y la N1-acetil-N2-formil-5-metoxikinuramina (AFMK), van a ser
capaces de depurar directamente ROS/RNS (Acufa-Castroviejo et al., 2001; Leon et al., 2004;
Reiter et al., 2003a). Al ser una molécula rica en electrones, la indolamina puede ceder uno de
ellos al grupo hidroxilo (OH ) (Tan et al., 2000a), originando un radical indolil; éste, a su vez,
puede volver a depurar otro OH -, transformandose, en consecuencia, en 3-hidroximelatonina
ciclica, o bien depurar un radical superéxido (O -) y originar el metabolito activo AFMK
(Hardeland et al., 1993; Poeggeler et al., 1994). Independientemente de la ruta seleccionada,
tanto la 3-hidroximelatonina ciclica como el AFMK muestran una alta capacidad
antioxidante, aumentando por tanto el valor de la melatonina como potente depurador de

radicales libres (Acufia-Castroviejo et al., 2001; Reiter et al., 2003b).

Asimismo, la melatonina es capaz de reaccionar con otros radicales de oxigeno, como
el oxigeno singlete (Cagnoli et al., 1995), peréxido de hidrégeno (H20>) (Tan et al., 2000a) y

el Oz -, si bien este dltimo hecho adn esta por confirmar, especialmente in vivo, ya que la

~ 66 ~



reaccion por la cual la melatonina ejerceria esta accion no es conocida (Acuna-Castroviejo et
al., 2007; Leon et al., 2004; Reiter et al., 2003b). Por otro lado, la melatonina también puede
depurar radicales de nitr6geno como los peroxinitritos (ONNO-) (Zhang et al., 1999) o
radicales peréxido (LOO ), interfiriendo asi en la propagacion de la peroxidacion lipidica. No
obstante, este hecho podria deberse més a la accién depuradora que ejerce sobre todas
aquellas especies reactivas que puedan provocar peroxidacién lipidica mas que a la

depuraciéon en si de LOO -

Junto con esta capacidad intrinseca para depurar radicales libres, la melatonina posee
la habilidad para estimular la actividad y expresion de otros sistemas antioxidantes,
estableciendo asi una forma de accién indirecta para reducir el estrés oxidativo (Antolin et
al., 2002; Mayo et al., 2002). En primer lugar, la melatonina estimula el ciclo del glutation
(GSH), aumentando la actividad de la glutation peroxidasa (GPx) y reductasa (GRd)
(Escames et al., 2006; Escames et al., 2007a; Martin et al., 2000; Ortiz et al., 2014), regulando
asi el balance glutation oxidado (GSSG)/glutatiéon reducido (GSH). Ademéds, la melatonina
aumenta la produccién de GSH estimulando la y-glutamilcisteina sintasa, enzima limitante
en la ruta de biosintesis de este compuesto (Urata et al., 1999), y la actividad de la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PD), la cual genera el NADPH requerido por la GRd (Pierrefiche
y Laborit, 1995). En el mismo sentido, se ha descrito el efecto de la melatonina sobre otras
enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD) y catalasa (Acuna-Castroviejo et

al., 2007; Leon et al., 2004; Reiter et al., 2003b).

En definitiva, ya sea por acciéon directa y/o indirecta, la melatonina es un potente
antioxidante con importantes propiedades para regular el estado redox celular,
especialmente a nivel de la mitocondria al ser ésta la principal fuente de ROS/RNS, y

proteger, en consecuencia, macromoléculas como el DNA, lipidos y proteinas del dafio
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oxidativo. Asimismo, y dadas las caracteristicas del grupo N-acetil presente en la
melatonina, ésta va a aumentar la eficacia de otros antioxidantes naturales, mostrando una

accion sinérgica con las vitaminas C y E (Reiter et al., 2003b).

425 ACCIONES SOBRE LA FISIOLOGIA MITOCONDRIAL

Debido a su caracter lipofilico e hidrofilico, la melatonina puede atravesar las
membranas celulares y subcelulares con cierta facilidad, concentrandose en los distintos
compartimentos, incluida la mitocondria, a unas altas concentraciones (Venegas et al., 2012).
Ya que, como hemos mencionado, la mitocondria es la principal fuente de ROS en las células
eucariotas, parece razonable pensar que la acumulacién de melatonina a este nivel se debe a
la mera proteccion frente a los radicales libres; no obstante, la influencia de la melatonina en
la homeostasis de la mitocondria no se limita a su poder antioxidante dentro de ella, sino que
también interacttia directamente con la cadena de transporte electrénico, incrementando la
actividad de los complejos respiratorios tanto en mitocondrias sanas (Lopez et al., 2009)
como especialmente en mitocondrias previamente dafiadas (Doerrier et al., 2015; Escames et
al., 2003b; Escames et al., 2006; Escames et al., 2007b; Martin et al., 2000; Ortiz et al., 2014).
Teniendo en cuenta el alto potencial redox que posee la melatonina (0,94 V) (Tan et al,,
2000b), podriamos pensar que esta indolamina no sélo estimula la actividad de los
complejos, sino que también podria ser capaz de donar electrones por si misma aumentando

el flujo electrénico.

Asimismo, la melatonina muestra otros multiples efectos sobre la fisiologia
mitocondrial, entre los que podemos destacar el aumento de la biogénesis mitocondrial tras
su administracién crénica (Decker and Quay, 1982), estabilizacion de la membrana
mitocondrial interna (Garcia et al., 1999), aumento en la producciéon de ATP (Lopez et al.,

2006a), prevencion de los procesos de apoptosis al modular la homeostasis del calcio y el
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potencial de membrana mitocondrial (Sourdeval et al., 2006) e inhibir el poro de transicién
mitocondrial (Andrabi et al., 2004). Estas acciones, y de forma conjunta a las propiedades
antioxidantes de la melatonina, hace que muestre una gran importancia desde el punto de
vista terapéutico en todas aquellas patologias donde la funcién mitocondrial se vea agravada

de tal forma que atente contra la supervivencia de la célula.

4.3 PAPEL TERAPEUTICO DE LA MELATONINA EN LA SEPSIS

Segun la fisiopatologia de la sepsis, llevando al enfermo a una situacion grave de
estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial severa, asi como las propiedades y acciones de la
melatonina mencionadas con anterioridad, parece obvio que la administracién farmacolégica
de la indolamina podria tener efectos beneficiosos en el estado séptico. Asimismo, la relaciéon
entre sepsis y melatonina se afianza no solo al observarse una profunda alteracion en la
secrecion circadiana de melatonina en los pacientes con sepsis severa (Mundigler et al., 2002;
Verceles et al., 2012), sino también por la clara correlacién negativa que se establece entre la
severidad de la patologia y los niveles séricos de la melatonina registrados a las 02:00 am,
momento donde tiene lugar su produccion fisiolégica maxima (Perras et al., 2006). En ambos
casos, la desincronizaciéon del ritmo circadiano de la melatonina es una consecuencia directa
de la respuesta inflamatoria asociada a la sepsis al dafiar ésta tanto la sintesis del precursor
para la sintesis de la melatonina como la expresién de las principales enzimas implicadas en

su ruta biosintética (da et al., 2012; Tsai et al., 2001).

Crespo y colbs. muestran que la administraciéon de melatonina a ratas con sepsis
inducida por lipopolisacarido (LPS) reduce la expresion de la iNOS de una forma dosis-
dependiente, recuperando al animal del fallo multiorganico (Crespo et al., 1999). En este
mismo modelo experimental, Wu y colbs. demostraron que la administracién de melatonina

prevenia igualmente el fallo circulatorio, reducia la infiltracion de neutréfilos
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polimorfonucleares asociada al proceso inflamatorio y mejoraba la supervivencia (Andrabi et
al., 2004; Wu et al., 2001). Estos efectos beneficiosos de la melatonina se asociaron a su accién
sobre la expresion de la iNOS y a una menor producciéon de aniéon superéxido. Poco después,
Di Villa Bianca y colbs. muestran que la melatonina previene el dafio endotelial y vascular en
ratas con sepsis inducida por LPS, efecto que se relacion6 con las propiedades antioxidantes
de la indolamina asi como, nuevamente, con su capacidad para inhibir la expresiéon de la

iNOS (d'Emmanuele, V et al., 2004).

A nivel mitocondrial, Escames y colbs. detectan que la melatonina reduce la
expresion y actividad de la isoforma mitocondrial de la iNOS, y en consecuencia los niveles
intramitocondriales de nitritos, recuperando la actividad de los complejos respiratorios Iy IV
incluso por encima de los niveles basales en higado y pulmén de ratas con sepsis inducida

por inyeccién de LPS (Escames et al., 2003).

Dado estos efectos beneficiosos de la melatonina, su administracién terapéutica
provoca una clara reduccién en la mortalidad asociada a la sepsis, si bien los valores de
supervivencia registrados difieren de unos estudios a otros, probablemente por las diferentes
dosis de melatonina usadas. En este sentido, se ha encontrado un aumento de la
supervivencia del 28% con la administracion de melatonina (dos dosis de 10 mg/kg en dos
dias) tras inducir sepsis por ligadura y puncion ileocecal en ratones (Wichmann et al., 1996).
Del 48% y 86% en ratas tratadas con melatonina (2 mg/kg) 3 y 6 horas después de la
inyecciéon de LPS, respectivamente (Maestroni, 1996); del 40% en ratones a los que se
administré melatonina (5 mg/kg) después de la inyecciéon de LPS (Wu et al., 2001); y del 73%
en ratas con sepsis inducida con zimosan A a las que se le administré melatonina a una dosis
de 0,8 mg/kg cada uno de los 10 dias que dur6 el experimento (Reynolds et al., 2003). En

nuestro grupo de investigaciéon, hemos observado que la vida media de los ratones con
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sepsis aument6 un 132% y su supervivencia un 154% tras tratarlos con melatonina (Escames

et al., 2007).

Con toda esta evidencia experimental en animales, se realiz6 el primer estudio en
humanos con la administracién oral de melatonina en nifios neonatos con sepsis (Gitto et al.,
2001). La melatonina (dos dosis de 10 mg/kg separadas por un intervalo de una hora) fue
administrada via oral dentro de las 12 horas posteriores al diagnéstico de la enfermedad. En
estos pacientes, la melatonina redujo el estrés oxidativo asociado al proceso séptico,
mejorando asimismo pardmetros serologicos relacionados con el proceso inflamatorio como
la cantidad de glébulos blancos y neutréfilos, plaquetas y niveles de proteina reactiva C, los
cuales se mantuvieron altos en aquellos pacientes sépticos no tratados. Lo mds importante
desde un punto de vista clinico es que los 10 pacientes tratados con melatonina
sobrevivieron, en contraste con el fallecimiento de 3 de los 10 pacientes a los que no se les

administré melatonina.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS






Estudios preliminares han demostrado la implicacién de la via de sefializacién
de NF-xB en la fisiopatologia de la sepsis al modular la expresiéon de cientos de genes
importantes para las respuestas inmunolégicas e inflamatorias, incluidos citoquinas y
enzimas de caracter pro-inflamatorio, quimioquinas y moléculas de adhesién. Asimismo,
estudios previos realizados en nuestro grupo de investigaciéon ponen de manifiesto que la
condicién inflamatoria se asocia a un importante dafio mitocondrial causado por el aumento
en la actividad y expresion de la i-mtNOS, generacion de ROS/RNS vy fallo en la cadena de
transporte de electrones. Actualmente, se sabe que esta disfuncién mitocondrial conlleva la
induccion del inflamasoma NLPR3, el cual regula la maduracién y consecuente activacion de

las citoquinas pro-inflamatorias IL1-B, IL-18 e IL-33.

Por otro lado, los ratones mutantes para RORa, un factor de transcripcion
dependiente de la melatonina como ligando, muestran una mayor sensibilidad a la reacciéon
inflamatoria asociada a la sepsis, si bien no se sabe el mecanismo exacto por el cual RORa

muestra su efecto anti-inflamatorio.

La melatonina previene la disfuncién mitocondrial y el fallo multiorganico en la
sepsis, fundamentalmente a través de dos procesos: inhibicion de la expresion de la iNOS y
recuperacion del estado redox mitocondrial, mediante la depuracién directa e indirecta de
radicales libres. No obstante, el o los mecanismos moleculares de estos efectos de la
melatonina no estan claros, y podrian estar relacionados con su interacciéon con NF-«B y del

RORa..
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En consecuencia, nuestra hipétesis de trabajo es la siguiente:

a. Durante la sepsis se produce una activacién conjunta de las vias de sefializacion
dependientes de NF-kB y el inflamasoma NLPR3, efecto cooperativo que junto con
el importante fallo mitocondrial dan lugar a la creacién de un circulo vicioso que

aumenta tanto la severidad como la duracién de la respuesta inflamatoria.

b. El tratamiento con melatonina va a reducir de forma considerable esta respuesta
inflamatoria asociada a la sepsis y disminuir el dafio oxidativo mitocondrial,
eventos que se traduciran en una mejoria significativa del cuadro séptico. Si estas
propiedades anti-inflamatorias de la melatonina se deben a su interaccién con
RORa como evento esencial, la falta de este factor de transcripcién anulara el

efecto protector de esta hormona en la sepsis.

Para comprobar esta hip6tesis, nos planteamos los siguientes objetivos:

Objetivo 1: Estudiar en ratones wild-type, controles y con sepsis, la activaciéon de NF-«B
mediante la determinacién de contenido y/o expresion de mediadores de sefalizacion
citosolicos (IRAK-1, IRAK-4, IKKa e IKKB), presencia de NF-«xB traslocado al ntcleo y unido
al DNA, niveles de expresién y contenido proteico de marcadores pro-inflamatorios, estado

de los genes reloj, y expresion y actividad de los principales sistemas antioxidantes.

Objetivo 2: Evaluar en ratones wild-type, controles y con sepsis, la activaciéon del
inflamasoma NLRP3 mediante el andlisis de la expresién y contenido de sus principales

componentes (NLRP3 y ASC), activacion de la caspasa-1 y maduracion de la IL-1f.
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Objetivo 3: Estudiar la activacion de NF-«xB e inflamasoma NLRP3 en ratones deficientes en

RORg, tanto controles como con sepsis.

Objetivo 4: Evaluar el papel protector y mecanismos de accion de la melatonina mediante la

determinacion de todos los parametros mencionados anteriormente en ratones sépticos wild-

type y mutantes RORa tratados con melatonina.
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MATERIALES Y METODOS






1. ANIMALES, PROCEDIMIENTO QUIRURGICO Y
TRATAMIENTOS

11  ANIMALES

Para cumplir con los objetivos anteriormente mencionados, se utilizaron ratones wild-
type de la cepa C57BL/6 asi como ratones staggerer (RORose/sg) homocigotos para una
delecion de 6,5 kb que previene la traslacion del dominio de unién al ligando de
RORa, interrumpiéndose asi la funcién normal de este factor de transcripcion (Hamilton et
al., 1996). Los ratones staggerer homocigotos se obtuvieron a partir del cruce de parejas
heterocigotas (RORa*48), confirmandose el genotipo de la descendencia mediante PCR a
partir de DNA genémico extraido de la cola (Figura 20). Asimismo, el fenotipo staggerer se
identificé visualmente en los homocigotos, al presentar éstos una pérdida notable de la

coordinacién motora, temblor leve, hipotonia y pequefio tamafio en comparacién con los

Primer Secuencia 5° > 3° Tipo primer
oIMR1233 TCT CCC TTC TCA GTC CTG ACA Wild type
500 bp 450 bp
oIMR1234 TAT ATT CCA CCA CAC GGC AA Wild type 318 bp
300 bp
oIMR1235 GAT TGA AAG CTG ACT CGT TCC Mutante 100 bp
oIMR1236 CGTTTG GCA AAC TCC ACC Mutante M.W. +/+ +/sg sglsg

marker RORa
ratones heterocigotos y wild-type.

Figura 20. Genotipado de ratones RORa s%8. Primers utilizados en el genotipado y resultado
comparativo entre ratones wild-type (+/+), heterocigotos (+/sg) y homocigotos (sg/sg). El programa
para la PCR consistié en 94 °C por 3 minutos, 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 54 °C por 1 min, 72

°C por 1 min, y una extension final de 72 °C por 2 minutos (Mds informacion en Jackson Laboratory)
Con la finalidad de monitorizar in vivo la respuesta inflamatoria asociada a la sepsis,
asi como el efecto terapéutico de la melatonina, se emplearon ratones macho de la cepa

BALB/C-Tg (NFkB-RE-luc)-Xen (comtnmente denominados NF-xB-RE-luc), los cuales
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portan un transgen con 6 elementos de respuesta a NF-«kB asociados a cDNA de la luciferasa
de luciérnaga (Promega pGL-3). Por dltimo, la progresién de la infeccion asociada al proceso
séptico se evalu6 in vivo en ratones macho de la cepa wild-type BALB/C, cedidos por el

servicio de experimentacién animal de la Universidad de Granada.

Todas las cepas mencionadas se obtuvieron de Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine,
USA) a través de Charles Rivers Labs (Barcelona, Espafia), a excepcion de la cepa NF-xB-RE-
luc que se adquiri6 a Caliper Life Sciences (Hopkinton, MA, USA). Los animales se estabularon
en el servicio de experimentaciéon animal del Centro de Investigacion Biomédica de la
Universidad de Granada, en zona SPF (del inglés specific pathogen free), y bajo un ambiente
controlado de fotoperiodo (ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas) y temperatura (22 = 1 °C).
El acceso al agua y a la comida (dieta estandar de laboratorio) fue continuo durante todos los
experimentos; sin embargo, la severa ataxia que presentan los ratones RORos8/s8, y que los
incapacita para alimentarse de manera convencional, obligé a darles la comida bien en forma
de puré o humedecida en la jaula, facilitindoles asimismo el acceso al agua con la adicién de
platos de agua en cada jaula (Lau et al., 2008, Mamontova et al.,, 1998). Todos los
experimentos se realizaron con ratones de una edad aproximada de tres meses y un peso
entre los 25-30 g, con excepcién de los ratones homocigotos sg/sg cuyo peso, debido a que
acumulan menos tejido graso, fue inferior al mostrado por las otras cepas utilizadas (Lau et
al., 2008). Todos los procedimientos experimentales se han realizado acorde a las guias

espafiola y europea de cuidado de animales (R.D. 53/2013; CETS # 123).

~82 ~



1.2 PROCEDIMIENTO QUIRURGICO: MODELO DE SEPSIS

EXPERIMENTAL

La sepsis se induce por ligadura y puncién cecal (CLP, del inglés cecal ligation and
puncture), un modelo experimental de caracter polimicrobiano que refleja a la perfeccion los
cambios fisiolégicos y sintomas, en términos de hipotermia, taquicardia y taquipnea
observados en pacientes sépticos (Rittirsch et al., 2009; Wichterman et al., 1980). Tras
anestesiar a los animales con equitensin (0,1 mg/kg, via intraperitoneal) y la aplicacién de un
desinfectante topico, se procede a abrir la cavidad abdominal mediante laparotomia media,
se localiza y libera el ciego y, mediante presién manual, se drenan retrégradamente las heces
del colon ascendente hacia el ciego. Tras estos pasos, se liga el ciego justo por debajo de la
valvula ileocecal y se punciona tres veces la superficie cecal antimesentérica con una aguja de
22G para permitir la extrusion de las heces, evitando lesionar los vasos sanguineos
adyacentes. Finalmente, procedemos a recolocar el paquete intestinal y suturar la pared
abdominal con hilo de sutura estéril, aplicindose povidona yodada a la herida. Este
procedimiento experimental se realiz6 bajo las mismas directrices en todas las cepas de
ratones a fin de inducir la sepsis con alta fiabilidad y reproducibilidad. Asimismo, el
procedimiento quirdrgico se realizé siempre en el mismo momento del dia para evitar las

variaciones circadianas en la respuesta inmune (Curtis et al., 2014).
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1.3 PROGRAMA DE TRATAMIENTOS Y GRUPOS
EXPERIMENTALES
Los ratones wild-type de la cepa C57BL/6 se agruparon en 6 grupos experimentales, con 20
ratones cada uno de ellos:

= Grupo control (C).

* Grupo de sepsis, subdividido a su vez en tres grupos que comprenden animales
sacrificados a las 6 (S6), 8 (S8) o 24 (S24) horas después de la sepsis inducida por puncién y
ligadura cecal.

* Grupo de sepsis tratado con melatonina, el cual comprende dos grupos de ratones
sacrificados a las 8 (S8M) o 24 (S24M) horas de inducir el proceso séptico. El grupo S8M
recibié un tratamiento en base a 3 dosis de melatonina (30 mg/kg disuelta en 300 pl de 0,25%
etanol:salino) de forma secuencial: 30 minutos antes de la operacion (via intraperitoneal), y
30 minutos y 4 horas (via subcutdnea) después del procedimiento quirtrgico. El grupo S24M
recibié una dosis adicional de melatonina de 30 mg/kg a las 8 horas de la operacién,
igualmente por via subcutanea (Figura 21 A).

A o & i

-30 min Oh 4h 6h 8h 24 h
]

l l l l |
(i.p) (s.c) (s.c) (s.c)

— =

I Mel

(30 mg/kg b.w.)
CLP
B . +
-30 min 0h 4 h 500 bp 450 bp
| | | 318 bp

300 bp

(i.p) (s.c) (s.c)
/r T 100 bp
I Mel | Mmw. +/+ +/sg sg/sg
(30 mg/kg b.w.) marker RORa

Figura 21. Programacion de los grupos experimentales y tratamiento con melatonina en ratones
wild-type C57BL/6 (A) y RORa s8/s8 (B). En azul se representa el momento de administracion de la

dosis de melatonina, mientras que en rojo la hora de sacrificio.
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Dada la alta susceptibilidad y mortalidad previamente documentada frente al
proceso inflamatorio (Delerive et al., 2001; Stapleton et al., 2005), los ratones RORase/ss
homocigotos se estudiaron s6lo durante las primeras 8 horas del proceso séptico,
compardndose con los datos obtenidos a las 8 horas de la sepsis en la cepa wild-type
C57BL/6. Asi, los ratones RORass/ss fueron agrupados en grupo control, grupo de sepsis
sacrificados a las 8 horas de la operacién, y grupo de sepsis tratados con melatonina y
sacrificados nuevamente a las 8 horas, de acuerdo al procedimiento experimental
anteriormente mencionado (Figura 21 B). Cada uno de estos grupos experimentales se

estableci6 con 20 ratones para la determinacién de los distintos parametros.

Tanto en los grupos de sepsis como en los de sepsis tratados con melatonina, los
animales de ambas cepas, es decir, C57BL/6 y RORase/sg, se sacrifican por dislocacién
cervical a los tiempos especificados y, rdpidamente y en frio, se extrae el corazén que sera
congelado inmediatamente en nitrégeno liquido y conservado a -80 °C para la posterior

obtencién de las fracciones nuclear y citosolica.

2. ESTUDIOS in vivo

La monitorizacién in vivo de la activacion de NF-«xB y la progresion de la infeccion se llevé a
cabo mediante el equipo de imagen 6ptica IVIS Spectrum (Caliper Life Sciences, Hopkinton,
MA, USA). La determinacion del primer pardmetro se realizé en ratones NF-xB-RE-luc a los
que se administr6é subcutdneamente D-luciferina a una dosis de 150 mg/kg disuelta en 30 pl
de PBS 15 minutos antes de la toma de imagenes (Figura 22 A). Pasado este periodo de
tiempo, los ratones se anestesiaron con isofluorano al 1-1,5% en oxigeno al 100%, y se
colocaron en posicion ventral dentro del equipo IVIS Spectrum. La toma de imagenes in vivo

se realiza bajo pardmetros de exposicion automaticos a las 0, 2, 4, 6, 8, 20 y 24 horas de la
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sepsis y/o tratamiento con melatonina. La progresiéon de la infeccion se estudi6 in vivo de
forma no invasiva en ratones wild-type BALB/C tras la administracién intravenosa de la
sonda Bacteriosense™645 (5 nmol/100 ul PBS/ratén), la cual tiene la propiedad de unirse a
los lipidos cargados negativamente presentes en la membrana celular bacteriana.
Inmediatamente después de su administracién, los animales son anestesiados bajo las
condiciones mencionadas con anterioridad y monitorizados a las 0, 8 y 24 horas del proceso
séptico (Figura 22 B). Todas las imédgenes obtenidas se analizaron y cuantificaron usando el

software Living Image 3.0 (Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA, USA).

A D-luciferin (150 mg/kg) (s.c)

CLP
v T
=30 min Oh 2h 4h 6h 8h 20h 24 h
Lo lg lglg lgl o | o

(i.p) (s.c) (s.c) (s.c)
¢ ¢ 4 4

[ Mel I

(30 mg/kg b.w.)
B Bacteriosense ™ 645 (5 nmol/100 pl) (i.v)
CI¢.P .I..
-1h -30min Oh 4h 7h 8h 23h 24 h
1]

(i.p) (S'fC) (S'-{) (s-c)
I Mel I
(30 mg/kg b.w.)

Figura 22. Programacion de los grupos experimentales y tratamiento con melatonina en ratones NF-
kB-RE-luc (A) y wild-type BALB/C (B) para el estudio in vivo de la respuesta inflamatoria asociada a
la sepsis. En azul se representa el momento de administracién de la dosis de melatonina, de color
naranja el momento de administrar la D-luciferina o la sonda Bacteriosense, mientras que en rojo se

representa la hora de sacrificio.
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3. AISLAMIENTO DE LA FRACCION CITOSOLICA Y NUCLEAR

Para el aislamiento de la fracciones citosdlica y nuclear se utiliza el método
especificado en Nuclear Extract kit (Active Motif Europe, La Hulpe, Bélgica) el cual, basado en
centrifugaciones diferenciales, nos permite obtener fracciones puras, libres de

contaminacién, que se utilizan para realizar las procedentes técnicas analiticas.

Tras descongelar el corazén, se lava en solucion salina fria, se trocea el tejido
mediante tijeras de disecciéon y se homogeniza en un homogenizador de teflon (Stuart
Scientific, mod. SS2) a 800 rpm que contiene 1/3 p/v de PBS al que se le adiciona un 5% de
PIB (Phosphatase Inhibitor Buffer, NaF 125 mM, B-glicerofosfato 250 mM, p-nitrofenilfosfato
250 mM, NaVOs 25 mM). Todas estas manipulaciones se realizan en hielo para mantener una

temperatura estable de 4 °C.

A continuacién, el homogenado se centrifuga a 300 ¢ durante 5 minutos a 4 °C
(Beckman Avanti™. 30, rotor de angulo fijo F1010), y el pellet obtenido se resuspende
suavemente con pipeteo en 250 ul de buffer hipoténico frio (HEPES 20 mM, NaF 5 mM,
Na>MoO; 10 uM, EDTA 0,1 mM, pH 7,5). La resuspension se incuba durante 15 minutos a 4
°Cy, transcurrido este tiempo, se afiade 50 pul de IGEPAL al 10%, mezclando nuevamente los
componentes de forma suave con pipeteo. La mezcla se centrifuga a 14.000 g durante 1
minuto a 4 °C. El sobrenadante procedente de esta nueva centrifugacion, que corresponde a
la fraccién citosolica, se alicuota y se guarda a -80 °C. Mientras tanto, el pellet que se habia
obtenido, se resuspende en 200 pl de buffer de lisis frio (HEPES 20 mM, glicerol 20%, NaCl
420 mM, MgCl»1,5 mM, EDTA 0,2 mM, NaF 20 mM, DTT 0,5 mM, leupeptina 1 pg/mly 0.2
PMSF 0,2 mM, pH 7,9), y se incuba a 4 °C durante 30 minutos en constante agitacion.

Finalmente, pasado este tiempo de incubacidn, se centrifuga la mezcla a 14.000 g durante 10

~ 87 ~



minutos a 4 °C. El sobrenadante obtenido, que corresponde a la fracciéon nuclear pura, se

alicuota y congela a -80 °C.

4. ANALISIS DE EXPRESION GENICA

4.1 EXTRACCION DE RNA
La extraccion del RNA total libre de DNA se realiza mediante el kit comercial Real
Total ARN Spin Plus (Durviz SL, Valencia, Espafia), ajustando a las caracteristicas de nuestro

tejido el protocolo inicialmente descrito por la casa comercial.

Se afiaden 700 pl de solucion de lisis y 7,5 pl de B-mercaptoetanol al tejido (hasta 30
mg de tejido), proporcionando asi a la muestra los agentes caotrépicos necesarios para
inactivar inmediatamente las RNasas y crear las condiciones de unién apropiadas que
favorecen la posterior absorciéon del RNA. Posteriormente, se homogeniza la mezcla en un
homogenizador (Dispomix ® System, Medic Tools AG, Suiza) a 2500 rpm durante 3 ciclos de 10
segundos. Para aumentar el rendimiento en la extraccién de RNA, se procede a la digestion
del homogenado con la adicién de 10 pl de proteinasa K (20 mg/ml, Quiagen, Alemania) y
posterior incubacién de la mezcla durante 10 minutos a 55 °C. A continuacion, se centrifuga a
10.000 g durante 3 minutos a temperatura ambiente y el sobrenadante obtenido se deposita
en una columna de filtracién, centrifugdndose a 11.000 ¢ durante un minuto con el objeto de
reducir la viscosidad y limpiar el lisado. El filtrado se transfiere a un nuevo tubo de
centrifuga, donde se afadird 1 ml de etanol al 70%, procediéndose a la mezcla por agitacion
en vortex o pipeteo. Esta mezcla se deposita en una columna de unién a RNA, y se centrifuga
a 11.000 g durante un minuto. Seguidamente, se afiaden 350 pl de tampoén de desalado de
membrana y se centrifuga a 11.000 ¢ durante un minuto con el objeto de secar la membrana.

Asimismo, la eliminacién de las sales producira una digestiéon de la DNasa mucho mas
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efectiva. Tras este paso, se prepara la mezcla de reacciéon de la DNasa (10 pl de DNasa
reconstituida y 90 ul de tampoén de reacciéon de DNasa), y se aplican 95 ul de dicha mezcla
directamente en el centro de la membrana de silica de la columna, incubandose durante 15
minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se afiaden 200 pl de solucion
STOP/DNasa a la columna y se centrifuga a 11.000 ¢ durante un minuto, colocandose la
columna en un nuevo tubo de recoleccién. A continuacién, se anaden 600 ul de solucién de
lavado a la columna y se centrifuga a 11.000 ¢ durante un minuto. Se desecha el liquido y se
coloca la columna en un nuevo tubo de recoleccion, al cual se afiade 250 pul de solucion de
lavado y se centrifuga a 11.000 g durante dos minutos, lo que permite secar por completo la
membrana. Finalmente, se coloca la columna en un microtubo de 1,5 ml y se afiaden 60 pl de
agua libre de nucleasas, incubandose un minuto a temperatura ambiente y centrifugando
posteriormente a 11.000 g durante un minuto. Una vez obtenido el RNA se cuantifica en
NanoDrop (NanoDrop ND-1000 V3.5.2, NanoDrop Technologies, USA), se verifica su calidad

por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y se guarda a -80 °C.

4.2 REACCION DE REVERSO TRANSCRIPCION

La obtencién del cDNA (DNA copia) a partir del RNA total se llev6 a cabo gracias al
empleo del kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA), siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Asi, la reacciéon de reverso
transcripcion se constituye en base a 10 pl de RNA total (2,5 pg) a los que se afiaden el mismo
volumen de 2XRT master mix que incluye, entre otros componentes, 2 ul de random primers,
0,8 ul de una mezcla de desoxinucleétidos trifosfatados y 1 pl de reverso transcriptasa. La
mezcla se dispone en hielo y se agita con pipeteo o vortex suave, evitando en todo momento

la formacién de burbujas. Finalmente, se cargan las muestras en un termociclador Techgene

Thermal Cycler/PCR modelo FTGene2D (Techne, Cambridge, UK) donde se programan las
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condiciones especificadas en la tabla 2 para que dé comienzo la reacciéon de reverso
transcripcion. Tras finalizar el programa, los cDNA se guardan a -20 °C hasta su posterior

uso.

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura (°C) 25 37 85 4
Tiempo (min) 10 120 5 0

Tabla 2. Condiciones programadas en el termociclador para la reverso transcripcion

4.3 ANALISIS DE EXPRESION POR RT-PCR

La RT-PCR se realiz6 con el kit FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) (Roche
Applied Science, Mannheim, Alemania) en el equipo Stratagene 3005P (Stratagene, La Jolla CA,
USA). La secuencia de primers usados se indican en el anexo 1 y se obtuvieron mediante el
software Beacon Designer v. 4.0 (Premier Biosoft Int., Palo Alto, USA). El andlisis de expresion
por RT-PCR de cada uno de los genes de interés se realiz6 en base a las condiciones descritas
en la tabla 3. Tras la correcta mezcla de los componentes indicados, evitando en todo
momento la formacién de burbujas, las muestras de cDNA se sometieron al programa de
ciclos mostrados en la tabla 4. Los resultados obtenidos fueron analizados con el software
MxProTM QPCR Software v. 4.10 (Stratagene, La Jolla CA, USA) de acuerdo a la curva
estdndar generada en base a concentraciones crecientes de cDNA ( 500, 50, 5, 0,5 y 0,05 ng).
Los niveles de expresién se normalizaron con respecto a los valores de expresion de B-actina
para cada muestra, usando el grupo control wild-type como grupo calibrador de los cambios
en la expresion debido al proceso inflamatorio asociado a la sepsis o los efectos del

tratamiento con melatonina.
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TNF-o.  IL-1B IxBa  NLRP3  Casp-1 a Clock Sirti  NAMPT

FSU SYBR 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
Primers 0,6 ul 0,6 ul 1l 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 1l 1l 1l 0,6 ul 0,6 ul
forward 1wouwwnm) @@OuMm) @OpM) @AOpM) @AOpM) @AOpM) @AOuM) (AOuM) (AOuM) (10 M) (10 uM)
FAEE 06u 06l 1l 06 06ul  06ul 1l 1l 1l 06u 06l
reverse 1opM) @OpM) @OpM) @@OpM) @@AOpM) @@AOpM) @AOpM) (@AOpM) (AOpM) (10uM) (10 uM)

DNA 1l 1l 1wl 1l 1l 1l 1l 1l 1l 1l 1l
¢ 80ng) (400ng) (40ng) (80ng) (80ng) (400ng) (40ng) (80ng) (400ng) (40ng) (40ng)

H2O libre

nucleasas 7,8 ul 7,8 ul 7 ul 7,8 ul 7,8 ul 7,8 ul 7 ul 7 ul 7 ul 7,8 ul 7,8 ul

GPx GRd SOD1 y-GCS G6PDH Catalasa
FSU SYBR 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul 10 pl 10 pl

Primers 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 pl

forward 1wopM) @OpM) @AO0pM) @AOpM) (10puM) (10 uM)

Primers 0,6 ul 0,6 ul 0,6 pl 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul

reverse 1wop™Mm) @OpM) @OpM) @AOpM) (@AO0pM) (10 uM)
1ul 1ul 1ul 1l 1ul 1ul

cDNA (400ng) (400ng) (80ng) (400ng) (400ng) (40ng)
H2O libre
ucloazas Nl 7,8 ul 7,8 ul 7,8 ul 7,8 ul 7,8 ul

Tabla 3. Condiciones de RT-PCR para el analisis de expresion de los genes descritos.
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Ciclos Modo de andlisis  Temperatura  Tiempo Observaciones

Activacion de la Tag DNA

1 Ninguno 95 °C 10 min .
polimerasa
40 Ninguno o 15seg Amplificacion y analisis a
Cuantificacién 55°C 60 seg tiempo real

Tabla 4. Programa de ciclos de RT-PCR

4.4 ANALISIS DE EXPRESION POR OPEN-ARRAY

El screening de las potenciales dianas anti-inflamatorias de la melatonina se llevé a
cabo en la plataforma OpenArray NT Cycler (Biotrove Inc., Woburn, MA, USA) mediante el
analisis de subarrays precargados con la secuencia de primers de interés indicados en el
anexo 2, y que fueron seleccionados de la base de datos TagMan Gene Expression Assays
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). La preparacién y carga del array se inicia con la
disposicién, en una placa de 96 pocillos, de una mezcla constituida por 1,44 ul de muestra (a
una concentracioén final de 150 ng) y 4,6 ul de Master Mix Remix (MMR), el cual presenta en
su composicion la GeneAmp Fast Master Mix (sistema de polimerasa que no requiere un paso
de activaciéon y que disminuye el tiempo total de amplificaciéon por PCR), y la solucion
Tagman® REMix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Los volimenes necesarios de

ambos componentes del MMR se especifican en la tabla 5.
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GeneAmp Fast
2,5 ul 150
Master Mix ol 3,125

Para 1 array

REMix 1l 25 % exceso 1,25 60
(x48 muestras)

Agua 0,3l 0,375 18

Tabla 5. Composicién Master Mix Remix (MMR). A pesar de que el protocolo inicial corresponde a
un volumen final de 3,8 ml, se procede a incrementar un 25% el volumen de todos los componentes
con el objeto de minimizar posibles errores de pipeteo. GeneAmp Fast Master Mix se debe invertir 510
veces suavemente para su homogenizaciéon y, tras dar un spin, mantener en hielo. Asimismo, la

mezcla del reactivo Remix no debe hacerse por vortex, manteniéndose igualmente en hielo.

Una vez mezclados las muestras y el MMR por pipeteo suave y siempre en hielo, se
centrifuga la placa de 96 pocillos a 1000 rpm durante 1-2 minutos, a fin de eliminar las
posibles burbujas que se hayan formado durante la mezcla (Figura 23, paso 1). A
continuacién, se dispensan 5 ul de la mezcla sobre una placa de 384 pocillos ideada para
cargar los arrays y se procede a sellarla con un adhesivo de aluminio, incidiendo
especialmente por los bordes de la placa para evitar tener evaporaciones de la muestra. Una
vez preparada la placa de 384 con 5 ul de la mezcla de MMR y muestra, perfectamente
cerrada con el papel metélico, se centrifuga a 1000 rpm durante 1-2 minutos, nuevamente con
el fin de eliminar burbujas, y se mantiene en hielo hasta el momento de su uso. Se
recomienda, en este momento, rotular las 8 areas en las que puede dividirse la placa de 384

pocillos, lo que facilitara los pasos posteriores (Figura 23, paso 2).

En un tercer paso, disponemos un Tip Block en el Plate guide que no vayamos a
utilizar, y lo rellenamos con puntas de micropipeta especificas para este uso exclusivo.
Asimismo, se prepara la case con el liquido de inmersion, tal y como se indica en el paso 3 de

la Figura 23.
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Tras este paso, cortamos con un bisturi el area que va a ser cargada en la placa de 384
pocillos, despegando cuidadosamente la correspondiente zona del papel adhesivo. A
continuacién, colocamos el Plate guide que corresponde a esa zona y disponemos el Tip Block
en el hueco, comprobando que todas las puntas anteriormente dispuestas se encuentren
alineadas. Procedemos a subir y bajar el Tip Block entre 20-30 veces, paso que debe permitir
que el nivel de muestra esté un milimetro por encima del borde del Tip Bloc (Figura 23, paso

4).

El array disefiado con nuestros primers de interés se coloca en el Plate Holder de tal
forma que el cédigo de barras quede a la izquierda (Figura 23, paso 5), siendo siempre
minuciosos en su manipulacién; este conjunto Plate Holder mas array se dispone en el
Autoloader en base a las indicaciones dadas por el equipo. A continuacién se coloca muy
suavemente y despacio el Tip Block previamente cargado en el Autoloader, esperando la
verificacion por parte del equipo de una correcta disposicion. Tras recibir dicha verificacién,
procedemos a alinear nuevamente las puntas dispuestas en el Tip Block y accionamos el
equipo para que dé comienzo la carga automatica de muestra en el array. Tras esta carga,
retiramos el Tip Block de forma lenta para evitar la formacién de burbujas en el array.
Inmediatamente, con el objeto de evitar evaporaciones de la muestra, se introduce el array
con el cédigo en el lado con el borde negro brillante de la Case, deslizdndolo por los surcos
pero sin forzar en ningin momento (Figura 23, paso 6). Una vez que el array llega al fondo
de la Case, se retira el sobrante del liquido de inmersién y se sustituye por un pegamento
especifico, recomendandose su aplicaciéon primero de un lado de la Case hasta que llegue a la
mitad, y repetir el proceso en la otra mitad. Realizado este paso, se deja 3 minutos por cada
lado en el equipo de sellado proporcionado por la casa comercial (Figura 23, paso 6), y se
limpia cuidadosamente ambas caras de la Case con etanol al 70%. Finalmente se le adhiere un

marco metdlico que va a facilitar el contacto de la Case con el bloque térmico del
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termociclador Tagman OpenArray NT Cycler (Figura 23, paso 7) (Biotrove Inc., Woburn, MA,

% ” HEn
1,441 DNA BB o
4,6 IMMR 5| =

USA).

6 Sellado del Array

Placa 96-pocillos

1000rpm »
1-2min Array Case con
fluido de
o inmersin
2 / LM DA 4 Carga de muestras en los tips

-------- Truny

T

i
i
e

Case Sealing Station

¥

7 Montaje del frame y lectura en OpenArray NT Cycler

Placa 384-pocillos

‘ Sellado
1 13-4

1000 rpm
1-2min

Mantener en hielo

Figura 23. Protocolo desarrollado para el analisis de expresion génica por OpenArray

Las muestras de cDNA presentes en los arrays se sometieron a un ciclo de 90 °C de 10
minutos seguido de 36 ciclos de 28 segundos a 95 °C, 1 minuto a 55 °C, y 70 segundos a 72 °C.
Los resultados obtenidos fueron analizados con el software Biotrove OpenArray NT Cycler

System Software (version 1.0.4) (Biotrove Inc., Woburn, MA, USA) y DataAssist™ Software
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(version 3.0) (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Los niveles de expresién se
normalizaron con respecto a los valores de expresién de los genes constitutivos hprtl
(hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa), puml (homoélogo de pumilio 1) y psmc4
(subunidad reguladora 6B del proteosoma 26S), usando el grupo control wild-type como
grupo calibrador de los cambios en la expresién debido al proceso inflamatorio asociado a la

sepsis o los efectos del tratamiento con melatonina.

5. ANALISIS DEL CONTENIDO DE PROTEINA POR WESTERN BLOT

La fraccién citosélica o nuclear, una vez descongelada, se trata con Sample Buffer
constituido en base a SDS 2,5%, B-mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol 0,01%. A
continuacién se procede a incubar la mezcla a 99 °C durante cinco minutos y posterior
incubacién a 4 °C durante el mismo periodo de tiempo. El tratamiento de la muestra se
completa con una breve centrifugaciéon a velocidad maxima. Tras esta secuencia de pasos
hemos conseguido no sélo desnaturalizar la proteina a su estructura lineal primaria,
facilitando asi la unién del anticuerpo a su epitopo correspondiente, sino también eliminar
cualquier material insoluble que pueda presentarse en la muestra y que seré responsable de

la aparicion de patrones “desnudos” durante la electroforesis.

Las muestras preparadas se aplican en un gel de poliacrilamida al 7,5% o al 12,5% en
presencia del detergente aniénico dodecilsulfato (SDS-PAGE) (PhastGel Media Homogeneous,
GE Healthcare Bioscience, USA). Tanto el porcentaje de poliacrilamida empleado asi como la
cantidad de proteina aplicada en el gel variardn en funcién de la proteina a analizar (tabla 5).
La separacion electroforética, en un gel del 7.5% SDS-PAGE, se realiza bajo las siguientes
condiciones: paso 1.1: 250 V, 10 mA, 3 W, 15 °C, 1 vh; paso 1.2: 250 V, 1 mA, 3 W, 15 °C, 1 vh;

paso 1.3: 250 V, 10 mA, 3 W, 15 °C, 60 vh. Estas condiciones fueron similares para el gel del
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12.5% SDS-PAGE a excepcién del paso 1.3, cuyas condiciones fueron las siguientes: 250 V, 10
mA, 3 W, 15 °C, 70 vh. Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas se transfieren a una
membrana de nitrocelulosa (Hybond™-ECL™ nitrocellulose membrane, GH Healthcare Europe
GmbH, Barcelona, Esparia) bajo las siguientes condiciones: 20 V, 25 mA, 1 W, 15 °C, 5 vh. Tanto
la electroforesis como la transferencia se llevan a cabo en el equipo Phastsystem™ (GE
Healthcare Bioscience, USA). Tras la transferencia, se tifie la membrana para la visualizacién de
las proteinas con una solucién de Rojo Ponceau (Rojo Ponceau 0,2%, acido tricloroacético 3% y
acido acético 3%) y se bloquea la membrana durante 1-4 horas a temperatura ambiente en
tampon de bloqueo PBS-T (fosfato potasico 0,01 M, NaCl 0,15 M, pH 7,4, Tween20 0,01%)
mas 5% de BSA o leche descremada en polvo. Los tiempos de bloqueo asi como la
composicion del tampén empleado para cada proteina se especifican en la tabla 5. A
continuacién, se incuba la membrana durante toda la noche (aproximadamente 14-16 horas)
a 4 °C en agitacion constante con el anticuerpo primario especifico diluido en el tampén de
bloqueo. Tras la retirada del anticuerpo primario, se lava la membrana 3 veces con PBS-T
durante 10 minutos y se procede a incubar 1 hora a temperatura ambiente con el
correspondiente anticuerpo secundario diluido en PBS-T. Las referencias de los anticuerpos
primarios y secundarios utilizados en el estudio, asi como las diluciones empleadas, se
especifican en la tabla 5 y anexo 3. Finalmente, se vuelve a lavar la membrana 3 veces con
PBS-T durante 10 minutos y se revela con la adicién de un reactivo de quimioluminiscencia
(Western Lightning™Plus-ECL de PerkinElmer Inc.) segtin las instrucciones del fabricante. La
imagen la digitalizamos en un equipo de imagen (Image Station 2000R, Eastman Kodak

Company) y se cuantifica mediante el uso del software 1D Image Analysis (version 3.6).
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NF-xB IRAK-1 IRAK-4 IKKa IKKB IxBa IL-1B TNFa iNOS

Hg
el 20 pg 10 pg 10 pg 10 pg 10 pg 12 pg 15 pg 15 pg 20 pg
SDS-PAGE 12,5 % 7,5 % 7,5 % 7,5 % 7,5 % 12,5 % 12,5 % 12,5 % 7,5 %
Bloaueo 2 h PBS- 3hPBS-T+ 3 hPBS-T+ 2 h PBS- 2 h PBS- 2 h PBS- 3hPBS- 2hPBS-T+5  2hPBS-
1 T+5% BSA 5% milk 5% milk T+5% BSA  T+5% BSA  T+5% BSA  T+5% BSA % BSA T+5% milk
Ac1° 1:100 1:500 1:200 1:500 1:500 1:100 1:100 1:100 1:100
Ac 2° Anti-mouse  Anti-rabbit = Anti-goat =~ Anti-mouse Anti-mouse Anti-mouse Anti-mouse Anti-mouse Anti-rabbit
1:500 1:5000 1:1000 1:1000 1:1000 1:1000 1:1000 1:500 1:5000

Caspasa-1 Caspasa-1 p20 RORa Ac-NF-«B
ng
prot/poeillo 15 pg 15 pg 15 pg 20 pg 15 pg 20 pg 20 pg
SDS-PAGE 7,5 % 12,5 % 12,5 % 12,5 % 12,5 % 12,5 % 7,5 %
- 1hPBS-T+5% 1hPBS-T+5% 2hPBS-T+5%  3hPBS-T+5% 3hPBS-T+5% 3hPBS-T+5%  2hPBS-T+5%
oqueo BSA BSA BSA BSA BSA BSA milk
Ac1° 1:250 1:500 1:250 1:100 1:100 1:100 1:100
o Anti-mouse Anti-mouse Anti-mouse . . Anti-goat Anti-rabbit Anti-mouse
Ac2 1:1000 1:1000 1:1000 Anti-goat 1:1000 1:1000 1:5000 1:1000

Tabla 5. Condiciones de Western Blot para el analisis del contenido de las proteinas descritas.
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6. DETERMINACION DEL ESTRES OXIDATIVO CELULAR

6.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA SUPEROXIDO

DISMUTASA DEPENDIENTE DE COBRE Y ZINC (Cu-Zn-SOD; SOD1)

La familia de la superdxido dismutasa (SOD; EC 1.15.11) estd integrada por tres
isoformas: a) una isoforma dependiente de cobre y zinc (Cu-Zn-SOD; SOD1), predominante
en la fraccién soluble celular y liquido extracelular, y en la cual los ligandos de ambos
metales son cadenas laterales de histidina; b) la isoforma manganeso dependiente (Mn-SOD;
SOD?2), localizada en la matriz mitocondrial, que presenta tres cadenas laterales de histidina,
una de aspartato y una molécula de agua o un ligando hidroxilo como ligandos de los iones
manganeso en funcion de su estado de oxidacién; y c) una isoforma dependiente de hierro
(Fe-SOD), exclusiva de bacterias, y cuyo sitio activo comparte caracteristicas estructurales

con la anterior isoforma.

Independientemente del metal que acttie como cofactor, las diferentes isoformas de la
SOD representan la primera linea de defensa de las células frente al estrés oxidativo,
catalizando la conversién del radical anién superéxido en peréxido de hidrégeno y oxigeno
(ecuacion 1). Precisamente, su actividad enzimatica implica la presencia de alguna de sus
isoformas en cualquier tipo celular con capacidad para utilizar el oxigeno y, en consecuencia,

producir anién superdxido (Fridovich, 1974).

El método utilizado para la determinacién de la SOD1 se basa en el desarrollado por
Misra y Fridovich (Misra and Fridovich, 1972) : la epinefrina, en medio alcalino, experimenta
una auto-oxidacion generandose en consecuencia anion superéxido que, a su vez, transforma
la adrenalina en adrenocromo. En presencia de SOD1, la produccién de dicho adrenocromo
se reduce al neutralizar esta enzima la sintesis de anién superéxido (ecuacion 2). Asimismo,

la valoracién de la actividad enzimatica requiere conocer la dosis inhibitoria 50 (ID50), es
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decir, la cantidad de enzima capaz de inhibir en un 50% la produccién del adenocromo; por
ello, la actividad de la SOD1 se expresara en U/mg de proteinas, definiéndose una unidad

como la cantidad de proteina equivalente capaz de inhibir la produccion de adenocromo en un 50%.

1) O +2HY —— HO,+ O

) RH; + O, +2H* —RH; + H,0,

Reacciones catalizadas por la SOD in vivo (1) e in vitro (2) donde: Os*, anién superdxido; H20z,

peréxido de hidrégeno; RHs", adrenalina; RHs" + H>O», adrenocromo.

Protocolo

De forma previa a la determinaciéon de la actividad enzimatica, debemos extraer la
SOD1 presente en nuestras muestras experimentales. Para ello, realizamos una dilucién 1/5
de la muestra en agua Milli-Q y, en un tubo de vidrio, afiadimos 500 pl de dicha dilucién y
800 pl de una mezcla etanol-cloroformo (1.66/1). A continuacién agitamos manualmente
durante 60 segundos y centrifugamos a 3.000 rpm durante 5 minutos a 4 °C, recogiendo el
sobrenadante correspondiente a la SOD1 que se mantendra en hielo hasta su posterior uso

(maximo 24 horas).

Una vez extraida la SOD1, se procede a preparar epinefrina 6 mM en HCl 1 mM,
evitando en todo momento su exposicion a la luz a fin de que no se auto-oxide. Asimismo, se

realizan distintas diluciones de la muestra en funcion de lo especificado en la siguiente tabla:

Dilucion Sobrenadante Agua Milli-Q
1:50 10 pL 490 pL
1:25 20 pL 480 pL
3:50 30 uL 470 pL
2:25 40 pL 460 pL
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Finalmente, la actividad de la SOD1 se determina mediante reacciones en microplaca
en las que tendremos en cuenta, como consideraciones generales, que (1) la epinefrina debe
ser el dltimo reactivo que se afiada, al ser ésta la responsable de iniciar la reaccién, y (2)

asegurarnos que los distintos reactivos se mezclen de forma correcta.

e El primer pocillo de la microplaca, correspondiente al blanco de reaccién, se
constituye en base a 250 pl de tampon carbonato 50 mM/EDTA-Naz 0,1 mM, 20 pl
de HC11 mM y 30 pl de agua Milli-Q.

e En el segundo pocillo tendré lugar la reacciéon de la epinefrina en la cual debemos

observar una formacién maxima de adrenocromo ya que este punto no muestra
SOD en su composicion: 250 pl de tampoén carbonato 50 mM/EDTA-Na; 0,1 mM, 20
ul de epinefrina 6 mM y 30 ul de agua Milli-Q.

e Los restantes pocillos corresponden a la reaccion de la SOD, en los cuales

determinaremos la actividad enzimaética en distintas diluciones de la muestra

Dilucién Tampon Carbonato Dilucién Epinefrina Agua Milli-Q
1:100 250 pL 15 pL de la 20 pL 15 pL
dilucién 1:50
1: 50 250 pL 30 pL 20 pL
1:25 250 pL 30 pL 20 pL
3:50 250 pL 30 pL 20 pL
2:25 250 pL 30 pL 20 pL

La lectura se realiza en un espectrofotémetro de placa (Bio-Tek Power-Wave, Microplate
Scanning Spectrophotometer) a 480 nm y a una temperatura de 30 °C. Obtendremos valores de
absorbancia cada 60 segundos durante un periodo de tiempo de 10 minutos, determinando
para cada punto de reaccién de los anteriormente indicados el intervalo de tiempo en el cual

el incremento de absorbancia muestra una mayor tendencia lineal. Una vez anotados tanto
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los intervalos de tiempo como sus correspondientes absorbancias, procedemos a aplicar la
férmula (AAbsornancia/A tiempo de reaccion) x60, disefiando con los valores obtenidos la
funcién lineal y exponencial que mejor se ajuste a nuestros valores de absorbancia,
escogiendo para la determinacion de la actividad de la SOD1 aquella funcién cuyo valor de

regresion sea mds cercano a la unidad.

6.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUTATION

PEROXIDASA (GPx) CITOSOLICA

La accion enzimdtica de la SOD1 debe ir siempre acoplada a otros sistemas
antioxidantes que eviten, en dltima instancia, la acumulacién de H>O: en la célula. Una de
estas enzimas acopladas es la glutation peroxidasa (GPx; EC 1.11.1.9), la cual cataliza la
reduccion de la mayor parte del H>O, formado a nivel citosoélico a HO y O,, empleando para
ello glutation reducido (GSH) como agente reductor. La GPx muestra dos isoformas
diferentes, una dependiente de selenio como cofactor para su accién enzimatica (Se-GPx), y
otra totalmente independiente de este elemento (iSe-GPx). Ambas isoformas son capaces de
usar hidroperéxidos organicos (t-BHP, cumeno hidroperéxido) como sustratos, si bien sélo la
Se-GPx es capaz de utilizar la forma inorgénica (H»O,) (Lawrence and Burk, 1976). Otra
diferencia entre ambas isoformas reside en su localizacién celular al ser descrita la Se-GPx
como isoforma mitocondrial a diferencia de la iSe-GPx, presente de forma exclusiva a nivel
citosélico (Lawrence and Burk, 1978). Sin embargo, atn existe cierta controversia al respecto,
lo que nos obliga a utilizar como sustrato un hidroperéxido organico y asegurarnos la

medida total de la actividad de la GPx citosélica.
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El método empleado consiste en una técnica espectrofotométrica indirecta basada en
la reacciéon acoplada con la glutatién reductasa (GRd) y utilizando cumeno hidroperéxido

como sustrato (Jaskot et al., 1983). Las reacciones que tienen lugar son:

GP
(1) ROOH +2GSH ———» R-OH + GSSG

GRd
(2) GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP+

Entonces, la actividad de la GPx se mide indirectamente siguiendo la oxidacién del

NADPH a 340 nm.

Protocolo

En primer lugar procedemos a preparar nuestras muestras experimentales, sonicando
la fraccién citosolica (Sonuplus HD-2070) y posteriormente centrifugando a 10.000 ¢ durante
10 minutos a 4 °C. La actividad de la GPx, asi como la posterior determinacién de la GRd, se
realiza en el sobrenadante obtenido, alicuotando 50 pl para determinar la concentracién de
proteinas (LOWRY et al., 1951). A continuacién se incuban 10 pl de muestra en una
microplaca durante 4 minutos a 37 °C con 240 pl de una solucién de trabajo compuesta por
fosfato potasico 50 mM, EDTA dipotasico 1 mM, pH 7,4, azida sédica 4 mM, GSH 4 mM,
NADPH 0,2 mM y GRd (0,5 U/ml). Tras la incubacién se afiaden 10 pl de cumeno
hidroperéxido (1:250 en buffer fosfato potasico 50 mM, EDTA dipotésico 1 mM, pH 7,4) para
iniciar la reaccion y se mide la absorbancia a 340 nm durante 3 minutos en un
espectrofotémetro de placa (BioTek Power-Wave, Microplate Scanning Spectrophotometer). En
todas las determinaciones se resta la oxidacion no enzimatica del NADPH sustituyendo los

240 pl de la solucién de trabajo por NADPH 0,2 mM en buffer fosfato potasico 50 mM, EDTA
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dipotasico 1 mM, pH 74. La actividad de la GPx es expresada en nmol de NADPH

oxidado/min * mg proteina en base a la siguiente ecuacion:

AAbs catalizada - AAbs no catalizada Volumen total
Actividad GPx = X

0,062 Volumen muestra

6.3 DETERMINACION DE LA GLUTATION REDUCTASA (GRd)
CITOSOLICA
La accién catalitica de la GPx conlleva la oxidaciéon del glutatiéon reducido (GSH),
cualitativamente el principal antioxidante endégeno de la célula, a glutatién oxidado (GSSG);
por ello, la accion de la GPx lleva asociada la puesta en marcha de un sistema ciclico que
restaure nuevamente los niveles de GSH. En dicho sistema ciclico, la glutatiéon reductasa
(GRd; EC 1.6.4.2) va a catalizar la reduccion del GSSG a GSH, requiriendo para tal accion el
poder reductor del NADPH que se convierte en NAD+, si bien la accién acoplada de la

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa restablece nuevamente el pool celular de NADPH.

En base a estas consideraciones tedricas, la determinacion de la actividad de la GRd
se realiz6 cuantificando de forma directa la oxidacién del NADPH consecuencia del proceso
de reduccion del GSGG catalizado por la GRd (Jaskot et al., 1983), tal y como se muestra en la

siguiente reaccion:

GRd
(1) GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP+

Protocolo

Utilizando la misma muestra procesada para la determinacion de la GPx, 35 ml de

esta muestra se ahade a 465 ml de una solucién de trabajo compuesta por fosfato potasico 50
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mM, EDTA dipotésico 1 mM, pH 7,4 y GSSG 2 mM. Tras una incubacién a 37 °C durante 4
minutos, se afiade 8,5 ml de NADPH 9,5 mM preparado en fosfato potasico 50 mM, EDTA
dipotasico 1 mM, pH 7,4. La oxidacién del NADPH es registrada durante 3 minutos a 340 nm
en un espectrofotometro de cubeta (UV1603 Shimadzu spectrophotometer). En todas las
determinaciones se resta la oxidacién no enzimatica del NADPH mediante la sustitucién de
los 465 ml de solucién de trabajo por el mismo volumen de buffer fosfato potdsico 50 mM,
EDTA dipotasico 1 mM, pH 7,4. La actividad de la GRd es expresada en nmol NADPH

oxidado/min * mg prot en base a la siguiente ecuacion:

AAbs catalizada - AAbs no catalizada Volumen total

Actividad GRd =

0,062 Volumen muestra

6.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA CATALASA (CAT)

El peroxido de hidrégeno generado por la SOD1 puede detoxificarse, ademas de por
el sistema GPx/GRd, por acciéon de la catalasa (CAT; EC 1.11.1.6), una enzima que si bien no
es mayoritaria su actividad a nivel citosélico (representa un 20% del total, registrandose el
80% restante a nivel peroxisomal) muestra una gran eficiencia en la conversion del H2O» a
H>O y O, tanto que no puede ser saturada por H>O, a ninguna concentraciéon (ecuacién 1).
Ademas de esta funcién catalitica, la catalasa muestra una actividad peroxidasa, catalizando
la oxidaciéon de compuestos reducidos (metanol, etanol, acido férmico y fenoles) bajo

condiciones de pH bésico (ecuacién 2).

(1) 2H,O —2H,O + O,

(2) ROOH + AH, — H;O + ROH + A
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La presencia de ambas actividades hacen que la catalasa, aunque no sea esencial para
algunos tipo de células en condiciones normales, tenga un papel clave en la adquisicion de
tolerancia al estrés oxidativo en la respuesta adaptativa de las células, cooperando con la
GPx en la captura del H202 antes de que puede difundir de la célula y extender el dafio

oxidativo.

Protocolo

Para evaluar la actividad de la catalasa se emplea el método desarrollado por Aebi,
1984 (Aebi, 1984) basado en medir la disminucién del H>O; por la accién catalitica de la
enzima. Para ello, se mezcla la muestra citosélica (concentracion final: 0,15 mg/ml) con una
soluciéon de trabajo compuesta por fosfato potasico 50 mM, pH 7 y H>O, 15 mM hasta un
volumen final de reaccién de 500 pl. El descenso en la densidad 6ptica es registrada durante
3 minutos a 240 nm en un espectrofotémetro de cubeta (UV1603 Shimadzu spectrophotometer).

*

La actividad de la catalasa se expresa en umoles /min * mg prot en base a la siguiente

féormula

AAbsorbancia/min x 1000

Actividad CAT =

E240 X concentracion final muestra

donde &y es el coeficiente de extincién molar del H,O»a 240 nm (39, 58 M1 x cm )
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7. DETERMINACION PARAMETROS ANALITICOS POR ELISA

7.1 CUANTIFICACION DE LA CAPACIDAD DE UNION AL DNA DE NF-«B

p65

Se utiliz6 el kit TransAM™ NF-kB p65 (Active Motif Europe, Rixensart, Bélgica) para
registrar la unién al DNA mostrada por la subunidad p65 de NF-kB en los distintos grupos
experimentales, kit donde se combina la rapidez y sencillez del formato ELISA con una
forma sensible y especifica para la activaciéon de NF-«B al contener una placa con 96 pocillos
en los cuales ha sido inmovilizado la secuencia consenso de unién para kappaB: 5°-

GGGACTTTCC-3". El ensayo se realizé en todo momento de acuerdo a las instrucciones del

manufacturador.

En primer lugar se prepara la placa proporcionada por el kit para la union de NF-«B a
su secuencia consenso, afiadiendo para ello 30 pl de Complete Binding Buffer a cada pocillo. A
continuacién, adicionamos 20 ul de la muestra (concentraciéon final de 20 pg), del extracto
nuclear Jurkat propocionado por el kit (concentracién final de 2,5 pg) o de Complete Binding
Buffer en funcion de si el pocillo es definido como muestra, control positivo o blanco,
respectivamente. Una vez dispensada la placa conforme a los volimenes anteriormente
mencionados, procedemos a sellarla e incubarla durante una hora a temperatura ambiente
con una agitacién media de 100 rpm. Pasado este tiempo, lavamos cada pocillo 3 veces con
200 pl de Washing Buffer 1X. Tras finalizar estos lavados, afiadimos 100 pl de anticuerpo NF-
kB diluido 1.1000 en Antibody Binding Buffer, sellamos nuevamente la placa e incubamos una
hora a temperatura ambiente sin agitaciéon. Finalizada la incubacién con el anticuerpo
primario, lavamos nuevamente con Washing Buffer 1X de forma similar a lo descrito con

anterioridad e incubamos 1 hora a temperatura ambiente sin agitaciéon con 100 pl de
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anticuerpo HRP diluido 1:1000 en Antibody Binding Buffer 1X. Tras los pertinentes lavados,
afiadimos 100 pl de Developing Solution e incubamos 1 minuto a temperatura ambiente hasta
que el color de las muestras vire a un color azul intenso. Finalmente, adicionamos 100 pul de
Stop Solution, tornandose las muestras del color azul oscuro a un color amarillo. La lectura
de absorbancias se realiza en un espectrofotémetro de placas (Bio-Tek Power-Wavey, Microplate
Scanning Spectrophotometer) a 450 nm, expresandose la capacidad de unién de NF-kB al DNA

en términos de densidad 6ptica.

7.2 NIVELES INTRACELULARES DE NAD+

Para una rdpida, sensible y precisa medida de los niveles celulares de NAD/NADH
se utilizo el kit NAD/NADH Assay Kit (Abcam, Cambridge, MA, USA). Se trata de un kit
colorimétrico que, gracias a la presencia del componente NAD CyclingEnzyme Mix, reconoce
especificamente NAD/NADH, pero no NADP o NADPH, en una reacciéon de reciclaje

enzimatico, sin necesidad de purificar las muestras.

De acuerdo a las instrucciones dadas por la casa comercial, se homogeniza 20 mg de
corazén en 400 ul de NADH/NAD Extraction Buffer y se centrifuga a 14.000 rpm durante 5
minutos a temperatura ambiente, utilizdindose el sobrenadante obtenido para la
determinacion de los niveles de NAD/NADH. En un segundo paso, procedemos a preparar
la curva estindar sobre la cual se extrapolardn los datos de absorbancia obtenidos en
nuestras muestras; para ello, preparamos un estdndar de NADH 10 uM en un volumen final
de 500 pl a partir del cual definimos los distintos puntos de la curva en base a los volimenes

reflejados en la siguiente tabla:
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Assay Volumen final Concentracion

Estindar NADH 10 pM estandar ( pul)

Buffer (ul) estandar/pocillo (ul) NADH
1 0 5% 5  Opmol/pocillo
2 6 144 50 20 pmol/pocillo
3 12 138 50 40 pmol/pocillo
4 18 132 50 60 pmol/pocillo
5 24 126 50 80 pmol/pocillo
6 30 120 50 100 pmol/pocillo

A continuacién, realizamos un paso de descomposicién del NAD necesario para la
determinacién de los niveles de NADH; este paso consiste en la incubacién a 60 °C durante
30 minutos de 200 pl del homogenado anteriormente obtenido, seguido de una breve
centrifugacion a méxima velocidad para eliminar cualquier precipitado que haya podido
formarse. Finalmente, las muestras se mantienen en hielo hasta el comienzo del ensayo. La
determinaciéon de los niveles totales de NAD/NADH se realiza directamente en el
sobrenadante, sin necesidad de tratamientos previos.

Tras la preparacion de todos los estandares y las muestras, se carga una placa de 96
pocillos, por duplicado, 50 ul de las diferentes diluciones de los estandares, 50 pl de las
muestras sin tratar, y 50 pl de las muestras en las cuales se ha procedido a la descomposicién
del NAD+. Seguidamente se afade 100 pl de Reaction Mix (constituido por 98 ul de NADH
Cycling Buffer y 2 pl de NADH Cycling Enzyme Mix) a todos los pocillos, y se incuba la placa
a temperatura ambiente durante 5 minutos, periodo de tiempo suficiente para convertir el
NAD en NADH. Finalmente se adicionan 10 pl de NADH Developer y se realizan lecturas de
absorbancias a 450 nm entre las 1-4 horas, tiempo de lectura que vendra determinado por el
momento de estabilidad de la reaccién colorimétrica. Las concentraciones de NAD+, NADH
y NAD total se expresan en ng/mg proteina, conociendo el peso molecular del NADH (663,4

g/mol) y mediante la aplicacion de las siguientes férmulas:
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Absorbancia corregida - y-intercepto
[ NADt] =

Pendiente de la recta

Absorbancia corregida - y-intercepto

[ NADH ] =
Pendiente de la recta

[ NAD+] = [ NADt] - [ NAD+]

8. CONSUMO DE OXIGENO MITOCONDRIAL

La determinaciéon del consumo de oxigeno mitocondrial en los distintos grupos
experimentales se llevé a cabo mediante el sistema de respirometria de alta resolucién
Oxygraph-2k (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) equipado con un electrodo TPP* ion
selectivo (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) y un electrodo de referencia MI-401
(Microelectrodes Inc., Bedford, USA). El anélisis del estado respiratorio se realiz6 en fibras
musculares de corazén, lo que permite el acceso experimental y evaluacién de todo tipo de
mitocondrias, descartandose asi la posibilidad de una pérdida selectiva de mitocondrias
dafiadas durante el proceso de aislamiento mitocondrial (Larsen et al., 2014). En primer
lugar, se procede a la obtenciéon de 0,7 mg de fibras musculares, las cuales seran
permeabilizadas mediante métodos mecénicos, es decir, la separaciéon manual de los haces
de fibras, y quimicos, sumergiendo las fibras en una solucién de saponina 5 mg/ml en buffer
de preservacion BIOPS (CaKEGTA 2,77 mM, K:EGTA 7,23 mM, NaxATP 5,7 mM, MgCls -
6H>0 6,56 mM, taurina 20 mM, fosfocreatina disédica 15 mM, imidazol 20 mM, DTT 0,5 mM
y MES 50 mM, pH 7,1). Una vez permeabilizadas, las fibras musculares se disponen en el
interior de las camaras del respirémetro a 37 °C en un volumen de 2 ml de medio de
respiracion MiR06Cr (EGTa 0,5 mM, MgCl, - 6H>O 36 mM, taurina 20 mM, KH>PO4 10 mM,

HEPES 20 mM, D-sacarosa 110 mM, BSA libre de acidos grasos 1 g/1, acido lactobiénico 60
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mM y catalasa 280 unidades/ml, pH 7,1, medio que serad enriquecido con creatina 3 mg/ml).
Los datos de consumo de oxigeno se corrigen en base a la adicién de inhibidores de los
diferentes complejos respiratorios (rotenona, dcido malénico y antimicina A). Los datos se

obtienen y se analizan mediante DatLab 4 software (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria).

9. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS:
METODO DE LOWRY

Para calcular la concentracién de proteinas presentes en las distintas fracciones
analizadas (citosol, ntcleo, mitocondria y membrana celular) se utiliza el método de Lowry
con las pertinentes modificaciones del método de Biuret (LOWRY et al., 1951; Simonian,
2002). Se trata de una técnica colorimétrica con dos reacciones complementarias:

a) Reaccién de Biuret, especifica de los grupos amino de los enlaces peptidicos, y que

implica la formacién de un complejo coordinado coloreado de estos grupos con el
cobre en medio alcalino. Este pH alcalino permite el desplegamiento de las proteinas
globulares en medio acuoso, es decir, actia a modo de agente desnaturalizante para
permitir que los iones de cobre lleguen hasta los grupos amino de los enlaces
peptidicos.

b) Reduccién del reactivo de Fenol producida por el efecto de ciertos radicales

aromaticos de los aminoacidos y de los complejos de Biuret. Este reactivo acttia a
modo de indicador redox el cual, al reducirse, adquiere un color azul de intensidad
variable en funcién de la cantidad de proteinas presentes en la muestra, y que puede

cuantificarse midiendo la absorbancia a 650 nm.
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Complejo Proteina-Cu 2* Complejo Proteina-Cu 2*
AA red. AA oxid.
Reactivo Folin oxid. Reactivo Folin red.
AZUL

Figura 24. Reacciones colorimétricas dadas en la determinacion de proteinas segin el método de

Lowry

Protocolo

Para medir la concentracién de proteinas de cualquier muestra citosélica, nuclear,
mitocondrial o membrana celular, se adapta el método de Lowry a un micrométodo

realizado en placas de enzimoinmunoensayo.

En primer lugar, se procede a la preparacién de una recta patrén en la cual se utiliza
albimina sérica bovina como estdndar (disuelta en TRIS 20 mM) a concentraciones entre
0,05-0,6 mg/ml. A continuacién se dispone en los pocillos 50 ul de blanco, patrones o
muestras, afladiendo posteriormente 200 pl de reactivo de Lowry (carbonato disédico al 2%
en NaOH 0,1 M, tartrato de sodio-potasio al 1% y sulfato ctaprico al 0,5%, siendo la
proporcién de estas soluciones de 98:1:1) y se incuba durante 10 minutos a temperatura
ambiente en agitacion (agitador de placas: Grant Bio PMS-1000 Microplate Shaker).
Finalmente, la reaccién se revela con 50 pl de reactivo de fenol diluido 1:10 con agua Milli-Q.
Se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente y se mide la absorbancia a 650 nm en

un espectrofotémetro de placa (Bio-Tek Power-Wave,, Microplate Scanning Spectrophotometer).
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10. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos presentados en esta Tesis Doctoral se expresan como la media aritmética
(medida de la tendencia central) + error estaindar (medida de la dispersion de los datos),
utilizdndose para ello de cuatro a seis experimentos por duplicado, al menos que se
especifique lo contrario en las leyendas que acompafian a las figuras de los resultados. La
comparaciéon de medias entre los diferentes grupos experimentales se realiza mediante un
analisis ANOVA, comprobandose en cada grupo de estudio la hipétesis de normalidad de
las distribuciones mediante el test de la t de Student ( Prism Software, GraphPad, San Diego,

CA, USA). Se considerd un valor de P < 0,05 como estadisticamente significativo.
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Los resultados mostrados en este apartado corresponden al trabajo:

Garcia JA, Volt H, Venegas C, Doerrier C, Escames G, Lopez LC, Acuna-Castroviejo D.
Disruption of the NF-kB/NLRP3 connection by melatonin requires retinoid-related
orphan receptor alpha (RORa) and blocks the septic response in mice. FASEB 2015; Factor
de Impacto: 5.480; Areas: Biology - Biochemistry & Molecular Biology - Cell Biology;

Posicién/area:- 7/85 - 47/291 - 45/185.

En este trabajo se describe que la activacion persistente y cooperacion entre las vias de
sefalizaciéon dependientes de NF-kB y NLRP3 tiene lugar de forma paralela a una grave
situacion de estrés oxidativo y disfuncién mitocondrial en corazén de ratones sépticos, lo que
sin duda va a amplificar y sostener la respuesta inflamatoria sistémica asociada a esta
patologia. Asimismo, se demuestra por primera vez que la melatonina requiere al receptor
retinoide huérfano alfa (RORa) para interrumpir la conexion entre NF-kB y NLRP3 durante
la sepsis, recuperar la funcién mitocondrial normal y restablecer el estado redox celular. En
su conjunto, los resultados que se exponen a continuacién justifican fehacientemente el uso

de la melatonina como co-terapia en pacientes sépticos.
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1. LA MELATONINA INHIBE LA ACTIVACION DE NF-kB Y NLRP3 DURANTE

LA SEPSIS

La figura 25 ilustra la monitorizacién in vivo de la dindmica temporal de la respuesta
inflamatoria y el efecto terapéutico de la melatonina en ratones NF-&B-RE-luc, determinacién
que se realiza con el sistema de andlisis de imagen IVIS-Spectrum. La capacidad de unién de
NF-kB al DNA muestra un incremento transitorio y tiempo-dependiente al monitorizarse
tanto el cuerpo entero como el corazén de ratones NF-xB-RE-luc sépticos, con unos valores
maximos de unién a las 8 horas de inducir la sepsis por CLP (Figura 25 A,B). Sin embargo, la
sefial bioluminiscente dependiente de la activacién de NF-kB registrada al analizar el cuerpo
entero del ratén fue mayor en comparacién con la sefial emitida por la zona donde se localiza
el corazén, hecho que puede relacionarse con la localizacién anatémica profunda de este
altimo que dificulta la deteccién de la bioluminiscencia. En relacion con esta activacion de
NF-kB, se observoé in vivo un aumento de la sefial fluorescente relacionada con la infeccion a
lo largo de las 24 h del proceso séptico en ratones BALB/C (Figura 25 C). Asimismo, se
analiz6 en ratones wild-type C57BL/6 la translocacién nuclear y capacidad de unién de NF-
kB al DNA mediante western blot y ELISA, respectivamente, confirmandose la maxima
activacion de NF-«B a las 8 horas de inducir la sepsis (Figura 26 A). El tratamiento con
melatonina disminuy6 notablemente los niveles nucleares de NF-kB y su capacidad de unién
al DNA, si bien la carga bacteriana asociada al proceso séptico no se vio alterada (Figura 25 y

Figura 26 A).
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Figura 25. Estudio in vivo de los efectos anti-inflamatorios de la melatonina en ratones sépticos. A)
Anélisis cinético in vivo de la capacidad de unién de NF-«B al DNA en ratones NF-«B-RE-luc LPTA®
sépticos sin tratar (CLP) o tratados con melatonina (CLP+M). Cada grupo experimental esta
constituido por 7 ratones. La escala de color indica la intensidad de la bioluminiscencia registrada. B)
Representacion grafica de la actividad luciferasa media mostrada en A. C) Imagen fluorescente de la
carga bacteriana en ratones BALB/C sépticos sin tratar (CLP) o tratados con melatonin (CLP+M). Se

analizaron 5 ratones por grupo experimental. La escala de color indica la eficiencia de la radiacion.
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Figura 26. La melatonina inhibe las vias de sefializacién de NF-xB y NLRP3 en ratones wild-type
sépticos. A) Andlisis cinético in vitro de los niveles nucleares y capacidad de unién de NF-«xB al DNA.
B) Western blot representativo de los niveles citosdlicos de TNF-o e iNOS. La activaciéon del
inflamasoma NLRP3 se evalué mediante los niveles citosélicos de NLRP3 y ASC (C, D), activacién de
la caspasa-1 (E) y maduracion de la IL-1B (F). Los experimentos se realizaron en corazén de ratones
wild-type C57BL/6 sépticos con o sin tratamiento con melatonina. Las lineas blancas indican un
agrupamiento de imagenes de diferentes partes del mismo gel. Los datos se expresan como la media +
error estindar (SEM), con n= 5 animales por grupo experimental. AU, unidades arbitrarias. C, control
wild-type; S6, sepsis 6 horas; S8, sepsis 8 horas; 524, sepsis 24 horas; S8M, sepsis 8 horas maés
tratamiento con melatonina; S24M, sepsis 24 horas mds tratamiento con melatonina. "P < 0.05 and ™P

<0.001 vs C; ### P < 0.001 vs S6; ***P < 0.001 vs S8; $85P < 0.001 vs S24.

Como consecuencia del efecto mostrado sobre la translocacién nuclear y capacidad de
unién de NF-kB al DNA, la melatonina reduce de forma significativa tanto los niveles de
proteina y expresién de los principales marcadores pro-inflamatorios dependientes de NF-

kB, incluidos TNF-a, iNOS, COX-2, pro-IL1p e IFN-y, los cuales mostraban un incremento
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significativo durante el proceso inflamatorio asociado a la sepsis (Figura 26 B y Figura 27
A,D). En general, se observa que la administracion de melatonina impide que el estimulo

bacteriano cause la activacién de la inmunidad innata dependiente de la via de sefalizacion
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Figura 27. Efecto de la melatonina sobre los niveles de mRNA de mediadores pro-inflamatorios
dependientes de NF-xB e inflamasoma NLRP3 en ratones wild-type y RORos#58 sépticos. (A)
Niveles de expresion de tnfa, cox2 e ifng (A) y componentes del inflamasoma NLRP3 (B-D) en wild-
type. Efecto de la sepsis o el tratamiento con melatonina en los niveles de expresion de tnfa (E) e
inflamasoma NLRP3 (F-G) en RORas#/s8 Los datos se expresan como la media + error estandar (SEM),
con n= 5 animales por grupo experimental. dR, cuantificacién relativa. (A-D) C, control wild-type; S6,
sepsis 6 horas; S8, sepsis 8 horas; S24, sepsis 24 horas; S8M, sepsis 8 horas mds tratamiento con
melatonina; S24M, sepsis 24 horas mas tratamiento con melatonina. *P < 0.05, P < 0.01 vs C and ™P <
0.001 vs C; ## P < 0.001 vs S6; *+*P < 0.001 vs S8; $55P < 0.001 vs S24. (E-H) CWT, control wild-type; C,
control RORa s8/s8; S8, sepsis 8 horas RORa s8/58; S8M, sepsis 8 horas mas melatonina RORa s8/s8. P <
0.001 vs CWT; ## P < 0.01 ### P < 0.001 vs C.
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Nuestro siguiente paso fue preguntarnos si el inflamasoma NLRP3 mostraba el
mismo perfil temporal de activaciéon que el observado para NF-kB, lo que sin duda explicaria
la respuesta inflamatoria desproporcionada caracteristica de la sepsis. En este sentido, los
niveles de mRNA y proteina de NLRP3 incrementaron de forma significativa durante todo el
proceso séptico, mientras que la expresion y niveles proteicos de ASC no se vieron
modificados (Figura 26 C, D y Figura 27 B). A pesar de no observarse cambios significativos
en los niveles de proteina y mRNA de la procaspasa-1 (Figura 26 E y Figura 27 C), en ratones
wild-type la sepsis incrementa los niveles de la forma biol6gicamente activa de caspasa-1 e IL-
1B madura, lo que nos indica una marcada activaciéon del inflamasoma NLRP3 (Figura 26 E,
F). El tratamiento con melatonina reduce significativamente la expresiéon y niveles de
proteina de NLRP3, caspasa-1 activa e IL-1f madura recuperando los valores control. Sin
embargo, los niveles de mRNA y proteina de ASC y pro-caspasa-1 se mantienen constantes
con respecto al control y los diferentes grupos sépticos (Figura 26 C-F y Figura 27 B, C). De
forma conjunta, nuestros datos demuestran que la melatonina inhibe la induccién de las dos
principales vias de sefializacién implicadas en la respuesta inmune innata durante la sepsis,

interrumpiendo por tanto la conexiéon entre NF-xB y NLRP3.

2. LA MELATONINA NO TIENE EFECTO SOBRE LOS EVENTOS

CITOSOLICOS IMPLICADOS EN LA ACTIVACION DE NF-xB

Los pasos experimentales siguientes se disefiaron con el objetivo de determinar los
mecanismos moleculares por los cuales la melatonina inhibe la via de sefializacién de NF-kB.
En primer lugar, nuestro estudio se centr6, en la via citosélica que conduce a la translocacion
nuclear de NF-kB y su posterior activacién transcripcional. En este sentido, observamos que

los niveles proteicos de IRAKSs y de las subunidades cataliticas del complejo IKK no varian

~ 122 ~



tras el tratamiento con melatonina en ratones wild-type en comparacion con el grupo séptico
(Figura 28 A, B). Asimismo, la melatonina no afecta la expresién y los niveles citosdlicos del

inhibidor IkBa, si bien se aprecia un descenso atin mds significativo en sus niveles nucleares

(Figura 29 A).
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Figura 28. Efecto de la melatonina sobre la via citosélica e HAT/HDACs clasicas implicadas en la
activacion de NF-xB. Niveles citosélicos de IRAK-1 e IRAK-4 (A) y de las subunidades cataliticas
IKKo e IKKB (B) en ratones wild-type. Efecto de la sepsis y el tratamiento con melatonina sobre la
expresion de HAT/HDACS, incluidas src-1, hdac3 y cbp/p300, en ratones wild-type (C). Los datos se
expresan como la media * error estindar (SEM), con n= 4-5 animales por grupo experimental. AU,
unidades arbitrarias; dR, cuantificacién relativa. C, control wild-type; S6, sepsis 6 horas; S8, sepsis 8
horas; 524, sepsis 24 horas; S8M, sepsis 8 horas mas tratamiento con melatonina; S24M, sepsis 24 horas

mas tratamiento con melatonina ™*P < 0.001 vs C; ### P < 0.001 vs S6; *P < 0.05y ***P < 0.001 vs S8.
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Figura 29. Efecto de la melatonina sobre el reciclaje de IxkBa en ratones wild-type y RORa s8*s.
Niveles de mRNA y contenido proteico citosélico y nuclear del inhibidor IxBa en ratones wild-type (A)
y ratones RORa s8/8 (B) durante la sepsis con o sin tratamiento con melatonina. Los datos se expresan
como la media + error estdindar (SEM), con n= 5 animales por grupo experimental. AU, unidades
arbitrarias; dR, cuantificacién relativa. (A) C, control wild-type; S6, sepsis 6 horas; S8, sepsis 8 horas;
524, sepsis 24 horas; S8M, sepsis 8 horas mas tratamiento con melatonina; S24M, sepsis 24 horas mas
tratamiento con melatonina ™P < 0.001 vs C; # P < 0.05 y ### P < (0.001 vs S6; ***P < 0.001 vs S§; $§5P <
0.001 vs S24. (B) CWT, control wild-type; C, control RORa s8/s8; S8, sepsis 8 horas RORa s8/8; S8M,
sepsis 8 horas mas melatonina RORa. s¢/s8. " P < 0.001 vs CWT; ### P < 0.001 vs C; **P < 0.01 vs S8.
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3. CONEXION ENTRE LOS EFECTOS DE LA MELATONINA Y LA VIA DE

SENALIZACION RORay/Sirtuina-1

Hasta este punto, nuestros resultados sugieren que la melatonina inhibe la actividad
transcripcional de NF-kB una vez que éste ha sido activado por la sefial pertinente y
translocado al ntcleo. Sin embargo, al analizar la expresion de HAT/HDAC:s clasicas, como
por ejemplo src-1, hdac3 y cbp/p300, observamos que el tratamiento con melatonina no
produce ningtin efecto en comparacién con los niveles de expresion registrados durante la
sepsis (Figura 28 C, D). Por el contrario, en corazén de ratones wild-type la respuesta
inflamatoria asociada al proceso séptico asi como el tratamiento con melatonina van a
provocar cambios significativos sobre la via de sefializacién dependiente del receptor nuclear
RORa (Figura 30). En este sentido, la sepsis incrementa la expresién y los niveles citos6licos
de RORa, mientras que se aprecia un descenso en su contenido nuclear (Figura 30 A). Estos
cambios tienen lugar de forma paralela a un aumento en la expresién del correpresor rev-
erba, 1o que supone una inhibicién de la actividad transcripcional dependiente de RORa al
observarse que la expresion de sus genes diana bmall y clock permanece constante en el
grupo control y los diferentes grupos sépticos (Figura 30 B, C). Asimismo, la actividad
transcripcional de RORa y NF-xB es regulada conjuntamente por la sirtuina-1 (Sirtl)
deacetilasa dependiente de NAD+ (Nakahata et al., 2008; Yeung et al., 2004). Como muestra
la figura 30 D, la expresion y los niveles nucleares de Sirtl aumentan significativamente
durante la sepsis. Este aumento se observa igualmente en los niveles de mRNA de nampt, la
enzima limitante en la biosintesis de NAD+, si bien los niveles de NAD+ se reducen
drasticamente durante la sepsis. Por tanto, los niveles de p65 acetilado en el residuo Lys310,
una de las principales dianas de la actividad deacetilasa de Sirtl, permanecen elevados

durante la sepsis (Figura 30 E, F).
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La administracién de melatonina en los ratones wild-type con sepsis previene estos
cambios producidos sobre la via de sefializacién dependiente de RORa. De hecho, la
melatonina no sélo incrementa atin mas los niveles de mRNA de RORa sino que contrarresta
el descenso en su contenido nuclear, aumentando los niveles de RORa incluso por encima de
los valores control. La melatonina reduce de forma paralela la expresion de rev-erba
recuperando los valores control y, en consecuencia, la expresion de bmall y clock aumenta de
forma significativa tras el tratamiento (Figura 30 A-C). Asimismo, tras la administracién de
melatonina, la expresién y contenido nuclear de Sirtl son significativamente mayores con
respecto a los cambios observados durante la sepsis (Figura 30 D). Sin embargo, la expresion
de nampt no varia tras el tratamiento con melatonina, a pesar de contrarrestar la deplecion de
NAD+ a nivel del control, lo que provoca un descenso en los niveles de p65 acetilado en su
residuo Lys310 restableciendo los valores basales (Figura 30 E, F). Estos datos sugieren que
la conexion entre melatonina y la via de sefializacion RORa./Sirtl es indispensable para los
efectos anti-inflamatorios mostrados por la indolamina sobre la via de NF-xB durante la

inflamacion.
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Figura 30. La deacetilacién de NF-kB dependiente de Sirtl es esencial para la accién anti-
inflamatoria de la melatonina. (A) Niveles de mRNA y contenido proteico citosélico y nuclear de
RORa. (B, C) Expresion de genes implicados en la maquinaria circadiana: rev-erba, bmall y clock. (D)
Expresion y contenido nuclear de Sirtl. (E) Efectos de la sepsis o tratamiento con melatonina sobre la
expresion de nampt y los niveles de NAD+. (F) Western blot de los niveles nucleares de p65 acetilado.
Los experimentos se realizaron en corazén de ratones wild-type C57BL/6 sépticos con o sin
tratamiento con melatonina. Las lineas blancas indican un agrupamiento de imagenes de diferentes
partes del mismo gel. Los datos se expresan como la media + error estindar (SEM), con n= 5-7
animales por grupo experimental. AU, unidades arbitrarias; dR, cuantificacion relativa. C, control
wild-type; S6, sepsis 6 horas; S8, sepsis 8 horas; 524, sepsis 24 horas; S8M, sepsis 8 horas maés
tratamiento con melatonina; S24M, sepsis 24 horas mas tratamiento con melatonina. P < 0.001 vs C;

## P <0.001 y ### P < 0.001 vs S6; ***P < 0.001 vs S8; $88P < 0.001 vs S24.
y
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4. LA AUSENCIA DE RORa SUPRIME LA INHIBICION DE LA MELATONINA

SOBRE NF-«B

En base a los datos presentados en la figura 30, nuestra hipétesis es que el bloqueo de
la via de sefializacion de RORa. inhibirfa la accion anti-inflamatoria de la melatonina. En este
sentido, el grupo control de los ratones mutantes para RORa (RORos8/s8) muestran una
capacidad de unién de NF-«kB al DNA significativamente mayor que en los ratones wild-type
(Figura 26 A versus Figura 31 A). Asimismo, la translocacién nuclear de NF-kB en respuesta
al estimulo séptico es significativamente mayor en ratones RORas8/s¢ en comparacién con los
ratones wild-type, si bien este aumento no se traduce en una mayor unién de NF-kB al DNA
durante la sepsis en ratones RORase/s8 (Figura 26 A versus Figura 31 A). En consecuencia,
aumenta la expresion constitutiva de los mediadores pro-inflamatorios dependientes de NF-
kB, incluidos TNF-a, pro-IL-18 e iNOS, en corazén de ratones RORoss/ss. La sepsis
incrementa atn mdas la expresion y contenido proteico de estos mediadores pro-
inflamatorios, alcanzando un nivel de induccién similar al observado en ratones wild-type
(Figura 26 B; Figura 27 A versus Figura 27 E, H; Figura 31 B, C, F). Los ratones mutantes
para RORo no muestran cambios en la translocacién nuclear y capacidad de unién de NF-«xB
al DNA después del tratamiento con melatonina (Figura 26 A versus Figura 31 A) y, en
consecuencia, la melatonina falla a la hora de prevenir el aumento en la expresién y niveles
proteicos de TNF-a, pro-IL-1B e iNOS en ratones RORasg/sg sépticos (Figura 27 E, H; Figura
31 B, C y F). Estos datos sugieren que la melatonina requiere al receptor nuclear RORa para

inhibir la respuesta inflamatoria dependiente de NF-«kB durante la sepsis.
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Figura 31. La melatonina inhibe la respuesta inflamatoria dependiente de NF-«B, pero no la
activacién del inflamasoma, mediante mecanismos de sefalizacion dependientes de RORa. (A)
Niveles nucleares y capacidad de unién de NF-«B al DNA en ratones RORa s8/s8. (B, C) Western blot
de los niveles citos6licos de TNF-a e iNOS. Los efectos de la melatonina sobre la activaciéon de NLRP3
se analizan a partir de los niveles proteicos de NLRP3 (D), pro-caspasa-1 y caspasa-1 activa (E), e IL-1f3
madura (F). Los experimentos se realizaron en corazén de ratones RORa s8/s8 sépticos con o sin
tratamiento con melatonina. Las lineas blancas indican un agrupamiento de imégenes de diferentes
partes del mismo gel. Los datos se expresan como la media * error estindar (SEM), con n=5 animales
por grupo experimental. AU, unidades arbitrarias. C, control RORa. s8/s8; S8, sepsis 8 horas RORa. 58/s8;

S8M, sepsis 8 horas mas melatonina RORa. s8/s8. ### P < 0.001 vs C; * P < 0.05 y *** P <0.001 vs S8.
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5. LA MELATONINA INHIBIFE LA MADURACION DE IL-18 EN AUSENCIA

DE RORa

Estos resultados nos obliga a evaluar el papel que cumple el receptor nuclear RORa
en el efecto inhibidor de la melatonina sobre el inflamasoma NLPR3. Los ratones RORos8/s8
mostraron una mayor expresion basal de nlrp3 con respecto a los ratones wild-type; durante la
sepsis, los niveles de mRNA y proteina de NLRP3 aumentaron de forma significativa, si bien
este incremento fue menor al compararlo con el observado en ratones wild-type sépticos
(Figura 26 C; Figura 27 B versus Figura 27 F; Figura 31 D). Por el contrario, los ratones
mutantes presentaron una menor expresion constitutiva de la pro-caspasa-1, sin que su
expresion o los niveles proteicos presentes en el citosol se vean afectados por la sepsis o el
tratamiento con melatonina (Figura 27 G, Figura 31 E). A pesar de esto, la sepsis induce una
marcada activacion del inflamasoma NLRP3 en ratones RORasg/ss. En efecto, los niveles de
caspasa-1 activa e IL-1b madura aumentan a las 8 horas del proceso séptico, alcanzando
valores superiores a los mostrados por ratones wild-type sépticos (Figura 26 E-F versus Figura

31 E-F).

La administraciéon de melatonina en ratones mutantes sépticos previene muchos de
los cambios producidos sobre el inflamasoma NLRP3. De hecho, aunque la melatonina no
tiene ningan efecto sobre la expresion y niveles de proteina de NLRP3, inhibe la actividad de
la caspasa-1y, en consecuencia, reduce los niveles de IL-13 madura (Figura 27 F-H; Figura 31
D-F). Nuestros datos indican, por tanto, que la melatonina inhibe la activacién de la caspasa-
1 mediada por NLRP3 y la consecuente maduracién de IL-1f mediante mecanismos

independientes del receptor nuclear RORa.
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6. LA DEACETILACION DE NF-«xB MEDIADA POR Sirt-1 REQUIERE LA

PARTICIPACION DE RORa

Para indagar méas sobre el papel de RORa en las acciones anti-inflamatorias de la
melatonina, nuestro siguiente paso consistié en analizar la expresién y translocacion nuclear
del inhibidor IxBa, al ser éste un hipotético gen diana de RORa (Delerive et al., 2001). Los
ratones RORas8/s¢8 mostraron una mayor expresion constitutiva de IkBa, observandose un
mayor aumento durante la sepsis si bien no es tan marcado como el observado en ratones
wild-type sépticos (Figura 29 A, B). Ademas, los niveles citosolicos de IkBa permanecen
constantes en ratones mutantes controles y sépticos, lo que va a permitir un aumento
significativo en los niveles nucleares de IkBa durante la sepsis en los ratones RORase/sg
(Figura 29 A, B). El tratamiento con melatonina no afecta los niveles de expresion de IxBa o
su contenido citosolico en ratones wild-type y mutantes para RORo, mientras que disminuye
significativamente su contenido nuclear (Figura 29). Este descenso, mas que relacionarse con
una mayor capacidad de unioén de IkBa a NF-kB, puede reflejar unos mayores niveles de p65

deacetilado tras la administracion de melatonina (Chen et al., 2001).

La figura 32 muestra la importancia de la conexién RORo-Sirtl en la accién anti-
inflamatoria de la melatonina sobre la respuesta inflamatoria dependiente de NF-«xB. La
mutacién en el gen rora (Figura 32 A) provoca que los ratones RORas#/ss muestren una
mayor expresion basal de rev-erba y, en consecuencia, menores niveles de mRNA de bmall
en comparacion con los ratones wild-type, si bien la expresion de clock no difiere
significativamente entre las dos cepas. La respuesta inflamatoria asociada a la sepsis induce
una fuerte caida en la expresion de estos genes, mientras que el tratamiento con melatonina
no produce ningin efecto (Figura 32 B, C). Junto a esta deficiencia en la maquinaria

circadiana, los ratones RORos8/s8 muestran wuna expresiéon constitutiva de Sirtl
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significativamente menor que en los ratones wild-type. Esta expresion de Sirtl es inducida en
ratones RORass/se sépticos, si bien no se corresponde con un aumento paralelo en el
contenido nuclear de la deacetilasa. La administracion de melatonina no modifica los niveles
de mRNA de Sirtl con respecto al grupo séptico, pero si provoca un ligero incremento en sus
niveles nucleares (Figura 32 D). Sin embargo, la expresién de nampt no varia con la sepsis o
tras el tratamiento con melatonina en ratones RORasg/ss. Ademads, los niveles basales de
NAD+ en esta cepa son significativamente menores que en los ratones wild-type,
observandose ademds una importante deplecion durante la sepsis que no va a ser
contrarrestada por la administracion de melatonina (Figura 32 E). En consecuencia, los
niveles de p65 acetilado en su residuo Lys310 fueron superiores a los mostrados por los
ratones wild-type, manteniéndose dichos niveles sin cambios durante la sepsis y el
tratamiento con melatonina (Figura 32 F). En definitiva, estos resultados confirman que la
melatonina inhibe los procesos inflamatorios dependientes de NF-kB incrementando su
deacetilacion en el residuo Lys310 por la Sirtl a través de mecanismos dependientes de

RORa..
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Figura 32. La delecién de RORa impide la deacetilacién mediada por Sirtl de p65 por la melatonina
(A) Gel representativo de la delecién gendmica de 6.5 kb en el exén que codifica para el dominio de
unién al ligando de RORa. (B, C) Expresiéon de los genes circadianos rev-erba, bmall y clock. (D)
Niveles de mRNA y contenido nuclear de Sirtl. (E) Efecto de la mutacién en RORa sobre la expresion
de nampt y los niveles de NAD+. (F) Western Blot de los niveles acetilados de p65. Los experimentos
se realizaron en corazén de ratones RORa 58/58 sépticos con o sin tratamiento con melatonina. Las
lineas blancas indican un agrupamiento de imagenes de diferentes partes del mismo gel. Los datos se
expresan como la media * error estaindar (SEM), con n= 5 animales por grupo experimental. AU,
unidades arbitrarias; dR, cuantificacién relativa. CWT, control wild-type; C, control RORa s8/sg; S8,
sepsis 8 horas RORa. s8/8; S8M, sepsis 8 horas mas melatonina RORa s8/s8. ™ P < 0.001 vs CWT; # P <
0.05,## P <0.01y ### P <0.001 vs C; * P <0.05.
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7. LA MELATONINA REQUIERE RORa PARA MODULAR LA RESPUESTA

ANTIOXIDANTE

Para finalizar, se examinaron los cambios que inducen tanto el proceso inflamatorio
como el tratamiento con melatonina en el estado redox citosélico y mitocondrial, estudio que
nos va a permitir comprender atin mejor los efectos antisépticos mostrados por la
indolamina. En este sentido, y a pesar del aumento en la primera (SOD1) y segunda (GPx)
linea de defensa antioxidante (Figura 33 A, B; Figura 34 A, B), el descenso observado en la
expresion y actividad de la GRd, junto con la ausencia de cambios en la catalasa, hacen que
la sepsis reduzca considerablemente la capacidad antioxidante celular (Figura 33 C, D;
Figura 34 C, D). En la mitocondria, la sepsis induce de forma tiempo-dependiente la
expresion del factor 1 inducible por hipoxia (hifla) y reduce de forma significativa el
consumo de oxigeno mitocondrial (Figura 33 I). El tratamiento con melatonina modifica
notablemente el patréon de expresion y actividad de los sistemas antioxidantes, reduciendo la
expresion y actividad de SOD1 y GPx hasta valores cercanos al grupo control al tiempo que
incrementa la expresiéon y actividad de la GRd por encima de los valores control (Figura 33
A-C; Figura 34 A-C). Asimismo, la melatonina aumenta significativamente la expresion de la
catalasa, si bien no muestra ningtin efecto notable sobre su actividad (Figura 33 D; Figura 34
D). A nivel mitocondrial, la melatonina restablece el consumo de oxigeno y reduce la
expresion de hifla recuperando, por tanto, la funcién mitocondrial que habia sido danada

durante la sepsis (Figura 33 I).

Por el contrario, los ratones mutantes para RORo. mostraron graves deficiencias en la
respuesta antioxidante durante la sepsis y el tratamiento con melatonina. De hecho, la
expresion basal de sod1, y especialmente gpx y grd, fueron significativamente mayores con

respecto a los ratones wild-type (Figura 34 E-G). Sin embargo, mientras la actividad basal de
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SOD1 y catalasa fue mas alta en ratones RORasg/s8, la GPx muestra una menor actividad en
comparacién con los ratones wild-type, sin observarse cambios significativos en la actividad
basal de la GRd entre ambas cepas de raton (Figura 33 E-H). Ademas, los ratones RORowss/sg
sufren profundas alteraciones en la sintesis y reciclaje del glutation (GSH) al mostrar una
menor expresiéon de la gamma-glutamilcisteina sintasa (ygcs) que en los ratones wild-type,
mientras que la expresion de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (g6pd) no varia entre ambas
cepas (Figura 34 H). En estas condiciones, los ratones RORasg/sg s6lo disponen de una
catalasa efectiva para hacer frente a la formaciéon basal de H>O». En estos ratones la sepsis
provoca una menor expresion de gbpd, mientras que la expresion y actividad de las
diferentes enzimas antioxidantes analizadas no varia. La administracién de melatonina s6lo
incrementa la actividad de la catalasa en los ratones RORass/s8 por encima de los valores
control, mientras que no produce ningtn efecto en la actividad y expresion de las restantes
enzimas antioxidantes (Figura 33 E-H; Figura 34 E-H). A nivel mitocondrial, el consumo de
oxigeno se reduce significativamente en la sepsis en ratones RORas¢/sg; sin embargo, esta
reducciéon es menor a la observada en ratones wild-type (Figura 33 I, J). El tratamiento con
melatonina no es capaz de restablecer la expresion de hifla incrementada en ratones
RORaisg/ss sépticos y, en consecuencia, la recuperacién del consumo de oxigeno mitocondrial
no alcanza los valores del grupo control (Figura 33 J). Por tanto, la delecién en el gen rora
impide a la melatonina restaurar el estado redox citosélico y mitocondrial profundamente

alterado durante la respuesta inflamatoria asociada a la sepsis.
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Figura 33. RORa cumple un papel esencial en la accion antioxidante de la melatonina. Actividades

enziméticas de la SOD1, GPx, GRd y catalasa en ratones wild-type (A-D) y RORos8/s8 (E-H). Expresion

de hifla y consumo de oxigeno mitocondrial en ratones wild-type (I) y RORas8/s8 (J). Los experimentos

se realizaron en corazén de ratones wild-type o RORa %8/s8 sépticos con o sin tratamiento con

melatonina. Los datos se expresan como la media * error estindar (SEM), con n= 7-8 animales por

grupo experimental. dR, cuantificacién relativa. (A-D, I) C, control wild-type; S6, sepsis 6 horas; S8,

sepsis 8 horas; S24, sepsis 24 horas; S8M, sepsis 8 horas mas tratamiento con melatonina; S24M, sepsis

24 horas mas tratamiento con melatonina. P < 0.001 vs C; ### P < 0.001 vs S6; *+*P < 0.001 vs S8; §§8P <

0.001 vs S24. (E-H, J) CWT, control wild-type; C, control RORa. s8/8; S8, sepsis 8 horas RORa 58/58; S8M,
sepsis 8 horas mas melatonina RORa. s&/s8. " P < 0.001 vs CWT; ### P < 0.001 vs C; ***P < 0.001 vs S8
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Figura 34. La melatonina regula la expresién de enzimas antioxidantes en ratones wild-type pero no
en ratones RORos#ss. Cambios inducidos por la respuesta inflamatoria y el tratamiento con
melatonina sobre la expresion de los enzimas antioxidantes en ratones wild-type (A-D) y RORos8/s8 (E-
H). Los experimentos se realizaron en corazén de ratones wild-type o RORas8/s8 sépticos con o sin
tratamiento con melatonina. Los datos se expresan como la media * error estandar (SEM), con n= 4-6
animales por grupo experimental. dR, cuantificaciéon relativa. (A-D) C, control wild-type; S6, sepsis 6
horas; S8, sepsis 8 horas; S24, sepsis 24 horas; S8M, sepsis 8 horas mds tratamiento con melatonina;
S24M, sepsis 24 horas mds tratamiento con melatonina. ™P < 0.001 vs C; ###* P < 0.001 vs S6; ***P <
0.001 vs S8; $85P < 0.001 vs S24. (E-H) CWT, control wild-type; C, control RORa s8/s8; S8, sepsis 8 horas
RORa s8/58; S8M, sepsis 8 horas mas melatonina RORa. %8/8. "P < 0.05 y ™P < 0.001 vs CWT; ### P <
0.001 vs C; *+*P < 0.001 vs S8
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DISCUSION






En este estudio se demuestra, por primera vez, que en miocardio de ratones sépticos
la interconexion entre la via de sefializacién de NF-xB y el inflamasoma NLRP3 no sélo
induce una respuesta inflamatoria desproporcionada a la invasién microbiana, sino que
ademds constituye una explicaciéon fiable del fallo observado en las terapias anti-
inflamatorias clasicas (Escames et al., 2012; Galley, 2010). Estudios anteriores confirman que
el tratamiento con melatonina mejora el resultado clinico de la sepsis tanto en pacientes
como en modelos animales experimentales (Escames et al., 2007; Gitto et al., 2001; Ortiz et al.,
2014), si bien se desconocen en detalle los mecanismos moleculares que median estos efectos
terapéuticos de la melatonina. En este trabajo hemos estudiado las posibles dianas
moleculares con un papel importante en la activaciéon durante la sepsis de las vias de NF-xB
y el inflamasoma NLRP3, centrando nuestro interés en la participacion del receptor nuclear

RORa en las acciones anti-inflamatorias y antioxidantes de la melatonina (Figura 35).

Los resultados obtenidos muestran que la translocacién nuclear de NF-kB y su
capacidad de unién al DNA tienen lugar de forma transitoria durante la sepsis, caracteristica
que es compatible con el cardcter inducible de este factor de transcripciéon asi como con la
necesidad de ser funcional sélo durante periodos de tiempo definidos a la hora de regular la
respuesta inmune innata y adaptativa frente al proceso infeccioso (Renner and Schmitz,
2009). De hecho, la méxima inducciéon de NF-kB se observa a las 8 horas de inducir el
proceso séptico, restableciéndose los valores basales a las 24 horas de la sepsis, momentos
antes de que el ratébn muera como consecuencia de la patologia (Escames et al., 2007). Sin
embargo, las consecuencias de esta activacion, en términos de expresiéon de mediadores pro-
inflamatorios como TNF-a, iNOS, COX-2, IFN-y o pro-IL-1f, se mantienen elevadas durante
todo el proceso séptico. Una consideraciéon destacable de nuestro estudio es que, durante la

sepsis, los niveles de expresion de las enzimas pro-inflamatorias COX-2 e iNOS son mas altos
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en comparaciéon con la expresiéon de citoquinas pro-inflamatorias, situaciéon que refleja la
convergencia de multiples vias de sefializacion sobre los promotores génicos de dichas

enzimas (Schroder et al., 2006).
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Figura 35. Terapia anti-inflamatoria basada en el tratamiento con melatonina: dianas moleculares
sobre la respuesta inflamatoria dependiente de NF-«xB e inflamasoma NLRP3. El reconocimiento de
las sefiales inflamatorias por sus receptores especificos induce la activacién de una serie de proteinas
quinasas que, en dltima instancia, desencadenan la ubiquitinizacién y degradacién del inhibidor IxBa.
En consecuencia, NF-«B se transloca al ntcleo e induce la transcripciéon de numerosos genes diana,
entre los que se incluyen citoquinas y enzimas de caracter pro-inflamatorio, su propio inhibidor IxBa
y la proteina NLRP3. Ademas, estas sefiales y mediadores pro-inflamatorios provocan dafio
mitocondrial con la consiguiente produccion de ROS, dafio en el mtDNA y apertura del poro MPT.
Una vez liberados al citosol, ROS y mtDNA activan al inflamasoma NLRP3 y, por tanto, a la
maduraciéon de IL-1f dependiente de la caspasa-1. La melatonina inhibe, mediante mecanismos

dependientes de RORo, la respuesta inflamatoria dependiente de NF-«B al potenciar la deacetilaciéon
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de p65 mediada por Sirtl. Ademas, la melatonina previene la activacién de NLRP3 y la consecuente

maduracién de IL-1f, si bien esta accién no requiere la participacion del receptor nuclear RORa.

Junto con la via de sefalizacion de NF-kB, el inflamasoma NLRP3 participa
activamente en la respuesta inmune innata que se pone en marcha frente al proceso
infeccioso, por lo que no es de extrafiar que su activacion presente el mismo patréon temporal
mencionado para NF-kB. De hecho, los méximos niveles de expresion de nlrp3 se detectan a
las 8 horas de la sepsis, coincidiendo con la méxima capacidad de unién de NF-kB al DNA,
lo que confirma que la expresién de nlrp3 estd sometida al control transcripcional de NF-xB
(Bauernfeind et al., 2009). No obstante, y de forma similar a lo observado para otros
mediadores dependientes de NF-kB, el contenido proteico de NLRP3 sigue aumentando
significativamente durante todo el proceso séptico. Una vez expresado, numerosas sefiales
relacionadas con el proceso inflamatorio, entre las que se incluyen la producciéon de ROS,
liberacion al citosol de mtDNA vy disfuncion mitocondrial (Escames et al., 2012; Nakahira et
al., 2011; Zhou et al., 2011), inducen el ensamblaje y posterior activacion del inflamasoma
NLRP3, lo que lleva al aumento en la maduraciéon de la IL-1B dependiente de caspasa-1
observado durante las 24 horas de la sepsis. En definitiva, nuestras observaciones indican
que, a pesar de la induccién transitoria y temprana de NF-«B y la consiguiente expresion de
nlrp3 en miocardio de ratones wild-type, las consecuencias de esta activacion en términos de
producciéon de mediadores pro-inflamatorios e IL-1p madura estan presentes durante todo el
proceso séptico. Esta situaciéon, por tanto, va a agravar la severidad y duracién de la
respuesta inflamatoria desencadenada frente a la infeccion, lo que justifica la alta mortalidad
y morbilidad asociadas al fallo miocérdico durante la sepsis (Hunter and Doddi, 2010;

Vincent et al., 2014).

La sepsis no sélo induce la fosforilacién y degradacién proteosémica del inhibidor

IxBa, provocando la translocaciéon nuclear de NF-«B y la expresion de sus genes diana, sino
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también afecta a la funcién mitocondrial debido al consumo masivo de NAD+ por mdltiples
mecanismos que se ponen en marcha durante la inflamacién, como la produccién masiva de
TNF-o o la actividad deacetilasa de la Sirtl dependiente de NAD+, lo que provoca, en tltima
instancia, un descenso notable en la produccién de ATP por parte de la mitocondria (Gomes
et al., 2013; Yoshino et al., 2011). Esta situacion descrita tiene lugar de forma paralela a la
induccion de la iNOS y el consecuente aumento en la produccién de NO- que inhibe de
forma progresiva a los complejos de la cadena de transporte electronico. Ademas, la
inhibicién de la transferencia electrénica trae como consecuencia la formacién de Oz~ que, al
reaccionar con el NO-: desencadena la formaciéon de ONOO-, los cuales dafian
irreversiblemente todos los complejos respiratorios (Escames et al., 2006; Escames et al., 2007;
Ortiz et al., 2014). Bajo estas condiciones, la mitocondria entra en un estado oxidativo que
determina la apertura del poro MPT con la consiguiente liberacién de ROS, ATP y mtDNA al
citosol. Nuestros datos confirman el estado hipéxico del miocardio debido a la elevada
expresion de hifla y el descenso notable en el consumo de oxigeno por parte de la
mitocondria, lo que sugiere la incapacidad por parte de las respuestas antioxidantes
dependientes de NF-«xB para frenar el estado hiperoxidativo asociado al proceso séptico. En
definitiva, estas sefiales oxidativas de origen mitocondrial mencionadas anteriormente van a
promover el ensamblaje y activacién del inflamasoma NLRP3 (Escames et al., 2012; Nakahira
et al., 2011; Zhou et al., 2011), estableciéndose de esta forma una clara conexion entre las vias

de sefializacién de NF-kB y NLRP3 con la disfuncién mitocondrial durante la sepsis.

Considerando los datos expuestos a lo largo de esta discusion, la busqueda de una
terapia antiséptica exitosa deberia incluir estrategias que no sélo inhiban la conexién entre
NF-xB y NLRP3 sino que presenten igualmente efectos antioxidantes, especialmente a nivel
mitocondrial (Galley, 2010). En nuestro laboratorio hemos demostrado previamente que la

melatonina es capaz de contrarrestar el fallo cardiaco e incrementar la supervivencia en
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modelo murino de sepsis inducida por CLP (Escames et al., 2007; Ortiz et al., 2014). Nuestro
estudio muestra, ademas, que la administraciéon de melatonina contrarresta la activacion de
NF-xB inducida por la sepsis en ratones, sin que este efecto se deba a la eliminacién del
estimulo bacteriano, fallo en los eventos citosdlicos que desencadenan la activacion de NF-xB
o cambios en la expresion de HAT/HDACs como src-1, hdac3 o cbp/p300, las cuales regulan la
actividad transcripcional de NF-kB (Rahman et al., 2004). De acuerdo con nuestros datos, la
melatonina potencia la deacetilaciéon de p65 mediada por la deacetilasa Sirtl como principal
mecanismo implicado en la represiéon transcripcional de NF-kB. Nuestros resultados
confirman que el tratamiento con melatonina mejora el estado redox celular al normalizar las
actividades y expresion de los enzimas antioxidantes al mismo tiempo que restaura el estado
normoéxico del miocardio. Esta preservacion de la funcién mitocondrial frena los procesos
apoptoticos y la liberacion de ROS al citosol y, en consecuencia, la melatonina contrarresta la
activacion del inflamasoma NLRP3, lo que reduce significativamente la actividad de la

caspasa-1 y los niveles de IL-18 madura.

Estudios previos muestran que el receptor nuclear RORa. cumple un papel protector
durante la respuesta inflamatoria (Delerive et al., 2001; Stapleton et al., 2005), al mismo
tiempo que la melatonina posee la capacidad para unirse a RORa e inducir su actividad
transcripcional a fin de modular el ritmo circadiano (Acuha-Castroviejo et al., 1994;
Wiesenberg et al., 1995). Asimismo, la expresion de los genes diana de RORa, bmall y clock,
es regulada por el represor transcripcional circadiano Rev-Erba (Preitner et al., 2002) y la
Sirtl, una deacetilasa dependiente de NAD+ capaz de reprimir la actividad transcripcional
de NF-xB y cuya actividad parece estar controlada por la melatonina (Nakahata et al., 2009;
Yang et al., 2015; Yeung et al., 2004). En este sentido, los ratones wild-type sépticos no ven

alterada la expresion de los genes reloj, a pesar de presentar unos niveles nucleares elevados
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de Sirtl y una deplecion profunda en los niveles celulares de NAD+. Un hecho interesante es
que los niveles de p65 acetilado en su residuo Lys310 se mantienen elevados a las 8 horas de
la sepsis, lo que nos sugiere que el consumo de NAD+ no se relaciona con una mayor
actividad deacetilasa de la Sirtl sino con mecanismos relacionados con el dafio inflamatorio.
Nuestros datos confirman que la administraciéon de melatonina induce la actividad
transcripcional de RORa y, por tanto, la expresién de bmall y clock, efecto que se asocia con
una mayor expresion de la Sirtl y una completa restauracion de los niveles celulares de
NAD+. En conjunto, estos datos sugieren que la inflamacion y el estrés oxidativo impiden
que la Sirtl utilice de una forma eficaz el NAD+ para deacetilar e inhibir consecuentemente
a NF-«xB. Por tanto, la melatonina restaura la conexién normal entre
RORa/CLOCK/BMAL1/Sirtl, lo que tiene como ultima consecuencia la deacetilacion
mediada por la Sirtl de p65 y la consiguiente represion de su actividad transcripcional. Con
el objetivo de estudiar mas en detalle la relacion entre RORa y melatonina, analizamos la
respuesta inflamatoria y antioxidante en ratones RORoi8/s8 a las 8 horas de inducir la sepsis
con o sin tratamiento con melatonina. Esta deleciéon en rora no sélo va a provocar una
profunda alteracion de la maquinaria de los genes reloj, sino que ademadas causa una
activacion potente de las vias de sefializacion de NF-kB y NLRP3 durante la sepsis. Por tanto,
estos datos confirman la idea previa de que los ratones RORosg/ss muestran una
hiperproduccién de citoquinas pro-inflamatorias y mayor susceptibilidad al proceso
inflamatorio (Delerive et al., 2001; Stapleton et al., 2005). Otra consideracién importante de
nuestro estudio es que, por primera vez, se demuestra no sé6lo que la melatonina requiere
RORa para inducir la actividad deacetilasa de la Sirtl e inhibir en consecuencia la actividad
transcripcional de NF-kB, sino también que la melatonina inhibe la activacion del
inflamasoma NLRP3 por las ROS de origen mitocondrial a través de mecanismos

independientes del receptor nuclear RORa.
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Considerando los datos expuestos a lo largo de esta discusion, tanto el ndcleo como la
mitocondria emergen como las principales dianas intracelulares sobre las cuales la
melatonina muestra sus efectos antisépticos, al ser capaz no sélo de modificar la expresiéon
génica sino al mismo tiempo proteger a la mitocondria del dafio oxidativo asociado al
proceso inflamatorio. Con respecto al tipo celular, los datos descritos en la bibliografia ponen
de manifiesto la participacion de NF-kB como un elemento regulador clave en la respuesta
inflamatoria en cardiomiocitos (Zhang et al., 2014).Por tanto, nuestros resultados sugieren
que este tipo celular es una diana potencial para la accion anti-inflamatoria de la melatonina
al inhibir en ellos la respuesta pro-inflamatoria asociada a la sepsis, sumandose asi a otras
células inmunitarias y tejidos en los cuales la melatonina muestra igualmente una potente
inhibicién de la respuesta inflamatoria dependiente de NF-«xB (Crespo et al., 1999; Gilad et

al., 1998)

Finalmente, los datos de este estudio revelan la existencia de un modelo constituido
por dos sefiales totalmente necesarias para una respuesta completa frente al patégeno: una
primera sefial, dependiente de NF-«xB, necesaria para la produccién de mediadores pro-
inflamatorios, la sintesis de NLRP3 y la produccién de pro-IL-1B, y una segunda sefial,
asociada a la generaciéon de ROS por parte de la mitocondria, responsable de activar al
inflamasoma NLRP3 y la consecuente maduracién de IL-1B. Por tanto, la conexién entre NF-
kB y NLRP3 patente en este modelo explicaria la respuesta inflamatoria desproporcionada
que tiene lugar durante la sepsis en miocardio de ratéon. En definitiva, la melatonina emerge
como un fadrmaco capaz de bloquear la conexién entre las dos principales vias de la respuesta
inmune innata, lo que justificaria su uso como estrategia terapéutica para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias, si bien serfa necesario ajustar las dosis empleadas en este
estudio a pacientes humanos a través de la estimaciéon de dosis equivalente humana

propuesta por Reagan-Shaw y colaboradores (Venegas et al., 2012).
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CONCLUSSIONS






According to its inducible nature, the nuclear translocation of NF-kB and its DNA
binding capacity took place in a time-dependent manner, reaching maximal levels at
8 hours after cecal punction. Nevertheless, the inflammatory response depending on

the NF-xB pathway remains elevated throughout the whole sepsis process.

The NLRP3 inflammasome activation showed the same temporal pattern than that of
NF-kB, with nlrp3 maximal expression occurring at 8 hours after sepsis induction. As
with NF-kB, the consequences of NLRP3 activation, in terms of IL-1f maturation,

were upregulated throughout the whole sepsis process.

The setting up of the NF-kB/NLRP3 innate immune pathways and the mitochondrial
impairment, the latter required to NLRP3 inflammasome activation, yield a severe
and lasting inflammatory response against infection, which is associated with the

elevated mortality and morbility in septic patients.

Melatonin administration counteracted the activation of both NF-xB and NLRP3
inflammasome during sepsis, promoting Sirtl-dependent p65 deacetylation, restoring

the cellular redox equilibrium, and preserving mitochondrial homeostasis.

The effects of melatonin to antagonize the NF-kB pathway activation during sepsis

required a functional transcriptional factor RORa., which is also necessary to enhance

the endogenous antioxidant system by melatonin, severely damaged during sepsis.
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Melatonin, however, inhibits the NLRP3 inflammasome activation by mechanisms
independent of RORa; and these mechanisms may be related to the reduction of the

cellular oxidative stress.

Overall, the data here showed supports melatonin as the best therapeutic strategy
against inflammatory diseases because it is the first molecule able to disrupt the NF-
kB/NLRP3 inflammasome/mitochondria connection, thus disabling the exaggerated

innate immune response and restoring mitochondria bioenergetics.
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Anexo 1.Lista de primers usados en los analisis de expresion génica por RT-PCR

Gene I . .
Gene Description Forward primer Reverse primer
Symbol
gpx1 Glgtathlone CAAATGAGCCCAAAGGAAAC GGACAGAGTGAGAGGATAGC
peroxidase type |
gsr Glutathione ACTTGCGTGAATGTTGGATGTG  GCTCTCGTGAGGAACTGTGG
reductase type I
sod1 . Superoxide GCTTCTCGTCTTGCTCTCTCTG GTTCACCGCTTGCCTTCTGC
dismutase [Cu-Zn]
tnfa Tumor necrosis AAGCAAGCAGCCAACCAG ACAAGCAGGAATGAGAAGAGG
factor alpha
illb Interleukin-1beta TTCAGGCAGGCAGTATCAC CAGCAGGTTATCATCATCATCC
nfkbia . Nf-kap pa-B GAGCAAATGGTGAAGGAG TCTGGAAGTTGAGGAAGG
inhibitor alpha
nampt nicotinamide AGAGGCACCACTAATCATCAG CACCAGAACCGAAGGAGAC
phospho
ribosyltransferase
clock Circadian Locomotor GGTGGTGACTGCCTATCCTAC CTGCTGTTGTTGTTGCTGTTG
Output Cycles Kaput
arntl Brain and muscle

ARNT (aryl
hydrocarbon receptor GAAGACAATGAGCCAGACAAC  CCATAGATTTCACCCGTATTTCC
nuclear translocator)-
like 1
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Anexo 1(continuacién). Lista de primers usados en los analisis de expresion génica

por RT-PCR
Gene _ . .
Gene Description Forward primer Reverse primer
Symbol
cat Catalase GTCCGTCCCTGCTGTCTC GCTCCTTCCACTGCTTCATC
sirtl Silent mating type
information CGTCTTGTCCTCTAGTTCCTG GCCTCTCCGTATCATCTTCC
regulation 2
homolog-1
nirp3 NATCH-,LRR- and
. AGGAGGAAGAAGAAGAGAGGA AGAGACCACGGCAGAAGC
PYD-containing
Protein 3
caspl Caspase 1 CGTCTTGCCCTCATTATCTG TCACCTCTTTCACCATCTCC
nrldl Nuclear receptor
subfamily 1, group ACACACTCTCTGCTCTTC GACCTTGACACAAACTGG
D, member 1
gcs Gamma
glutamyleysteine o, o\ ATTGGATGGAGAGTAG  AACCTTGGACAGCGGAATG
synthetase
gépd Glucose 6-
phosphate GGCGACATCTTCCACCAG GGCGTTCATAGGCACCAG
dehydrogenase
hifla Hypoxia-inducible AAGGCATCAGCATACAGTGG AAGTGGCAGACAGGTTAAGG
factor 1-alpha
actb Beta-actin GCTGTCCCTGTATGCCTCTG CGCTCGTTGCCAATAGTGATG
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Anexo 2. Lista de genes seleccionados para el analisis de expresién por OpenArray

. Gene GeneBank —
Functional Category symbol Accessiont Gene Description
Housekeeping gene
hprtl NM_013556 Hypoxanthine guanine
phosphoribosyl transferase 1
puml AY027917 Pumilio homolog 1
psmc4 NM 011874 26S Protease regulatory subunit

6B

Transcriptional
regulation

cbp/p300  NM 001025432 CREB-binding protein/E1A

binding protein p300
ncoal NM 010881 Steroid Receptor Coactivator-1
hdac3 NM 010411 Histone deacetylase 3
Inflammatory pathway
ifng NM_015978 Interferon-gamma
asc AB059327.1 Apoptosis-associated speck-like

protein containing CARD
Melatonin pathway

rora NM 013646 RAR-related orphan receptor
alpha
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Anexo 3. Lista de anticuerpos usados en el analisis del contenido proteico por

Western Blot

Functional Category g;ﬁfg'or} Protein Name Epitope antibody Ref.

NF-xB pathway

NF-xB Nuclear  Factor Amino acids 1-286 at

kappaB the N-terminus sc-8008
IRAK-1 Interleukin-1 Amino acids 440-712
receptcor— . at the C-terminus 57883
associated kinase-
1
IRAK-4 Interleukin-1 Near the N-terminus
receptor- of IRAK-4 $c-34469
associated kinase-
4

IKKo IxB kinase alpha Full length, clone Millipore

14A231

IKKf IxB kinase beta Full length, clone Millipore
10AG2

IxBa Inhibitor of Full length

kappaB-o sc-1643

Inflammatory genes
IL-1B Interleukin-1§3 Amino acids 117-269  sc-7884

at the C-terminus

TNF-a Tumor necrosis full length native sc-52746

factor alpha TNFa

iINOS Nitric oxide  Near the C-terminus sc-650
synthase of NOS2
inducible
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Anexo 3 (continuacion). Lista de anticuerpos usados en el analisis del contenido proteico

por Western Blot

Functional Category Protein Protein Name Epitope antibody Ref.
Symbol
Inflammasome
NLRP3  NATCH-,LRR- AdipoGe
and PYD- Full length n AG-
containing 20B-0014
Protein 3
ASC Apoptosis- AdipoGe
associated Full length n AG-
Speck-like 25B-
Protein 0006(AL
Containing 177)
CARD
Casp-1 Caspase-1 N-terminus of sc-622
caspase-1

Casp-1 p20 Cleaved caspase-1 Neopeptide at

p20 Asp296 of Casp-1 sc-22165
Melatonin pathway

RORa RAR-related Near the N-terminus of ~ sc-26377
orphan receptor RORal
alpha

Ac-p65 NF-kappaB residues surrounding Cell
p65 acetylated Lys310 of NF-xB Signaling
at Lys310

Sirt-1 Silent ~ mating Full length Millipore

type information , Clone
regulation 2 10E4
homolog-1
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