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ABREVIATURAS.

ADNmt: ADN mitocondrial.
AFMK: N'-acetil-N°-formil-5-
metoxikinuramina.

aMT: melatonina.

AP-1: proteina activadora 1.
ARDS: sindrome de dificultad
respiratoria aguda.

BH 4: tetrahidrobiopterina.
CaM: calmodulina.

CRE: elemento de respuesta a AMPc.

CTE: cadena de transporte electronico.

COX: citocromo oxidasa.

eNOS: 6xido nitrico sintasa endotelial.

ERK: kinasa regulada por sefial

extracelular.

ERNs: especies reactivas de nitrogeno.

EROs: especies reactivas de oxigeno.
FAD: flavina adenina dinucleotido.
FMN: flavina mononucledétido.

GPx: glutation peroxidasa.

GRd: glutation reductasa.

GSH: glutation reducido.

GSSG: glutation oxidado.

HIOMT: hidroxindol-O-
metiltransferasa.

H,0;: peroxido de hidrogeno.
ICAM-1: molécula de adhesion
intercelular 1

IFN: interferon.

IxB: inhibidor «B.

IKK: complejo inhibidor de kB kinasa.
IL: interleuquina.

iNOS: 6xido nitrico sintasa inducible.
IRAK: Kinasa asociada al receptor de
IL-1.

JAKSs: janus kinasas.

JNK: kinasa c-jun-N-terminal.

LBP: proteina de union a LPS.

LPS: lipopolisacaridos.

MAPK: proteina kinasa activada por
mitogeno.

MD-2: proteina mieloide de

diferenciacion 2.
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MODS: multi organ dysfunction
syndrome (sindrome de disfuncion
multiorgénica).

mtNOS: 6xido nitrico sintasa
mitocondrial.

MyD88: factor mieloide de
diferenciacion 88.

NAT: N-acetiltransferasa

nNOS: 6xido nitrico sintasa neuronal.
NO’: 6xido nitrico.

NOD: dominios de oligomerizacion de
nucleoétidos.

NOS: 6xido nitrico sintasa.

OH’: radical hidroxilo.

ONOO™: peroxinitritos.

PAF: factor de activacion plaquetaria.
PAMPs: patrones moleculares

asociados a patogenos.

SDH: succinato deshidrogenasa.

SER: elemento de respuesta a suero.
SIRS: sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica.

SOD: superoxido dismutasa.

STAT1: seial de transduccion y
activador de transcripcion 1.

TGF-P: factor de crecimiento
transformante 3.

TIR: "Toll/IL-1 receptor/plant R gene
product homology".

TLRs: receptores similares a los "Toll".
TNF: factor de necrosis tumoral.
TRAF6: factor 6 activado por receptor
de TNF.

TRIF: adaptador de induccion de IFN-

B que contiene dominio TIR.
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1.- FUNCION MITOCONDRIAL.

Las mitocondrias son organulos celulares que se identificaron y aislaron
definitivamente a lo largo de la década de 1950-1960 y que en los ultimos afios han
adquirido un especial interés debido a la aparicion de las llamadas “enfermedades
mitocondriales” y al papel central de las mitocondrias en la apoptosis 0 muerte celular

programada (Scheftler, 2001).

1.1.- Origen y estructura.

Desde el descubrimiento de las mitocondrias, se han propuesto diversas hipotesis
como posible origen de estos organulos celulares, pero sin duda, la teoria
endosimbiotica (Margilius, 1981) es la mas aceptada en la actualidad por la comunidad
cientifica. La teoria explica que una célula protoeucariota anaerdbica y sin mitocondria
evoluciond primero y, conforme la atmosfera se fue enriqueciendo en oxigeno este
organismo captur6 una proteobacteria aerobia por endocitosis. Tras establecer una
relacion simbiotica, hubo una pérdida de genes redundantes y transferencia de genes de
la bacteria al nticleo conduciendo a una distribucion de genes entre los dos genomas. De
esta manera, la proteobacteria inicial se destinaria a convertirse en lo que actualmente
conocemos como mitocondria.

Las mitocondrias existen en una variedad de formas y tamafos pero
generalmente son de 1 a 2 um de longitud y de 0.25 a 0.5 um de diametro. Es
importante indicar también que la forma de las mitocondrias es dinamica,
produciéndose fenémenos de fision y fusion apreciables con técnicas de microscopia
confocal (Karbowski y colbs., 2003; Nisoli y colbs., 2004)

La estructura de la mitocondria estd limitada por dos membranas que

desempefan un papel crucial en las actividades de las mitocondrias. La membrana
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externa es una bicapa lipidica relativamente simple, conteniendo estructuras proteicas
llamadas porinas que permiten el paso de moléculas de menos de 10 kilodaltons (kDa).
Asimismo, la membrana externa también posee complejos proteicos encargados de la
importacion de proteinas llamados TOM (del inglés “translocase of the outer
membrane”). Por otro lado, la membrana interna es permeable al oxigeno, al dioxido de
carbono y al agua, y posee una estructura compleja que incluye: complejos de la cadena
de transporte electronica incluyendo la succinato deshidrogenasa, la ATP sintasa, los
complejos proteicos para la importacion de proteinas llamados TIM (del inglés
“translocase of the inner membrane™) y las proteinas desacoplantes UCPs (del inglés
“uncoupling proteins”). Ademas, la membrana interna estd organizada en pliegues o
crestas laminares que incrementan su area superficial. Las membranas crean dos
compartimentos mitocondriales:

- El espacio intermembrana que, como su propio nombre indica, es el espacio
situado entre las dos membranas y tiene un papel importante en la fosforilacién
oxidativa.

- La matriz, que es el espacio que engloba la membrana interna y que contiene
ribosomas para la sintesis de proteinas, su propio genoma (ADNmt), las enzimas de la
B-oxidacion de acidos grasos y la mayoria de las enzimas del ciclo de Krebs, asi como

FAD, NAD, NADP, ADP y ATP.

1.2.- Cadena de transporte electronico y fosforilacion oxidativa.

En condiciones aerobicas, la fosforilacion oxidativa acoplada a la transferencia
electronica a través de la cadena de transporte electronico (CTE) es responsable de la
produccion del 90-95 % del ATP que genera la célula (Skulachev, 1999). La CTE tiene

como mision oxidar los equivalentes reductores (NADH y FADH,) generados en el
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ciclo de Krebs por la oxidaciéon del acetilCoA, que proviene de la combustion de los
principios inmediatos. El flujo de electrones generado se canaliza en reacciones redox
con los diferentes complejos enzimaticos de la CTE, con el oxigeno molecular como
aceptor final. La reduccion del oxigeno es el paso final que se realiza por la citocromo
oxidasa, acompafiado del aporte de protones proveniente del bombeo que se establece
en diferentes puntos de la CTE. La energia que se produce en estas reacciones genera un
potencial eléctrico y un gradiente de pH a través de la membrana interna. La energia
libre de estos procesos se utiliza para bombear los protones desde un lado a otro de la
membrana en tres lugares especificos de la cadena, y el gradiente electronico resultante
se usa para sintetizar ATP mediante el complejo V o ATP sintasa. Durante este proceso

el ADP es fosforilado a ATP (Figura 1) (Mitchell, 1961; 1966).

Espacio
Intermem l)rana
H+ H+ H+
* cit ¢ H*
. O
[ | |
NADH- €
oH Q [ om J
COX
SDH bel
NADH + H* FADH,
Complejo 1 ComplejoIl  Complejo ITT Complejo IV Complejo V.
Matriz

Figura 1. Esquema de la CTE acoplada a la fosforilacion

oxidativa.
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La CTE esta compuesta por cinco complejos enzimaticos y dos moléculas que
actuan como nexo de union o lanzadera (coenzima Q o ubiquinona y citocromo c)
(Saraste, 1999):

- Complejo I (NADH ubiquinona (CoQ) oxidorreductasa): es el complejo mas
grande de la CTE. El complejo I cataliza la transferencia de electrones desde el
NADH a la ubiquinona ligado a la traslocacion de protones (Friedrich y colbs.,
1995). En mamiferos el complejo I contiene 42 o 43 subunidades diferentes
(25 polipéptidos, de los cuales 7 estan codificados por el ADNmt) en una
estequiometria no conocida, un flavin mononucleotido, siete u ocho centros
Fe-S diferentes de naturaleza no hémica, lipidos unidos covalentemente
fundamentales para su actividad catalitica y 3 moléculas de quinol (Walter,
1995; Saraste, 1999). El monomero del complejo I tiene un tamafio
aproximado de 900 kDa. A través de técnicas de microscopia electronica de
particulas simples se ha revelado que el complejo I se dispone en una
estructura en L con dos dominios grandes separados por un collar fino. Un
brazo de la estructura se encuentra inmerso en la membrana mitocondrial,
mientras que el otro penetra dentro de la matriz (Schulte y colbs., 1994;
Guenebaut y colbs., 1998; Saraste, 1999). El brazo periférico, que incluye un
mononucledtido de flavina y al menos 4 centros Fe-S, forma la fraccion
NADH deshidrogenasa. El brazo unido a la membrana contiene las siete
subunidades codificadas por el ADNmt, uno o dos centros Fe-S, y constituye
la fraccion ubiquinona oxidoreductasa (Hothaus y colbs., 1991; Schulte y
colbs., 1994). Funcionalmente, un déficit o bloqueo a nivel del complejo 1

(con rotenona, por ejemplo) impide la oxidacion del NADH, mientras que la
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oxidacion del FADH, generado en la reaccion de la succinato deshidrogenasa,
no se ve afectada porque esta mediado por el complejo II.

Complejo Il (succinato ubiquinona oxidoreductasa): es un componente del
ciclo de Krebs y participa en la CTE transfiriendo electrones desde el
succinato al pool de ubiquinona. No trasloca protones al espacio
intermembrana y, por tanto, tan solo alimenta suministra electrones a la CTE
(Saraste, 1999). Contiene cuatro polipéptidos y es el unico que no posee
subunidades codificadas por el ADNmt. Estructuralmente, se puede dividir en
dos fracciones: una soluble formada por la succinato deshidrogensa (SDH) y
otra que sirve como anclaje a la membrana. La SDH a su vez, esta formada por
dos subunidades: una subunidad flavoproteica (70 kDa), que contiene el lugar
de unién al succinato y la parte FAD que esta unida covalentemente a la
enzima, y otra subunidad compuesta por tres centros Fe-S (30 kDa). La SDH
se une a la membrana interna mediante dos polipéptidos (15 y 13 kDa) que
contienen un grupo hemo (citocromo b558); estas dos proteinas son necesarias
para la unién con la ubiquinona (Ackrell y colbs., 1992; Saraste, 1999). De
forma similar al complejo I, un déficit o bloqueo a nivel del complejo II (con
malonato, por ejemplo) se caracteriza por una disminucién de la oxidacion de
los sustratos FADH, dependiente, como el succinato, y una oxidacién normal
de los que dependen del NADH, como malato, glutamato o aspartato.
Complejo Il (Ubiquinol citocromo c oxidorreductasa): transfiere electrones
desde el ubiquinol hasta el citocromo c. Esta reaccién de oxidacion-reduccion
va acoplada a la generacion de un gradiente de protones a través de la
membrana interna por un mecanismo conocido como ciclo Q (Trumpower,

1990) (Figura 2). Asi, el ubiquinol, un compuesto liposoluble que puede
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moverse dentro de la membrana, acopla la reaccion de oxidacion-reduccion a
la protonacion y desprotonacion. Estas dos reacciones son topologicamente
organizadas, de tal manera que la oxidacion del ubiquinol conduce al
transporte activo de protones a través de la membrana interna (Saraste, 1999).
Esto requiere dos sitios activos, uno para la oxidacion del ubiquinol y
liberacion de protones en la superficie externa de la membrana interna (Qy), y
otro para la reduccidn de la ubiquinona acoplada a la captura de protones desde
el lado interno o matricial de la membrana interna (Q;). Este mecanismo
requiere que los electrones sean transferidos desde el sitio Qq al sitio Q;
(Saraste, 1999) (Figura 2). Estructuralmente, el complejo III de mamiferos
contiene 11 subunidades, pero solamente tres de ellas llevan centros redox los
cuales son usados en la conservacion de la energia: Estas tres subunidades
tienes subunidades homodlogas en bacterias (Saraste, 1999). Las subunidades
clave son: el citocromo b, que esta codificado por el ADNmt (Anderson y
colbs., 1981) y que tiene 8 hélices transmembrana y dos grupos hemo entre la
hélice B y D; una proteina Fe-S anclada a la membrana con un centro tipo
Rieske (Fe»S»); y un citocromomo c; anclado a la membrana (Saraste, 1999).
La funcién del resto de subunidades no se conoce (Adams y Turnbull, 1996)
aunque algunos experimentos realizados en levaduras indican que desempafian
un papel en el ensamblaje del complejo y posiblemente en la regulacion de su
actividad, mientras que otros experimentos apuntan a que podrian estar
implicadas en la importacion de proteinas (Braun y Schmitz, 1995), sugiriendo
una multifuncionalidad del complejo III. Por tanto, el sitio Qo es localizado
entre la proteina Fe-S y el citocromo b, cercano a la cara externa de la

membrana interna, y el sitio Q; junto al citocromo b, en la cara matricial de la
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membrana interna (Saraste, 1999). Los dos grupos hemo del citocromo b
tienen diferentes potenciales redox, localizandose el sitio Qq cerca del grupo
hemo con bajo potencial y el sitio Q; cerca del grupo hemo con alto potencial.
Esta propiedad es aprovechada para generar parte de la fuerza proton-motriz
con el paso de electrones a través de los sitio Qo y Q;. En conjunto, este
mecanismo conduce a la traslocacion neta de dos protones por cada electron
transferido al citocromo ¢ (Figura 2) (Saraste, 1999). Por ultimo, indicar que
un bloqueo a nivel del complejo III altera la utilizacion de sustratos NADH y

FADH, dependientes.
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Figura 2. Esquema del ciclo Q.

Complejo 1V (citocromo c oxidasa o COX): cataliza la transferencia de cuatro
electrones desde el citocromo ¢ hasta el oxigeno molecular. Su sustrato, el
citocromo ¢, es una hemoproteina soluble en agua que dona electrones en el
lado citoplasmatico de la membrana interna. Estos electrones son transferidos
al sitio activo, el cual contiene hierro y cobre que son usados para reducir el
O, a dos moléculas de agua, en un ciclo que incluye varios intermediarios

(Saraste, 1999). Los protones necesarios para esta reaccion son obtenidos de la
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matriz mitocondrial a través de dos canales. Estos mismos canales son usados
para bombear un proton por cada electron que cruza la membrana (Saraste,
1999). Estructuralmente, la citocromo oxidasa contiene 13 subunidades. Las
tres mayores (I, II y III), codificadas por el ADNmt, estan asociadas al grupo
prostético y realizan las funciones cataliticas y de bombeo de protones. Las
otras 10 subunidades mas pequefias rodean a las anteriores y estan codificadas
por el ADN nuclear. La estructura tridimensional de la COX (Tsukihara y
colbs., 1995; Iwatta y colbs., 1995) ha permitido establecer sus caracteristicas
basicas y la localizacion precisa de los lugares de union a metales. La
transferencia de electrones en este complejo se inicia con la unidén del
citocromo ¢ a la subunidad II en la parte externa de la membrana. Esta
subunidad contiene el centro de cobre bimetalico (CuA). Los electrones pasan
desde el citocromo ¢ al CuA, luego al hemo a, y de alli al centro binuclear
hemo a3-CuB, desde donde pasaran finalmente al oxigeno. El hemo a, hemo a;
y el CuB se encuentran ligados a la subunidad I por seis histidinas. La
subunidad III no contiene centro redox y parece desempefiar un papel
importante en el ensamblaje del complejo IV (Saraste, 1999). Bloqueos a nivel
del complejo IV (por ejemplo, con cianuro) tienen un efecto paralizante de
toda la CTE. Ademas, el 6xido nitrico (NO") parece tener un papel regulador
de este complejo tanto en situaciones fisioldgicas como fisiopatoldgicas.

- Complejo V (Fy-F;-ATP sintasa): es una enzima funcionalmente reversible ya
que a partir de ADP y Pi puede sintetizar ATP utilizando la fuerza protéon
motriz generada a través de la membrana interna o puede hidrolizar ATP para
bombear protones en contra del gradiente electroquimico. La enzima bovina

parece contener 16 proteinas diferentes (dos codificadas por ADNmt), con un
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peso molecular superior a los 500 kDa. Estd formada por dos fracciones, Fo y
Fi, unidas por pedinculo formado por dos estructuras paralelas (Saraste,
1999). La fraccion Fy esta unida a la membrana y contiene un canal de
protones. La fraccion F;, que penetra en la matriz, es la porcion catalitica de la
enzima y estd formada por cinco subunidades diferentes (a, 3, v, 0 y € ) en una
estequiometria 3:3:1:1:1 (Saraste, 1999). Las subunidades o y [ son
homologas y ambas unen nucledtidos, aunque soélo la [ tiene actividad
catalitica. Por tanto, hay tres sitios activos dentro de la fraccion catalitica, y
acorde al mecanismo de intercambio y fijacion de Boyer (1993; 1997) cada
sitio pasaria por un ciclo de tres estados diferentes (“abierto”, “relajado” y
“cerrado”, que corresponden a un estado vacio, un estado con ADP y Pi unido
y a un estado con ATP unido respectivamente). En un momento dado los tres
sitios estan en diferentes estados. Se ha demostrado que la formacion de ATP
no requiere energia una vez que el sustrato ha sido separado de la solucion
acuosa, sino que la energia se requiere para la union del sustrato y liberacion
del ATP (Boyer, 1993; Boyer, 1997; Saraste, 1999). En apoyo del mecanismo
propuesto por Boyer (1997), se ha descrito una asimetria intrinseca de la
enzima que sugiere que la enzima opera por medio de una catdlisis rotacional.
Sin embargo, ain quedan cuestiones por resolver sobre el funcionamiento de

este mecanismo (Saraste, 1999).
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1.3.- Oxido nitrico sintasa mitocondrial (mtNOS).

El NO puede ser producido por una familia de enzimas denominadas 6xido
nitrico sintasas (NOS, del inglés “nitric oxide synthase”), que catalizan siempre la

misma reaccion (Figura 3):

+
HzM \fNHE HzN \fN-DH HEN\(}
MH H MNH
MADPH MADPH -
(W 03 +| NO
HaM oo~ HaM o0~ HaN o0~
+ +
L-arginine N-Hydroxy-L-arginine L-citrulline  nitric oxide

Figura 3. Sintesis de NO' catalizada por la NOS.

La enzima posee un dominio reductasa y un dominio oxigenasa (Figura 4) y
utiliza L-arginina y oxigeno como sustratos para formar NO" vy L-citrulina como
productos en relacion estequiométrica 1:1. Para llevar a cabo esta reaccion necesita una
serie de cofactores: NADPH; la flavina adenina dinucleétido (FAD) y la flavina
mononucledtido (FMN), utilizados como puentes electronicos que permiten el paso de
electrones desde el NADPH al centro catalitico de la enzima. Este, esta formado a su
vez por un grupo hemo (protoporfirina IX) que en estado reducido puede unirse al
oxigeno molecular; la calmodulina (CaM), que se activa al unirse a los iones de calcio
(Ca'™), es necesaria para formar el tetrdmero activo de la enzima (la iNOS no necesita
que la CaM se active y se una a su cadena, ya que este polipéptido esta presente entre el

dominio reductasa y el sitio de union al FMN); y la tetrahidrobiopterina (BH4), que
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aumenta la afinidad de la enzima por la L-arginina, permitiendo tanto un cambio
conformacional como de configuracion electronica de la NOS. También es necesaria

para formar el tetrdmero activo (Andrew y Mayer, 1999) (Figura 4).

NADPH
Arginine
NADP+ vty
H+
Citrulline
NO (or NO-)

Figura 4. Cofactores y transferencia electronica a través de

los dominios de la NOS.

Tradicionalmente se han diferenciado tres isoformas de la NOS en funcion de
los genes de donde proceden, de su localizacion, regulacion, propiedades cataliticas y
sensibilidad a inhibidores. Estas tres isoformas se denominan: NOS endotelial (eNOS)
(también cNOS o NOS-3), NOS neuronal (nNOS) (también bNOS o NOS-1) y NOS
inducible (iNOS) (también macNOS, mNOS o NOS-2) (Andrew y Mayer, 1999;
Alderton y colbs., 2001). Entre las caracteristicas que las distinguen, hay que destacar

dos:
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- El tamano de los monomeros, esto es, 134 kDa la eNOS, 160 kDa la nNOS y
130 kDa la iNOS, ademas de algunas variantes surgidas por ensamblaje alternativo
(Alderton y colbs., 2001).

- La dependencia de Ca™ de las llamadas isoformas constitituvas (eNOS y
nNOS) en contraste con la independencia de Ca™ de la isoforma inducible (INOS)
(Andrew y Mayer, 1999; Alderton y colbs., 2001).

Sin embargo, algunas de las caracteristicas usadas para distinguirlas se estan
poniendo en duda en los ultimos afios, como es el caso de sus propiedades cataliticas,
regulacion y localizacion (Alderton y colbs., 2001). A esta revision de conceptos ha
contribuido el descubrimiento de una 6xido nitrico sintasa en la mitocondria (mtNOS)
(Bates y colbs., 1995; Kobzik y colbs., 1995; Fradsen y colbs., 1996) y los posteriores
acercamientos a sus caracteristicas bioquimicas (Chafourifar y colbs., 1997; Tatoyan y
Giulivi, 1998; Giulivi y colbs., 1998). La reaccion catalizada por esta enzima es la
misma que la catalizada por las formas citosolicas. Ya que no parece existir un gen
especifico para la mtNOS, ésta deberia proceder del gen que codifica alguna de las tres
1soformas citosolicas, y es aqui donde ha surgido una gran controversia en los ultimos
afios (Brookes, 2004). Los estudios iniciales indicaron que la mtNOS se correspondia
con la isoforma endotelial (eNOS) (Bates y colbs., 1995; Kobzik y colbs., 1995),
aunque posteriormente la han identificado como iNOS (Tatoyan y Giulivi, 1998; French
y colbs., 2001) y como nNOS (Kanai y colbs., 2001; Elfering y colbs., 2002; Riobo y
colbs., 2002; Giulivi y colbs., 2003; Kanai y colbs., 2004; Lores-Arnaiz y colbs., 2004).
En este sentido, los estudios de Giulivi demuestran que la mtNOS en higado de rata es
una nNOS con dos modificaciones post-translacionales: una acilacién por acido
miristico que puede tener su funcioén en la unidon a la membrana interna mitocondrial, y

una fosforilacion en el extremo C-terminal que puede ser importante en la regulacion de
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la actividad de la enzima en funcion de los requerimientos energéticos de la célula
(Elfering y colbs., 2002; Haynes y colbs., 2004). Sin embargo, este mismo grupo
encuentra que la mtNOS reacciona frente al anticuerpo de la iNOS (Tatoyan y Giulivi,
1998; Elfering y colbs., 2002). Otros investigadores (Escames y colbs., 2003)
encontraron la existencia de dos isoformas en mitocondrias de higado y pulmon de rata,
nNOS e iNOS. Posteriormente otros estudios han mostrado resultados similares en
mitocondrias de rifion de ratas (Boveris y colbs., 2003) y en mitocondrias de células
tumorales (Galli y colbs., 2003). También se ha detectado una NOS de 130 kDa en
mitocondrias de higado de rata que reacciona frente al anticuerpo de la nNOS y la
INOS, mientras que recientemente identificaron eNOS e iINOS en mitocondrias de
corazdn de ratas (Zanella y colbs., 2004). También hay autores que no detentan ninguna
1soforma de la NOS en mitocondria (Lacza y colbs., 2003; Tay y colbs., 2004; Lacza y
colbs., 2004). Frente a este panorama, ha surgido el debate y la discusion,
cuestionandose incluso la metodologia utilizada (Brookes y colbs., 2004). En este
sentido, se han puesto en duda los métodos para purificar las mitocondrias, ya que si
existe contaminacion citosolica se podria estar detectando las isoformas citosolicas en
lugar de la especifica mitocondrial (Brookes y colbs., 2004). Por ello, Giulivi y colbs.
(Giulivi y cobs., 1998) disefiaron un método de centrifugacion diferencial con gradiente
de densidad con Percoll con el que obtenian un alto rendimiento en la purificacion
mitocondrial estableciendo como mucho un limite de 4% de contaminacion. A pesar de
ello, el problema de la contaminacién sigue siendo motivo de duda. Otro de los
problemas son los anticuerpos utilizados para detectar las distintas isoformas mediante
“western blottting” o inmunocitoquimica. Por ejemplo, los anticuerpos policlonales
utilizados habitualmente que reaccionan frente al dominio C-terminal pueden tener

reacciones cruzadas con las tres isoformas asi como con la citocromo p450 reductasa
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con la que tiene cierta homologia (Brookes y colbs., 2004). Ademas, las imagenes
publicadas de western-blot suelen estar recortadas, mostrando solamente la zona donde
se detecta la proteina y en muchos casos no existe un patrén de proteinas como
marcador independiente de peso molecular. Ello hace que el lector muestre dudas sobre
la veracidad del hallazgo (Brookes y colbs., 2004). Otros trabajos en los que se ha
utilizado microscopia confocal para detectar la mtNOS también han sido cuestionados
por la ausencia de calibrado, el retoque con programas de dibujo o la baja especificidad
de ciertos agentes flourescentes hacia el NO' (Brookes y colbs., 2004). Por ultimo, la
medida de actividad de la mtNOS por radioisotopos también se ha cuestionado. Este
método cuantifica la cantidad de L-(*H)-citrulina formada a partir de L-(*H)-arginina
adicionada al medio, pero esa L-(*H)-citrulina también puede provenir del ciclo de la
urea (Brookes y colbs., 2004). Sin embargo, esta posible interferencia s6lo puede darse
en el higado que es donde tiene lugar el ciclo de la urea. Aceptando la posibilidad de
ciertos problemas metodoldgicos, no debe escaparse de nuestro estudio la variedad de
células, tejidos y animales usados para la deteccion de la mtNOS en la literatura lo que
puede ser motivo de la variabilidad de resultados. En cualquier caso, alin se requiere
mucho trabajo para esclarecer toda la polémica suscitada entorno a la mtNOS,

incluyendo la regulacion de su expresion y actividad.

1.4.- Produccion mitocondrial de radicales libres y efectos en la funcion

mitocondrial.

Los radicales libres son especies quimicas que contienen algin electron
desapareado en su orbital mas externo, lo que le confiere un alto poder para reaccionar
con otras moléculas cercanas captando o cediendo algin electron para eliminar ese

orbital incompleto. La adquisicion de esta forma estable ocurre a expensas de la
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molécula con la que interacciona, la cual se queda, a su vez, con una configuracion
electronica desestabilizada, convirtiéndose asi en una forma reactiva. Estas moléculas
inestables pueden desarrollar reacciones en cadena. (Proctor, 1989). El dafio biologico
de éstas especies depende de varios factores: de la concentracion local que pueden
alcanzar, de la capacidad de difusion determinada por su vida media y su solubilidad en
el medio (liposolubilidad o hidrosolubilidad), de la capacidad reactiva de las moléculas
y de los mecanismos amplificadores o neutralizadores del entorno en que se produce la
accion oxidativa (Reiter, 1998).

En particular, a nosotros nos interesan dos grupos de radicales libres por su
especial formacion e interés en la mitocondria. Estos son, las especies reactivas de
oxigeno (EROs) y las especies reactivas de nitrogeno (ERNs).

La mayor parte del oxigeno demandado por las células humanas es reducido a
agua via complejo IV mitocondrial. Esto requiere la adicion de cuatro electrones a cada
molécula de oxigeno. En esta reduccion de O, pueden ocurrir pasos intermedios con el
resultado de la formacion de anion superoxido, peroxido de hidrogeno (H,O,) y radical
hidroxilo (OH"), correspondiendo a la reduccion por uno, dos y tres electrones
respectivamente (Barja, 1999). Estas tres moléculas constituyen EROs y su formacion
en la mitocondria ha sido motivo de numerosos estudios en los ultimos 35 afios. Asi,
dado que el potencial de reduccidon estandar para la conversion de oxigeno molecular en
anion superoxido es de -0.16 V (Wood, 1987) y como la CTE incluye una variedad de
centros redox con un potencial de reduccion estandar que varia entre los -0.32 V del
NADPH y los +0.39 V del citocromo a3 del complejo IV, ademas de que el ambiente
intramitocondrial es altamente reductor, parece claro que varios componentes
respiratorios, incluyendo flavoproteinas, centros Fe-S y la ubisemiquinona, son

termodinamicamente capaces de transferir un electréon al oxigeno. Ademas, muchos de
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los pasos de la CTE contienen reacciones de un solo electréon, favoreciendo asi la
reducciéon monovalente del oxigeno (Turrens, 2003). El aniéon superdxido formado
puede dismutarse produciéndose peroxido de hidrogeno que, a su vez, puede reducirse
parcialmente formando radical hidroxilo. Otro aspecto clave en la formacion de EROs
es el mantenimiento de la fuerza proton-motriz, ya que si €sta es demasiado alta pueden
“escaparse” electrones del complejo III generando EROs, y si es demasiado baja se
reducen los niveles de ATP y el pool de NADPH pasa a estado oxidado (Nicholls y

Budd, 2000).

Por otro lado, estan las ERNs como el NO' y el producto de la reaccion de éste
con el anién superoxido, los peroxinitritos (ONOO ), los cuales tienen un alto poder
oxidante y son enormemente citotoxicos. Los efectos del NO™ en la mitocondria, sobre
todo en la respiracion, se llevan estudiando desde mediados de la década de 1990 y
vienen a ser mas consistente por la existencia de la mtNOS. El NO" compite con el
oxigeno por su sitio de union al complejo 1V, es decir, a la forma reducida del centro
binuclear citocromo a3 (Fe™)-CuB (Cu"). Por tanto, el NO" es un inhibidor de la
citocromo oxidasa por su competicion con el oxigeno al sitio de uniéon (Brown, 1999;
Brown, 2001). Esta inhibicion es reversible y se ha sugerido que puede darse por dos
reacciones diferentes (Brookes y colbs., 2002). Puesto que en condiciones fisioldgicas
los tejidos estan oxigenados en el rango de 20 uM de O, con un indice [0,]/[NO’]
entre 500 y 1000, se ha calculado que en esta situacion el complejo IV esta inhibido
entre un 16 y un 26 % (Bdveris y colbs., 2000). Ademas de esta inhibicion del C-IV en
condiciones fisiologicas, con concentraciones mayores de NO', lo cual puede darse en
determinadas patologias (Acufia-Castroviejo y colbs., 2001; Acufia-Castroviejo y colbs.,
2002), éste se une al segmento bc; del C-III produciendo efectos similares a la

antimicina, y aun a mayores concentraciones el NO™ puede reaccionar con el ubiquinol
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formando ubisemiquinona (Cadenas y colbs., 2000). Esta inhibicién de la transferencia
electronica trae como consecuencia la formacion de O, * y H,O, (Poderoso y colbs.,
1996; Poderoso y colbs., 1998). Como hemos dicho, el NO" reacciona con el anion
superoxido formando peroxinitritos. Estos peroxinitritos inhiben irreversiblemente
todos los complejos de la CTE, incluyendo la ATP sintasa, por mecanismos aun no
conocidos en detalle (Brown, 1999; Brown, 2001). En conjunto, todos estas especies
reactivas que pueden formarse en la mitocondria van actuar dafiando proteinas, el
ADNmt y oxidando lipidos, provocando en ultimo caso la disfuncion mitocondrial,

mitoptosis y apoptosis (Turrens, 2003).

Frente a esta generacion de radicales libres, la mitocondria tiene sus propios
sistemas antioxidantes. En primer lugar, existe un leve desacoplamiento que previene un
excesivo incremento de la fuerza proton motriz y, por tanto, formaciéon de anion
superoxido. La mitocondria posee otros dos sistemas antioxidantes, como son la
oxidacion a oxigeno por parte del citocromo c¢ disuelto en el espacio intermembranal (cit
¢ +0, " Ocitc™ + 0,) y la dismutacién por parte de la superdxido dismutasa (SOD)
convirtiendo el O, °~ en H,O,, el cual finalmente se convertira a H,O via sistema

glutation (Figura 5) (Skulachev, 1999).
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SOD GPx

2GSH GSSG

NADP* ORd NADPH+HY

Figura S. Sistemas antioxidantes enzimaticos: SOD y
glutation. SOD: superoxido dismutasa; GPx: glutation

peroxidasa; GRd: glutation reductasa.

Finalmente, existen actualmente numerosos estudios que proponen a la
melatonina, un potente antioxidante, una importante accidon protectora a nivel
mitocondrial frente al dafio oxidativo (Acufia-Castroviejo y colbs., 2001; Acuia-

Castroviejo y colbs., 2002; Ledn y colbs., 2004).

En resumen, las mitocondrias son una fuente importante de radicales libres,
sobre todo de EROs y ERNSs, frente a los cuales se defiende por sus propios sistemas
antioxidantes. Cuando el balance entre prooxidantes (o radicales libres) y antioxidantes
tiende hacia los primeros, se produciran dafios en distintos componentes mitocondriales
provocando una disfuncién mitocondrial con caida bioenergética y en ultimo caso la

muerte celular.
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2.- Sepsis.

2.1.- Definicion e importancia sanitaria.

La sepsis es definida tradicionalmente como una respuesta sistémica del huésped
frente a la infeccion. Esta definicidon abarca subclasificaciones en funcion del estado de
gravedad de la sepsis. Asi, en la conferencia consenso organizada en 1992 por la
"Society of Critical Care Medicine" y la "American College of Chest Physicians" (Bone
y colbs., 1992) se establecieron diferentes términos para diferenciar los estados clinicos

de la enfermedad en funcion de la gravedad, como muestra la Tabla 1:

Tabla 1: Definicion clinica de sepsis.

SIRS - Temperatura > 38,3 °C 6 <36 °C.
- Mas de 90 latidos de corazon por minuto.
- Mas de 20 inspiraciones por minuto o una presion arterial parcial
menor de 32 mmHg.
- Cantidad de globulos blancos mayor de 12x10°/1 0 menor de 4x10°/1
Sepsis - Dos o0 més condiciones indicadas para SIRS mas evidencia de la
infeccion.
Sepsis - Sepsis asociada con disfuncion organica, hipoperfusion o
severa hipotension, incluyendo acidosis lactica, oliguria o alteracion aguda
del estado mental.
Shock - Hipotension inducida por sepsis a pesar de un adecuado reemplazo
séptico de fluido, junto con presencia de alteraciones en la perfusion que
pueden incluir acidosis lactica, oliguria o alteracion aguda del estado
mental.
MODS - Presencia de funcion organica alterada en enfermos agudos en los
que la homeostasis no puede mantenerse sin intervencion.

En conferencias posteriores, se han seguido aprobando estos estados de sepsis,
incluyendo otros pardmetros para facilitar un diagnostico preciso (Levy y colbs., 2003).
A partir de este consenso en cuanto a las subclasificaciones de la sepsis, se pudieron
hacer estudios epidemioldgicos fiables para saber la incidencia de la sepsis, su
mortalidad y sus costes sanitarios, encuadrando al paciente dentro cada estado en

funcién de los pardmetros de gravedad. Todos estos estudios epidemioldgicos hechos en
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diferentes paises coinciden en que la incidencia de la sepsis va aumentando cada afio y
la mortalidad esta disminuyendo como consecuencia de los avances en los tratamientos.
Sin embargo, el resultado neto de mortalidad muestra un incremento de muertes
causadas por sepsis cada afio (Palencia, 2004). De esta manera, la incidencia de la sepsis
grave en paises de nuestro entorno oscila entre los 50 a 100 casos por cada 100.000
habitantes y su mortalidad asociada va desde el 25-30% en estudios de base hospitalaria
hasta el 35-55% en estudios realizados en las unidades de cuidados intensivos (UCI).
Un factor importante en estos estudios es la edad, puesto que existe una relacion
exponencial entre la incidencia de sepsis grave y la edad y, ademads, la mortalidad
también aumenta con la edad aunque de forma lineal (Angus y colbs., 2001). En Espafia
existen escasos estudios sobre la epidemiologia de la sepsis aunque datos recientes
indican una incidencia de la sepsis grave de 97 casos por cada 100.000 habitantes con
una mortalidad del 28% en estudio de base hospitalaria. Considerando la poblacion
espafola, estariamos hablando de alrededor de 44.500 casos de sepsis grave en Espafia
de los cuales 11.600 acabarian con la muerte del paciente, lo que sitia a esta
enfermedad como la quinta causa de muerte del pais (Palencia, 2004). En cuanto a los
costes, un estudio reciente realizado sobre 16.000 pacientes, de los cuales un 81,2%
tenian 65 aflos o mas, muestra un gasto de 44.600 $ durante el ingreso hospitalario
inicial del paciente, de 78.500 $ al afio y de 118.800 $ a los 5 anos (Weicker y colbs.,
2003). En costes globales supondria alrededor de 16,7 billones de dolares para el
sistema sanitario estadounidense (Angus y colbs., 2001). 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.
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2.2.- Mecanismos de la respuesta inmunologica frente a la infeccion.

La sepsis es debida a un inapropiado o exagerado incremento de la respuesta
inmune innata, la cual utiliza a neutrofilos, macréfagos y células NK actuando
directamente contra los patdogenos invasores y erradicandolos sin intervencion de la
respuesta inmune adaptativa. Por ello, para tener un conocimiento de la sepsis es
necesario entender como funciona la inmunidad innata asi como las interacciones de las
células que median la respuesta inmune.

2.2.1.- Reconocimiento de los componentes microbianos: los componentes

microbianos reconocidos por la respuesta inmune innata son cominmente denominados
PAMPs (del inglés “pathogen-associated molecular patterns”) e incluyen
lipopolisacaridos de bacterias gram-negativas, exotoxinas, peptidoglicanos y acido
lipoteico de bacterias gram-positivas asi como otros componentes bacterianos, viricos,
fingicos y parasitarios (Das, 2000; Cohen, 2002).

Tras una infeccidon por bacterias gram-negativas, los lipopolisacaridos (LPS) de
la pared celular se unen primero a proteinas plasmaticas llamadas proteinas de union a
LPS (LBP, del inglés “LPS binding protein”), las cuales transfieren monomeros de LPS
desde la pared bacteriana a una glicoproteina de membrana de monocitos, macrofagos y
polimorfonucleres, llamada CD14, la cual es componente esencial del complejo receptor
de LPS (Figura 1). Ademas del CD14 unido a membrana, existe otro componente
soluble con la misma funciéon y ambos parecen tener la capacidad para discriminar entre
los productos bacterianos y fijar sus sefiales a los diferentes TLRs (del inglés “Toll like
receptor”). Estos TLRs constituyen otro de los componentes del complejo receptor de

LPS (Figura 6).
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(extraido de Fujihara y colbs, 2003).

En mamiferos existen al menos 13 tipos de TLRs (10 identificados en humanos
y 12 en ratones) (Beutler, 2004). Tienen una estructura de proteinas transmembrana tipo
I caracterizadas por un dominio extracelular que contiene multiples repeticiones ricas en
leucinas, un dominio transmembrana y un dominio intracelular TIR (del inglés “Toll/IL-
1 receptor/plant R gene product homology”). Este dominio intracelular en TLR4 es
clave en el complejo receptor ya que gracias a €l se va a iniciar la transduccién de
senales tras reconocer al LPS (Fujihara y colbs., 2003). A pesar de que los CD14 y los
TLR4 fueron inicialmente descritos para el reconocimiento de LPS, estudios posteriores
han confirmado que también estan implicados en el reconocimiento de otros tipos de
PAMPs (Fujihara y colbs., 2003).

Existe un tercer componente esencial en el complejo receptor de LPS llamado
MD-2 (del inglés “myeloid differentiation protein-2’) Se trata de una proteina pequeia

que estd asociada al dominio extracelular del TLR4 y que no tiene dominio
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transmembrana (Figura 6), cuya funcion esta ligada a la distribucion celular del TLR4.
Otros estudios han demostrado que la MD-2 también esta directamente implicada en el
reconocimiento del LPS (Fujihara y colbs., 2003).

Por tanto, el complejo para reconocer al LPS unido a LBP estd compuesto por
CD14, TLR4 y MD-2, y los tres son necesarios para el reconocimiento de la endotoxina.
Sin embargo, en los ultimos afios se han descrito otros receptores para LPS ademads de
receptores para otros componentes microbianos, (Perera y colbs., 2001; Takeuchi y
colbs., 2001; Triantafilou y colbs., 2001; Triantafilou, 2002; Fujihara y colbs., 2003;
Girardin y colbs., 2003; Beutler, 2004).

2.2.2.- Respuesta inmune y seniales de amplificacion: segin lo anterior, parece

claro que los complejos receptores van a coordinarse para iniciar las sefales
intracelulares a través de los diferentes TLRs. Estas sefiales, basadas fundamentalmente
en reclutamientos y fosforilaciones, culminaran con la sintesis de moléculas
proinflamatiorias que puedan combatir y erradicar la infeccion. Asi pues, tras el
reconocimiento del PAMP por el complejo receptor, la proteina adaptadora MyD88 (del
inglés “myeloid differentiation factor 88”) va a ser reclutada al dominio TIR del
receptor TLR. Esta MyD88 posee un dominio TIR C-terminal, que se asocia al dominio
TIR del TLR e interactia con el receptor IRAK (del inglés “IL-1 receptor-associated
kinase”) por su dominio N-terminal. Tras esta interaccion, IRAK va a fosforilar a otra
molécula adaptadora llamada TRAF6 (del inglés “TNF receptor-activated factor 6””) que

va a activar factores de transcripcion a través de dos vias principales (Fujihara, 2003):

- Una primera via conduce a la activacion del factor de transcripcion NF-kB

(Figura 7) (Takeuchi y colbs., 2001; Fujihara y colbs., 2003).
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- La segunda via conduce a la activacion de otros factores de transcripcidon como
la proteina activadora 1 (AP-1, del inglés “activator protein-17), el elemento de
respuesta a suero (SRE, del inglés “serum response element”) y el elemento de
respuesta a AMPc (CRE, del inglés “cAMP responsive element”) (Figura 7).
Dichos factores de transcripcion son activados a través de las 3 rutas MAPK (del

inglés “mitogen-activated protein kinase”) (Guha y colbs., 2001) (Figura 7).

LPS/LBP

citoplasma

Nucleo

Figura 7. Esquema de las sefiales intracelulares dependientes

del factor MyD88 en respuesta a LPS en macrofagos.
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Las rutas descritas hasta ahora dependen de la proteina adaptadora MyDS88, la
cual es la que inicia las cascadas de sefiales intracelulares tras su interaccion con TLR.
En los ultimos afios se han descrito otras rutas independientes de la proteina adaptadora
MyD88 (Fujihara y colbs., 2003). En ellas, tras el reconocimiento del LPS por el
complejo receptor, el dominio TIR del receptor TLR4 va a interaccionar con una
proteina adaptadora llamada TRIF (del inglés “TIR domain-containing adaptor inducing
IFN-B”), que puede activar la via que conduce a la activacion del NF-xB (Figura 8)
constituyendo asi una via alternativa de activacion de NF-kB independiente de MyD8S,
y también puede activar un factor de transcripcion llamado IRF3 (del inglés “IFN
regulatory factor 3”), el cual va a inducir la transcricion, y posterior traduccion, de los
genes para IFN-f3 (Figura 8). De esta manera se sintetiza [FN-3 que sale al exterior de la
célula donde puede interaccionar con su receptor celular activando unas kinasas
citoplasméticas llamadas JAKs (del inglés “janus kinases”). Estas kinasas van a
fosforilar restos de tirosina tanto del receptor del interferébn como de otro factor de
transcripcion llamado STATI1 (del inglés “signal transducer and activator of
transcription”) (Figura 8), el cual se dimeriza tras la fosforilacion y se trastoca al niicleo
para activar la expresion de genes dependientes de STAT. Esta via juega un papel
esencial en la expresion de ciertos genes como el de la iNOS (Yamamoto y colbs.,
2003; Fujihara y colbs., 2003).

Por tanto, las diferentes sefiales van a culminar con la activacion de ciertos
factores de transcripcion, los cuales van a ejercer su accion provocando la sintesis de
mediadores de la inflamacion, tales como el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a),
interleuquina 1-f (IL-1pB), IL-6, IL-10, interferon y (IFN-y) factor de crecimiento
transformante § (TGF-f), factor de activacion plaquetaria (PAF), molécula de adhesion

intercelular 1 (ICAM-1), el componente C5a del complemento, quimioquinas, NO™ y
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otras especies reactivas de nitrégeno y oxigeno... (Bathia y colbs., 2004). Todos estos
mediadores de la inflamacion van a ejercer diferentes funciones con el fin de erradicar
la infeccion. De todos ellos, nos centraremos en el NO™ y como se va a producir a partir

de la induccion de una de las isoenzimas que lo sintetiza, la 6xido nitrico sintasa

inducible (iNOS).
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+ IFN-o/B
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Figura 8. Esquema de las senales intracelulares

Nucleo

independientes del factor MyD88 en respuesta a LPS en

macrofagos.
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2.2.3.- iNOS en la sepsis. Activacion vy vias de sefializacion:

La sepsis va a provocar una induccion de la expresion de la iNOS a través de

diferentes vias que se inician por la interaccion de receptores celulares con los PAMPs

(como el LPS), IFN-y, IL-1B, IL-6 y/o TNF-a. Las secuencias clonadas de los

promotores de la iNOS de diferentes especies (Lowenstein y colbs., 1993; Xie y colbs.,

1993; Lin y colbs., 1996; Chu y colbs., 1998; Zhang y colbs., 1998; Wang y colbs.,

2001) exhiben homologias a sitios de union de numerosos factores de transcripcion,

tales como AP-1, CRE, IRF, NF-kB, SER o STAT-1, los cuales estdn implicados en la

induccion de la transcripcion de los mediadores de la inflamacion (Kleinert y colbs.,

2004). De algunos de estos factores existen ya numerosas evidencias de su implicacion

en la induccién de la iNOS en la sepsis:

NF-kB: tanto el LPS como la IL-1B, el TNF-ay el estrés oxidativo, han
mostrado inducir la expresion de la iNOS en diferentes tipos celulares a través
de la activacion, por las vias explicadas en el apartado anterior, del NF-kB. Sin
embargo, existe controversia sobre la localizacion del sitio de union del NF-«B
al promotor humano de la iNOS debido a que los datos publicados difieren unos
de otros (Titheradge MA, 1999; Kleinert y colbs., 2004).

IRF’: se ha demostrado en diferentes trabajos un papel esencial del sitio de union
a IRF (posiciones de -913 a -923 pares de bases) para la induccion del promotor
de la iNOS en macrofagos RAW 264.7 (Kleinert y colbs., 2004).

STAT-1: como ya dijimos antes, esta via parece importante en la induccion de la
expresion de la iINOS, y se ha demostrado en diferentes tipos celulares
incluyendo células humanas. Sin embargo, no esta claro que la estimulacion de
la induccion de la iINOS por esta via sea por union directa de STAT-1 al

promotor de la iNOS o de forma indirecta induciendo la actividad de IRF.
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- AP-I: existen trabajos contradictorios en cuanto al papel de este factor de
transcripcion en la regulacion de la expresion de la iNOS. Algunos autores
indican que AP-1 inhibe la expresion de la iNOS (Kleinert y colbs., 1998;
Kleinert y colbs., 1999; Kizaki y colbs., 2001). Otros autores por el contrario,
indican que AP-1 aumenta la expresion del promotor de la iNOS (Marks-
konczalik, 1998; Kristof y colbs., 2001). Como indica Kleinert (2004) las
discrepancias de estos resultados puede deberse a los distintos niveles de
expresion de AP-1 usados en los distintos experimentos que pueden provocar
situaciones de sofoque de cofactores de transcripcion.

- Otros factores de transcripcion: en la literatura existen otros factores de
transcripcion que han sido descritos con menor detalle y evidencia como

reguladores de la actividad del promotor de la iNOS (Kleinert y colbs., 2004).

En cualquier caso, durante la sepsis hay una induccion de la iNOS en células
inmunoldgicas con el consiguiente aumento de produccion de NO', el cual tiene dos
efectos beneficiosos en la inflamacion: bactericida/antimicrobiano y vasodilatador para
que las células inmunolégicas lleguen al foco de infeccion. Sin embargo, en la sepsis,
con una infeccion generalizada no localizada, la induccion de la iNOS tiene lugar en
multiples tipos celulares como células endoteliales, musculares, cardiacas, hepaticas,
pancredaticas o pulmonares (Titheradge y colbs., 1999). Esta gran generacion de NO' en
los distintos 6rganos va a provocar efectos dafiinos en el sistema vascular provocando
vasodilatacion e hiporeactividad a agentes vasopresores, efectos hemodinamicos en los
diferentes tejidos y una importante disfuncién mitocondrial, que puede conducir al fallo
de algun/os 6rgano/s o en el peor de los casos a un fallo multiorganico (Vicent y colbs.,

2000).

30



LU S CARLOS LOPEZ GARCI A

2.2.3.- mtNOS en la sepsis:

Hace ya 35 afos que fue introducido el concepto de fallo bioenergético muscular
debido a una disfuncion mitocondrial como parte de la patologia de la sepsis (Schumer
y colbs., 1970; Mela y colbs., 1971). Los recientes descubrimientos que han revelado la
existencia de una NOS mitocondrial (Bates y colbs., 1995; Kobzik y colbs., 1995;
Fradsen y colbs., 1996; Chafourifar y colbs., 1997; Tatoyan y Giulivi, 1998; Giulivi y
colbs., 1998), junto con los efectos del NO" tanto en situaciones fisiologicas como
fisiopatoldgicas en la mitocondria (Boveris y colbs., 2000; Cadenas y colbs., 2000;
Brown y colbs., 2001), han permitido considerar que la disfunciéon mitocondrial en la
sepsis puede deberse a una induccion de la mtNOS y el consiguiente aumento de NO'.
De acuerdo con ésto, Escames y colbs. (2003) demostraron por primera vez en un
modelo de sepsis inducida por la administracion de LPS a ratas Wistar, que durante la
sepsis existe una induccidon de la mtNOS en mitocondrias de higado y pulmon. Estos
investigadores, identifican dos isoformas de la NOS en mitocondrias de dichos tejidos,
una Ca'*-dependiente que reacciona frente a anticuerpos anti-nNOS y otra Ca'-
independiente que reacciona frente a anticuerpos anti-iINOS. Tras la induccion de la
sepsis existe un incremento tanto de expresion como de actividad de la mtNOS,
fundamentalmente debido a la forma inducible de la mtNOS (66% de la actividad
mtNOS) (Escames y colbs., 2003). Recientemente, Alvarez y Boveris (2004) han
apreciado también un incremento de la actividad de la mtNOS en corazon y diafragma
de ratas Sprague Dawley tras la administracion de LPS. Al igual que Escames y colbs.,
estos investigadores detectan actividlad Ca™ dependiente e independiente en
condiciones fisioldgicas pero sin embargo, no distinguen entre ambas formas tras
inducir la sepsis, mostrando sélo la actividad total de la mtNOS. Los mecanismos que

inducen la mtNOS en sepsis no estan claros. Durante la sepsis se ponen en
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funcionamiento todas las cascadas de sefiales que provocan la induccion de la iNOS y
es posible que esta iNOS pueda ser importada a la mitocondria (Boéveris y colbs., 2002).
En cualquier caso, los autores sugieren que el aumento de actividad de la mtNOS en la
sepsis es responsable de un incremento de estrés oxidativo con dafio a la CTE (Escames

y colbs., 2003; Alvarez y Boveris, 2004).

2.3.- NO- y disfuncion mitocondrial en la sepsis.

Durante la sepsis hay una induccion de la iNOS con el consiguiente aumento en
la produccién de NO’, el cual tiene a altas concentraciones efectos nocivos sobre la
funcion mitocondrial. En este sentido, son varios los estudios que han apreciado una
inhibicién de los complejos de la CTE durante la sepsis (Gellerich y colbs., 2002;
Brealey y colbs., 2004; Nin y colbs., 2004) con una respiracion mitocondrial alterada
(Taylor y colbs., 1994; Taylor y colbs., 1998; Boczkowski y colbs., 1999; Callahan y
colbs., 2001; Gellerich y colbs.,, 2002; Davies y colbs., 2004), asi como una
disminucién de los niveles de ATP (Brealey y colbs., 2004). Recientemente, con el
descubrimiento de la mtNOS, se sugirié que el aumento intramitocondrial de NO’
debido la induccién de ésta podria ser responsable del dafio mitocondrial (Boveris y
colbs., 2002). Escames y colbs. (2003) observaron un incremento en la expresion y
actividad de la mtNOS en mitocondrias de higado y pulmén de ratas durante la sepsis
con el consiguiente aumento en los niveles intramitocondriales de nitritos. Esta
induccion de la mtNOS (fundamentalmente debida a la iNOS) provocd una inhibicion
de los complejos I y IV (Escames y colbs., 2003). Posteriormente, Alvarez y colbs.
(Alvarez y colbs., 2004) han apreciado también un incremento de la mtNOS durante la
sepsis en mitocondrias de corazon y diafragma de ratas con aumento de los niveles de

anién superdxido, perdoxido de hidrogeno y peroxinitritos, lo cual puede ser
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consecuencia del dafio en la CTE. Este incremento en los niveles intramitocondriales de
peroxido de hidrogeno ya habia sido detectado en trabajos previos (Taylor y colbs.,
1994; Boczkowski y colbs., 1999) aunque sin implicar directamente al NO" producido
por el aumento de actividad de la mtNOS en sepsis.

Todos estos datos sugieren que el aumento de actividad de la mtNOS vy el
consiguiente incremento en los niveles intramitocondriales de NO' pueden provocar un
intenso estrés oxidativo que conlleva un dafio mitocondrial con caida en la produccion
de ATP y denergizacion celular responsable del fallo organico o multiorganico

producido en el shock séptico.

2.3.- Fallo respiratorio y cardiaco en la sepsis.

Durante el sindrome de sepsis severa que evoluciona al fallo multiorganico, la
tipica secuencia de eventos en pacientes incluye una disfuncion ventilatoria inicial
(denominado sindrome de dificultad respiratoria aguda) con inestabilidad en el sistema
circulatorio (Awad SS, 2003). Esto es seguido habitualmente por una disfuncion renal y
hepatica, disfuncion intestinal, coagulopatia, disfuncion endocrina con hiperglucemia e
insuficiencia suprarrenal y depresion del sistema nervioso central (Awad SS, 2003). Por
tanto, el sistema respiratorio y el circulatorio suelen ser los primeros que se ven
afectados en los estados de sepsis severa. Tradicionalmente se ha asociado el fallo
respiratorio en sepsis con un fallo pulmonar pero cada vez hay mas evidencias de un
fallo en los musculos ventilatorios (Hussain, 1998; Barreiro y Hussain, 2002). Entre
estos musculos se encuentran el diafragma, los musculos intercostales o los musculos
abdominales, los cuales son, por su funcidn respiratoria, esenciales para la vida. El
agotamiento y el decrecimiento de la fuerza de los musculos ventilatorios en sepsis es

comun en humanos (Friman, 1977; Cohen y colbs., 1982; Abraham y colbs., 2004) y en
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modelos animales (Boczkowski y colbs., 1990; Shindoh y colbs., 1992; Supinski y
colbs., 1993; El Dwari y colbs., 1998; Boczkowski y colbs., 1999; Lanone y colbs.,
2000), siendo frecuente en los pacientes con afeccion respiratoria la utilizacién de
ventilacion mecanica (Abraham y colbs., 2004). En el fracaso de los musculos
ventilatorios durante la sepsis, parece tener un papel fundamental el NO' (Hussain,
1998; Barreiro y Hussain, 2002).

Por otro lado, la posibilidad del fallo cardiaco en la sepsis fue propuesto por
primera vez en la década de 1960 y a lo largo de este tiempo se han realizado muchos
estudios sobre su etiologia. Parece claro que en la sepsis existe una disfuncion en el
miocardio, tanto en la sistole como en la didstole del ventriculo izquierdo y ventriculo
derecho (Court y colbs., 2002). El dafio celular parece que conlleva a un fallo en la
contraccion de los cardiomiocitos. Las altas concentraciones de NO™ que se producen
durante la sepsis van a producir dafio mitocondrial (Boveris y colbs., 2002; Alvarez y
Boveris, 2004) provocando la muerte celular (Court y colbs., 2002; Massion y colbs.,

2003).
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3.- MELATONINA.

La melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina (aMT) (Figura 9) es una
indolamina descrita inicialmente por McCord y Allen (McCord y Allen, 1917) y aislada
por primera vez por Lerner (Lerner y colbs., 1958), a partir de extractos de glandula
pineal. Se trata de un cristal organico, con un punto de fusion entre 116-118 °C, poco

soluble en agua y muy soluble en etanol (Szmuskowvcz y Heinzelman, 1960).

CH;0 NHCOCH,
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Figura 9. Estructura quimica de la melatonina.

Aunque inicialmente se encuadr6 a la melatonina exclusivamente en la fisiologia
circadiana y reproduccion, estudios posteriores permitieron relacionarla con aspectos de
la fisiologia intracelular independientes de sus accion hormonal. Asi, se demostro que la
melatonina es un potente depurador de radicales libres (Tan y colbs., 1993); se
identificaron y caracterizaron receptores nucleares para la melatonina en Organos
periféricos (Acufia-Castroviejo y colbs., 1993; Acufia-Castroviejo y colbs., 1994;
Becker-André y colbs., 1994; Hirose y colbs., 1994) y células del sistema nervioso
central (Becker-André y colbs., 1994; Carlberg y colbs., 1994; Gigueré y colbs., 1994).
Asimismo, se demostré la capacidad de la melatonina para unirse a proteinas citosolicas
como la proteina Kinasa C (PKC) (Benitez-King y Anton-Ray, 1996), la calmodulina
(CaM) (Huerto-Delgadillo y colbs., 1994; Pozo y colbs., 1994; Ledn y colbs., 2000), y
la calreticulina (Macias y colbs., 2003), permitiendo esta interaccion modular las

acciones intracelulares del calcio. Por tltimo, diversos trabajos han demostrado el
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importante papel que la melatonina tiene en el mantenimiento de la homeostasis
mitocondrial (Martin y colbs, 2000; Martin y colbs., 2002; Acufia-Castroviejo y colbs.,

2001; Acufia-Castroviejo y colbs., 2002; Ledn y colbs., 2004; Ledn y colbs., 2005).

3.1.- Sintesis de melatonina en mamiferos.

La melatonina es un compuesto altamente conservado en la escala evolutiva,
estando presente en muchos tipos de organismos, incluyendo bacterias, eucariotas
unicelulares, microalgas, plantas, invertebrados y vertebrados. En mamiferos, el primer
lugar donde se descubrid la sintesis de melatonina fue en la glandula pineal, la cual
poseia todos los enzimas necesarios para su sintesis a partir de la serotonina (Axelrod y
Wissbach, 1960) y su actividad bioquimica se veia afectada por los ciclos luz-oscuridad
(Quay, 1964). Entonces, la sintesis de melatonina en la glandula pineal funciona como
un mensaje codificado de la duraciéon de la oscuridad y es responsable de la
concentraciones picomolar/nanomolar de la indolamina en plasma (Reiter, 1991; Erren
y colbs, 2003).

En la glandula pineal, la melatonina se sintetiza a partir del triptofano, que entra
en el pinealocito por transporte activo en contra de gradiente de concentracion (Sudden,
1979). Este triptofano se transforma, en primer lugar, en 5-hidroxitriptamina o
serotonina, por accion sucesiva de la L-triptofano hidroxilasa y de la 5-hidroxitriptofano
descarboxilasa. Posteriormente, la serotonina se convierte en N-acetilserotonina por
accion de la N-acetiltransferasa (NAT), que actlia como enzima limitante en el proceso
de sintesis de melatonina. Finalmente, la N-acetilserotonina sufre una metilacion por
accion de la hidroxindol-O-metiltransferasa (HIOMT) produciendo la molécula de

melatonina. (Figura 10).
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Figura 10. Sintesis de melatonina a partir de la
serotonina en la glandula pineal. NAT: N-
acetiltransferasa; HIOMT: hidroxindol-O-
metiltransferasa; SAM: S-adenosilmetionina; SAH: S-

adenosilhomocisteina.

Ademas de la sintesis pineal, en mamiferos la melatonina es sintetizada en una
gran variedad de tejidos como la retina, la glandula harderiana, la mucosa del intestino,
el cerebelo, el epitelio respiratorio, el higado, el rifidn, el timo, el tiroides, el pancreas,
los ovarios, el cuerpo carotideo, la placenta y el endometrio, asi como en células no
endocrinas tales como las células NK, los eusinodfilos, las plaquetas y células
endoteliales (Kvetnoy I, 2002). Ademas, en el interior de los orgénulos subcelulares la
concentracion de melatonina puede variar, y algunos autores han descrito que los
niveles de esta indolamina en nucleo y en mitocondria pueden ser significativamente
mayores que en plasma (Menéndez-Pelaez y Reiter, 1993; Acufia-Castroviejo y colbs.,

2003).
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3.2.- Mecanismos de proteccion mitocondrial de la melatonina.

La melatonina es una molécula altamente lipofilica, lo que le permite atravesar
las membranas celulares con cierta facilidad, enriqueciendo los compartimentos
subcelulares, incluyendo la mitocondria, donde puede acumularse a altas
concentraciones (Acufia-Castroviejo y colbs., 2002; Acuna-Castroviejo y colbs., 2003;
Leon y colbs., 2004).

3.2.1.- Accion sobre la mtNOS:

Aunque ain no esté clara la naturaleza de la mtNOS, durante procesos
inflamatorios como la sepsis se produce una induccién de la iINOS. La melatonina
parece inhibir la activacion del NF-kB (Cuzzocrea y Reiter, 2001; Guerrero y Reiter,
2002) y puede también actuar a nivel de las MAPKs (Cuzzocrea y Reiter, 2001),
reduciendo de esta manera la induccidén de la expresion de la iNOS. La melatonina
ademas reduce la expresion de la iNOS a nivel transcripcional (Cuzzocrea y Reiter,
2001). En este sentido, la administracion de melatonina reduce la expresion de la iNOS
en un modelo de sepsis experimental con administracion de LPS (Crespo y colbs.,
1999). Escames y colbs. (2003) encuentran un componente inducible de la mtNOS
sobreexpresado en higado y pulmén durante la sepsis. El tratamiento con melatonina
inhibe tanto la expresion como la actividad de la mtNOS al igual que ocurre con la
iINOS citosolica. En cualquier caso, los mecanismos por los que la melatonina inhibe la
actividad de la iNOS no son conocidos. Ademas, Escames y colbs. (2003) también
encuentran en la mitocondria una isoforma derivada de la nNOS cuya actividad no
aumenta en la sepsis, aunque la melatonina también inhibe la actividad de ésta. En este
sentido, Leon y colbs. (2000) demostraron que el mecanismo de inhibicién de la
actividad nNOS por la melatonina es por su unidn a la calmodulina, la cual es necesaria

para formar el tetrdmero activo de la enzima.
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Por tanto, la melatonina inhibe la produccion de NO' que se produce en las
sepsis, restaurando la funcién mitocondrial y evitando el fallo multiorganico

3.2.2.- Antioxidante de accion directa:

La melatonina y algunos de sus metabolitos poseen la capacidad de depurar por
si mismos algunas especies reactivas de especial interés en la mitocondria (Acufia-
Castroviejo y colbs., 2001; Reiter y colbs., 2003; Leén y colbs., 2004). La primera
evidencia que mostro6 esta capacidad de la melatonina fue la neutralizacion por parte de
la indolamina del radical hidroxilo (HO') (Tan y colbs., 1993), elimindndose dos
moléculas HO' por cada molécula de melatonina y produciéndose por esta interaccion
3-hidroximelatonina ciclica, la cual es detectada en la orina como producto de excrecion
(Tan y colbs. 1998; Tan y colbs., 2002).

El peréxido de hidrogeno (H,0O,), también es susceptible de ser depurado por la
melatonina, formandose N'-acetil-N*-formil-5-metoxikinuramina (AFMK) (Tan y
colbs., 2000). Estos experimentos también han sido comprobados in vivo (Reiter y
colbs., 2003). Tanto la 3-hidroximelatonina ciclica como la AFMK, productos de
reaccion de la melatonina con HO' y H,O, respectivamente, parecen tener funciones
depuradoras de agentes toxicos (Acufia-Castroviejo y colbs., 2001; Reiter y colbs.,
2003; Ledn y colbs., 2004).

Algunos autores han indicado también que la melatonina puede depurar anion
superoxido (O, ) (Marshal y colbs., 1996; Zang y colbs., 1998), aunque este hecho atin
estd por confirmar, especialmente in vivo, ya que la reaccion por la cual la melatonina
ejerceria esta accion no es conocida (Acufia-Castroviejo y colbs., 2001; Reiter y colbs.,
2003; Ledn y colbs., 2004).

La melatonina también puede depurar radicales peroxilo, interfiriendo asi en la

propagacion de la peroxidacion lipidica, aunque este hecho podria deberse mas a la
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accion depuradora de otras especies reactivas que pueden provocar peroxidacion
lipidica que a la depuracion en si de radicales peroxilo. No obstante, la melatonina es
altamente eficaz para reducir los niveles de peroxidacion lipidica, tanto basales como
estimulados por estrés oxidativo (Reiter y colbs., 2003).

Ademas de las EROs, la melatonina actia como depuradora de ERN:S,
reaccionando con el NO® para formar N-nitrosomelatonina, asi como con los
peroxinitritos (ONOO ), formando un producto atn no del todo clarificado puesto que
diferentes grupos han hallado diferentes productos en la reaccion de la melatonina con
el ONOO (Acuiia-Castroviejo y colbs., 2001; Reiter y colbs., 2003; Ledn y colbs.,
2004) (Figura 11).

3.2.3.- Antioxidante de accion indirecta:

Junto a la capacidad intrinseca para depurar radicales libres, la melatonina posee
la capacidad de estimular la actividad y expresion (Kotler y colbs., 1998; Antolin y
colbs., 2002; Mayo y colbs., 2002) de otros sistemas antioxidantes, estableciendo asi
una forma de accion indirecta para la reduccion del estrés oxidativo. En primer lugar, la
melatonina estimula el ciclo del glutation, aumentando la actividad de la glutation
peroxidasa (GPx) y de la glutation reductasa (GRd), regulando asi el balance glutation
oxidado (GSSG)/glutation reducido (GSH) (Pablos y colbs., 1998; Martin y colbs.,
2000). Ademas, la melatonina aumenta la produccion de GSH por la estimulacion de la
v-glutamilcisteina sintasa, enzima limitante en la ruta de sintesis de glutation (Urata y
colbs., 1999); y también estimula 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 que la melatonina estimula otras enzimas

antioxidantes como la superdxido dismutasa (SOD) y la catalasa (Acuna-Castroviejo y
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colbs., 2001; Reiter y colbs., 2003; Leon y colbs., 2004). También ejerce una accion
sinérgica con otros antioxidantes como la vitamina E y C (Reiter y colbs., 2003).

En resumen, sea por accion directa y/o indirecta, la melatonina es un potente
antioxidante con importantes propiedades para actuar en la mitocondria y, en
consecuencia, protegera el ADNmit, las membranas lipidicas y las proteinas
mitocondriales del dafio oxidativo (Figura 11).

3.2.4.- Potenciacion de la CTE:

La influencia de la melatonina en la homeostasis mitocondrial no se limita a su
poder antioxidante sino que también actiia en la CTE y en la produccion de ATP. En
diversos experimentos se ha demostrado que la melatonina, tanto in vivo como en
mitocondrias incubadas in vitro, estimula la transcripcion del ADNmt, aumentando la
expresion del ARNm correspondiente a las subunidades I, IT y III del complejo IV de la
CTE que estan codificados por el ADN mitocondrial (Escames y colbs., enviado). La
administracion de melatonina también impide la reduccion en la actividad de los
complejos I y IV debido al estrés oxidativo y dafio mitocondrial inducido por rojo de
rutenio administrado a ratas. (Martin y colbs., 2000b). En este mismo sentido, usando
particulas submitocondriales obtenidas de higado y cerebro de ratas, la melatonina
aumenta la actividad de los complejos I y IV de forma dosis-dependiente (Martin y
colbs., 2000; Martin y colbs., 2002), y contrarresta la inhibicion del complejo IV
causado por cianuro (Martin y colbs., 2002). En un modelo de dafio mitocondrial
inducido por la administracién de LPS a ratas y mediado por el NO’, la melatonina es
capaz de recuperar la inhibicion de los complejo I y IV en mitocondrias de higado y
pulmoén (Escames y colbs., 2003).

Basado en estos resultados, es razonable pensar que el efecto de la melatonina en

la regulacion de la actividad de los complejos de la CTE no sélo se basa en el papel
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antioxidante de la indolamina. En efecto, el alto potencial redox de la melatonina (0.94
V) (Tan y colbs., 2000) sugiere que ésta puede interaccionar con los complejos de la
CTE donando y aceptando electrones y de esta manera aumentar el flujo electronico, un
efecto que no poseen otros antioxidantes (Martin y colbs., 2002).

Por ultimo, el aumento de la actividad de los complejos I y IV observado tras la
administracion de melatonina tiene una importante consecuencia en la fisiologia celular,

el incremento en la produccion de ATP (Figura 11) (Martin y colbs., 2002).

Antioxidante = Evita dafio

oxidativo
P
. | Incrementa
<Melat0n1na Donadora de e actividad CTE
v
o?
Interaccidn Incrementa
A DNmit sintesis ATP

Figura 11. Esquema de los efectos de la melatonina en la mitocondria.

3.3.- Papel terapéutico de la melatonina en la fisiopatologia de la sepsis.

Segun la fisiopatologia de la sepsis y las propiedades y acciones de la
melatonina, parece obvio que la administracion farmacolédgica de la indolamina podria
tener efectos beneficiosos en el estado séptico. Crespo y colbs. (1999) muestran que la
administracion de melatonina a ratas con sepsis inducida por LPS reduce la expresion
de la iNOS de forma dosis-dependiente y recupera al animal del fallo multiorgéanico.
Posteriormente, Wu y colbs. (2001) demostraron que la administracién de melatonina

prevenia el fallo circulatorio en ratas con endotoxemia y mejoraba la supervivencia de
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ratones con inyecciones letales de LPS, reduciéndose la infiltraciéon de neutréfilos
polimorfonucleares en el higado de los animales supervivientes. Estos efectos
beneficiosos de la indolamina se asociaron a su accion en la expresion de la iNOS y en
la produccion de anidon superoxido. A nivel mitocondrial Escames y colbs. (2003)
detectan que la melatonina reduce la expresion y actividad de la mtNOS asi como los
niveles intramitocondriales de nitritos, recuperando la actividad de los complejos [ y IV
incluso por encima de los valores basales en higado y pulmoén de ratas con sepsis
inducida por inyeccion de LPS. Recientemente, de Villa Bianca y colbs. (2004) también
muestran que la melatonina previene el dafio endotelial y vascular en ratas con sepsis
inducida por LPS. Este efecto de la indolamina se relaciond con sus propiedades
antioxidantes y su capacidad para inhibir la expresion de la iNOS.

Dados estos efectos beneficiosos de la melatonina, cabe esperar que su
administracion mejoraria la supervivencia asociada a la sepsis. En efecto, los trabajos
realizados en este sentido en animales de experimentacion, muestran una disminucion
de la mortalidad tras el tratamiento con melatonina. Sin embargo, los valores de
supervivencia observados difieren de unos trabajos a otros, probablemente por las
diferentes dosis de melatonina usadas. 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 puncién ileoceal en ratones (Wichmann y colbs., 1996); del
48 % y 86 % en ratas a las que se le administr6 melatonina (2 mg/kg) 3 y 6 horas
después de la inyeccion de LPS respectivamente (Maestroni, 1996); del 40 % en ratones
a los que se le administré melatonina (5 mg/Kg) después de la inyeccion de LPS (Wu y
colbs., 2001); y del 73 % en ratas con sepsis inducida con zimosan A a las que se le
administré6 melatonina (0.8 mg/kg) cada uno de los 10 dias que durd el experimento

(Reynolds y colbs. 2003).
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Con toda la evidencia experimental en animales, Gitto y colbs. (2001) realizaron
el primer estudio en humanos con administracion oral de melatonina en nifios que nacen
con sepsis. La melatonina (dos dosis de 10 mg/kg separadas por un intervalo de 1 hora)
es administrada via oral dentro de las 12 horas después del diagnostico de la sepsis. Al
igual que ocurria en animales de experimentacion, la melatonina redujo el estrés
oxidativo provocado durante la sepsis medido en términos de peroxidacion lipidica en
sangre. Ademas, la administracion de melatonina mejora ciertos parametros seroldgicos,
tales como la cantidad de globulos blancos y neutrofilos, plaquetas y proteina reactiva
C. Lo mas importante desde un punto de vista clinico en este estudio 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 administrdé melatonina.
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El exceso de NO™ producido por la iNOS estd directamente relacionado con el
fallo multiorganico en la sepsis. No se conoce exactamente cual es la naturaleza de la
mtNOS, pero es una enzima que se induce en la sepsis, provocando un aumento de la
produccion de NO’ y de peroxinitritos que van a causar un dafio mitocondrial severo,
inhibiendo la actividad de los complejos respiratorios y, por tanto, la produccion de
ATP. El déficit de ATP implica por si mismo un déficit de contractibilidad muscular
pudiendo llegar a provocar fallo respiratorio y cardiaco, principales manifestaciones
clinicas de la sepsis y que, en gran medida, contribuyen a la mortalidad. Por otro lado,
la melatonina inhibe la expresion de la iINOS y mtNOS asi como la actividad de la
cNOS, disminuyendo la produccion de NO'. Ademas, la melatonina es un importante
depurador de radicales libres tanto de forma directa como indirecta, con una accion
destacada a nivel mitocondrial.

En consecuencia, nuestra hipotesis de trabajo es la siguiente:

a) El dafio mitocondrial inducido por el sistema mtNOS/ NO es causa

importante del fallo mitocondrial previo a las alteraciones musculares
y fallo multiorganico en la sepsis.

b) El tratamiento con melatonina va reducir de forma considerable la
actividad de la mtNOS, principalmente de su componente inducible,
disminuyendo el dafio oxidativo mitocondrial y aumentando la
actividad de la cadena respiratoria y la producciéon de ATP, lo cual se

traducira en una mejoria significativa del cuadro séptico.
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Para comprobar esta hipotesis nos planteamos los siguientes objetivos:

1.- Identificar la mtNOS inducida en sepsis mediante sus propiedades
cataliticas de su dependencia de Ca®" y por el estudio comparativo en ratones
deficientes en iNOS.

2.- Evaluar el dafio mitocondrial provocado en la sepsis mediante: el
estudio de la actividad de los complejos de la CTE, la produccion de ATP y la
respiracion mitocondrial. Evaluar el estrés oxidativo mediante la determinacion
de el indice GSSG/GSH vy la actividad de los enzimas del ciclo redox del
glutation, la GPx y GRd, asi como los niveles de nitritos y LPO. Todo ello se
estudiard comparando los resultados entre ratones normales y deficientees en
iNOS.

3.- Evaluar el papel protector y mecanismos de accion de la melatonina
en el dafio mitocondrial inducido en la sepsis mediante la determinacion de
todos los parametros anteriores en ratones (tanto normales como deficientes en

iINOS) tratados con melatonina.
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1.- ANIMALES, PROCEDIMIENTO QUIRUGICO Y TRATAMIENTO.

1.1.- Animales y grupos experimentales.

Para el estudio se utiliza una cepa de ratones normales C57BL/6 y otra de
ratones knockout B6.129P2-Nos2tmILau (obtenidos de Jackson’s Laboratory a través de
Charles River Labs, Barcelona, Espafia) para la iNOS (derivados de los C57BL/6), es
decir, ratones deficientes en iNOS. Ambas cepas estdn estabuladas en el animalario de
la Universidad de Granada, en condiciones estériles, bajo un ambiente de fotoperiodo
(ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas) y temperatura (22 + 1 °C) controlados, y con
acceso libre al agua y a la comida (dieta estandar de laboratorio). Los ratones utilizados
tienen una edad comprendida entre las 12-14 semanas y un peso entre 25-30 g. Todos
los experimentos se han realizado acorde a las guias espafiola y europea de cuidado de
los animales.

En cada cepa se establecen 3 grupos experimentales con 44 ratones cada uno:

- Grupo control.

- Grupo de sepsis.

- Grupo de sepsis tratado con melatonina.

1.2.- Procedimiento quirurgico y tratamiento.

La sepsis se induce por ligadura y puncion cecal (Wichterman y colbs., 1980).
Se anestesian los animales con equitensin intraperitonal (0,1 mg/kg), se abre la cavidad
abdominal mediante laparotomia media, se localiza y libera el ciego y, mediante presion
manual, se drenan retrégradamente las heces del colon ascendente hacia el ciego. Se

liga el ciego justo por debajo de la valvula ileocecal y se punciona la superficie cecal
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antimesentérica. Se recoloca el paquete intestinal y se sutura la pared abdominal,
aplicandose povidona yodada a la herida.

La melatonina se administra en 4 dosis de 30 mg/kg de forma secuencial: 30
minutos antes de la operacion (intraperitoneal) y 30 minutos, 4 horas y 8 horas
(subcutaneo) después de la operacion. Tanto en el grupo de sepsis como en el de sepsis
tratado con melatonina, los animales se sacrifican por dislocacion cervical 24 horas
después de la induccion de la sepsis y, rapidamente y en frio, se extraen el musculo
esquelético, el corazén y el diafragma para proceder a la extraccion mitocondrial de

cada tejido.

2.- OBTENCION DE LA FRACCION MITOCONDRIAL.

Para aislamiento la fracciéon mitocondrial se utilizan dos métodos: el primero es
un método de centrifugacion diferencial en el que obtienen mitocondrial crudas validas
para medidas en las que no hay interferencia de una posible contaminacion citosolica,
como la actividad de los complejos de la cadena de transporte electronico y respiracion.
El segundo es un método de centrifugacion diferencial con gradiente de densidad en el
que se obtienen mitocondrias puras, libre de contaminacion. Este ultimo método es

usado para obtener mitocondrias que se utilizan para realizar el resto de técnicas.

2.1.- Aislamiento de la fraccion mitocondrial por centrifugacion diferencial.

Tras sacrificar los animales, se extraen rapidamente el musculo esquelético, el
corazdn y el diafragma, se lavan en solucion salina fria y se realiza una breve digestion
(30 s para diafragma y corazén y 60 s para musculo esquelético) con proteinasa K (1
mg/ml en tampon de aislamiento que contiene sacarosa 250 mM, EDTA 2mM y Tris

10mM, pH 7,4). Seguidamente se lavan con solucion de lavado (albimina al 0,5% en
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tampon de aislamiento), se trocea cada tejido y se homogenizan en un homogenizador
de teflon (Stuart Scientific, mod. SS2) a 800 rpm que contiene 4 ml de tampon de
aislamiento y 1,5 ml de solucion de lavado. Todas estas manipulaciones se realizan en
hielo para mantener una temperatura estable de 4 °C.

Después de dos centrifugaciones (centrifuga Beckman Avanti'™ 30, rotor de
angulo fijo F1010) a 1.000 g durante 5 minutos a 4 °C, el sobrenadante obtenido se
centrifuga a 23.000 g durante 10 minutos a 4 °C. El precipitado se resuspende en 1 ml
de tampon de aislamiento y se centrifuga dos veces a 13.000 g durante 3 minutos a 4 °C
(rotor de angulo fijo F3602). El precipitado resultante es la fraccion mitocondrial que se

congela a -80 °C para su posterior utilizacion.

2.2.- Aislamiento de la fraccion mitocondrial por centrifugacion diferencial

y gradiente de densidad con Percoll.

Tras sacrificar a los animales, se extraen rapidamente el musculo esquelético, el
corazon y el diafragma, se lavan en solucion salina fria y se realiza una breve digestion
(30 s para diafragma y corazon y 60 s para musculo esquelético) con proteinasa K (1
mg/ml en tampoén A que contiene manitol 250 mM, EGTA 0,5 mM, HEPES 5 mM y
albamina al 0,1 %, pH 7,4). Seguidamente se lavan con tampdn A, se trocea cada tejido
y se homogenizan en un homogeneizador de teflon (Stuart Scientific, mod. SS2) a 800
rpm que contiene 6 ml de tampdén A. Todas estas manipulaciones se realizan en hielo
intentando mantener una temperatura estable de 4 °C.

Después de dos centrifugaciones (centrifuga Beckman Avanti™ 30, rotor de
angulo fijo F1010) a 600 g durante 5 minutos a 4 °C, el sobrenadante obtenido se
centrifuga a 10.300 g durante 10 minutos a 4 °C. El precipitado obtenido se resuspende

en 0,5 ml de tampdn A y se vierte en un tubo de ultracentrifuga que contiene 1,4 ml de
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°tampon B (manitol 225 mM, EGTA 1 mM, HEPES 25 mM y albumina 0,1%, pH 7,4)
y 0,6 ml de Percoll. La mezcla se centrifuga (ultracentrifuga Beckman Coulter
Optima™ L-90K, rotor de angulo fijo 90 TI) a 105.000 g durante 30 min a 4 °C. La
fraccion, con una densidad entre 1,052-1,075 g/ml correspondiente a la fraccion
mitocondrial pura y situada entre el buffer B (arriba) y el percoll (abajo), es recogida y
lavada dos veces con tampon A para eliminar restos de percoll a 10.300 g durante 10
minutos a 4 °C (centrifuga Beckman Avanti'™ 30, rotor de angulo fijo F3602). El
precipitado resultante se congela a -80 °C, excepto los utilizados para medir los niveles

de nucledtidos de adenina.

3.- METODOS ANALITICOS.

3.1.- Determinacion de la concentracion de proteinas: método de Lowry.

Todos los resultados obtenidos en este trabajo son referidos a concentracion de
proteinas de la muestra mitocondrial analizada. Para calcular esta concentracion de
proteinas se utiliza el método de Lowry (Lowry y colbs., 1951) con las modificaciones
del método de Biuret (Layne y colbs., 1957). Se trata de una técnica colorimétrica con
dos reacciones complementarias:

a) Reaccion de Biuret: es especifica de los grupos amino de los enlaces
peptidicos e implica la formacion de un complejo coordinado
coloreado de estos grupos con el cobre en medio alcalino. La mision
del pH alcalino es facilitar el desplegamiento de las proteinas
globulares en medio acuoso, por tanto, actia como un agente
desnaturalizante para que los iones de cobre puedan llegar hasta los

grupos amino de los enlaces peptidicos.
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b) Reduccion del reactivo de fenol: es especifica de grupos reductores
como el fenol. La reduccion del reactivo de fenol se produce por el
efecto de ciertos radicales aromaticos de los aminoacidos y de los
complejos de Biuret. Este reactivo actia como un indicador redox que
al reducirse adquiere un color azul. La intensidad de color dependera
de la cantidad de proteinas presentes en la muestra, y puede

cuantificarse midiendo la absorbancia a 650 nm.

Complejo Complejo
Proteina-Cu* Proteina-Cuf*
AA red. AA oxid.
Reactivo Folin Reactivo Folin
oxid. red.
AZUL

Protocolo:

Para medir la concentracion de proteinas de cualquier muestra mitocondrial, se
ha adaptado el método de Lowry a un micrométodo realizado en placas de
enzimoinmunoensayo.

Para hacer la recta patrén se utiliza albumina sérica bovina como estdndar
(disuelta en TRIS 20 mM) a concentraciones entre 0,1-0,8 mg/ml.

En primer lugar, se pone en los pocillos 50 ul de blanco, patrones o muestras. A
continuacion se afiade 200 pl de reactivo de Lowry (carbonato disoddico al 2% en NaOH
0,1 M, tartrato de sodio-potasio al 1% y sulfato ctprico al 0,5 %, la proporciéon de estas

soluciones es 98:1:1) y se deja reposar durante 10 minutos en agitacion (agitador de
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placas: 1296-001 Delphia Plateshake). Finalmente, la reaccion se revela con 50 ul de
reactivo de fenol diluido 1:10 con agua destilada. Se incuba durante 30 minutos a
temperatura ambiente y se mide la absorbancia a 650 nm en un espectofotdmetro de
placa (Bio-Tek Power-Wavey, Microplate Scanning Spectrophotometer). Todas las

determinaciones se realizan por duplicado.

3.2.- Determinacion de la actividad de la éxido nitrico sintasa mitocondrial

(mtNOS).

Las diferentes isoformas de la NOS catalizan en presencia de sus cofactores la
siguiente reaccion:

L-arginina + O, ~ % L-citrulina + NO"

Las llamadas isoformas constitutivas (nNOS y eNOS) son calcio-calmodulina
dependientes, mientras que la llamada isoforma inducible (iNOS) es calcio-calmodulina
independiente. Esta propiedad es utilizada para diferenciar entre NOS constitutiva e
inducible, utilizando un quelante de calcio como el EDTA.

La actividad de la enzima se expresa en cantidad de producto formado (NO' o
citrulina ya que su relacion de sintesis es 1:1) a lo largo del tiempo de la reaccion, todo
ello dividido por la cantidad de proteinas totales. Por tanto, la cuantificacion de la
actividad NOS puede llevarse a cabo por la monitorizacién de la conversion de L-(*H)-

arginina en L-(*H)-citrulina durante un tiempo determinado (Bredt y colbs., 1989).

Protocolo:
La fraccion mitocondrial se descongela, se resuspende (0,1g/ml) en un tampon
frio compuesto por Tris-HCI 25 mM, DTT 0,5 mM, leupeptina 10 pg/ml, pepstatina 10

pg/ml (tomada de un disolucion inicial de 1mg/ml en DMSO), aprotinina 10 pg/ml y
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PMSF 1 mM (tomado de una disolucién inicial 500 mM en etanol), a pH 7,6 y se sonica
(Sonuplus HD-2070).

Las muestras se centrifugan entonces a 2.500 g durante 5 min a 4 °C (centrifuga
Beckman Avanti'™ 30, rotor de angulo fijo F3602) y se recogen alicuotas del
sobrenadante que son usadas inmediatamente para medir la actividad de la NOS o
congeladas para la determinacion posterior de la concentracion de proteinas (Lowry y
colbs., 1951).

En tubos eppendorf se afiaden 10 ul de estas alicuotas y se les afiade (volumen
final de reaccion 100pul):

- 50 pul de un tampén compuesto por Tris-HCI 25 mM, DTT 1mM, Hy-
biopterina 30 uM, FAD 10 puM, inosina 0,5 mM, BSA 0,5 mg/ml, cloruro de
calcio 0,1 mM, L-arginina 10 pM y L-(°H)-arginina 40 nM, pH 7,6 (como
concentraciones finales en 100 pl).

- 10 pl de EDTA 10 mM (como concentracion final en 100 pl) en los tubos
para medir iNOS y 10 ul de agua en los tubos para medir la NOS total
(constitutiva + inducible).

- Agua hasta completar un volumen final de 90 pl.

Los tubos se calientan a 37 °C durante 30 minutos a partir de la incorporacion de

10 pl de una disolucion de NADPH cuya concentracion final es 0,75 mM. Durante este
tiempo la NOS va a transformar la L-arginina, tanto normal como tritiada, en L-
citrulina.

Una vez transcurridos los 30 minutos se adiciona a cada tubo 400 pl de un
tampon frio compuesto por HEPES 0,1 M, EGTA 100 mM y L-citrulina 0,175 mg/ml,

pH 5,5, lo que provoca la parada de la reaccion.
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De los 500 pl resultantes de todo el proceso, 400 ul se pasan a través de una
columna con resina de intercambio i6nico Dowex-50w en forma sodica encargada de
retener la L-arginina que no se transforma en L-citrulina y, posteriormente, se eluyen
con 1,2 ml de agua. La eficacia de retencion de la L-(*H)-arginina por la columna es
superior al 98 %.

Para cuantificar la cantidad de L-(’H)-citrulina formada se mide la radiacién
emitida en un contador de radiaciones 3, mezclando 600 pl de eluido final con 4 ml de
liquido de centelleo. El valor de actividad total es proporcionado por la medida de 50 ul
de tampodn de incubacion.

La actividad enzimdtica se expresa en picomoles de L-citrulina formada por
minuto de reaccion y dividida por los miligramos de proteinas presentes en la muestra

(pmol cit/min x mg prot).

3.3.- Determinacion de los niveles intramitocondriales de nitritos.

Dado que el NO™ es una molécula muy inestable, la medida directa de su
contenido es dificil, por lo que se suele utilizar un método indirecto de mayor
estabilidad como es la determinacion de nitritos. El NO™ reacciona rapidamente con el
agua para producir nitritos, siendo su concentracion directamente proporcional a la
cantidad de NO'.

La concentracion de nitritos presentes en la muestra puede determinarse
mediante una técnica colorimétrica basada en la reaccién de Griess (Green y colbs.,
1981). El reactivo de Griess formado por naftil-etilen-diamina (NEDA) y sulfanilamida,
se combina con los nitritos para formar un compuesto nitrogenado coloreado. La

intensidad de color purpura producido es proporcional a la cantidad de cromogeno
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formado y, en consecuencia, a la cantidad de nitritos existentes segun la ley de Lambert-
Beer.

Protocolo:

Cada fraccion mitocondrial se descongela, se resuspende en agua destilada y se
sonica (Sonuplus HD-2070) para romper las membranas mitocondriales. Las alicuotas
de cada muestra son guardadas a — 80 °C para medir la concentracién de proteinas
(Lowry y colbs., 1951) o utilizadas inmediatamente para calcular la concentracion de
nitritos. La cantidad de nitritos presentes en la muestra se mide siguiendo la reaccion de
Griess (Green y colbs., 1981). Se incuba en placa 100 pl de reactivo de Griess con 100
ul de muestra a temperatura ambiente. El reactivo de Griess estd compuesto por
sulfanilamida al 1 % en 4cido fosforico al 5 % y NEDA al 0.1 % en proporcion 1:1,
Tras 20 minutos de incubacion se mide la absorbancia a 550 nm en un espectofotometro
de placa (Bio-Tek Power-Wavey, Microplate Scanning Spectrophotometer). La
concentracion de nitritos se calcula comparando las absorbacias de la muestra con las de
una curva estandar con concentraciones conocidas de nitrito sddico (2-20 nmol/ml)

disuelto en agua. Los datos son expresados en nmol nitritos/mg prot.

3.4.- Medida de la actividad de los complejos de la CTE.

Los métodos utilizados para determinar la actividad de los complejos de la CTE,

I, IL, IIT y TV, son técnicas espectofotométricas que poseen tres grandes ventajas:

- Al trabajar con particulas submitocondriales que conservan un perfecto

estado catalitico de la maquinaria enzimatica de la CTE, se pueden utilizar

aceptores y donantes de electrogenos endogenos y artificiales.
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- Se trata de técnicas colorimétricas, que presentan todas las ventajas de
selectividad, reproducibilidad y sensibilidad que derivan de las leyes de
Lambert.

- La caracteristica cromo6fora de los aceptores y donantes de electrones
empleados permite que la medida de actividad especifica en cada caso sea

directa, siguiendo los cambios de absorbancia experimentados.

Ademas de la actividad de estos cuatro complejos, también se mide la actividad
del complejo V o ATP sintasa por espectofotometria, aprovechando que este complejo

tiene actividad reversible cuando el medio tiene altas concentraciones de ATP.

3.4.1.- Determinacion de la actividad especifica de la NADH ubiquinona
(CoQ) oxidoreductasa (complejo I).

El dia de realizacion de los experimentos, cada fraccion mitocondrial es
descongelada, resuspendida en 350 pl de medio de incubacion para la técnica de cada
complejo 'y sonicada (Sonuplus HD-2070) para obtener las particulas
submitocondriales. Alicuotas de cada muestra son utilizadas antes de la medida de los
complejos para determinar la concentracion de proteinas (Lowry y colbs., 1951). Esta
operacion se realiza para la medida de cada complejo exceptuando el complejo V.

Protocolo:

Para determinar la actividad del complejo I, se incuban alicuotas de la fraccion
submitocondrial (0,6 mg/ml) durante 3 minutos a temperatura ambiente en un medio
que contiene sacarosa 250 mM, fosfato potasico 50 mM, KCN 1 mM, decilubiquinona

50 uM y antimicina 0,8 uM, pH 7,4. La reaccion se inicia por la adicion de NADH 100

uM (volmunen final de reaccion 500 pl) y la actividad del complejo I (expresada en
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nmol de NADH oxidado/min . mg prot) se mide siguiendo la oxidacion del NADH a
340 nm en un espectofotometro de cubeta modelo UV1603 Shimadzu

spectrophotometer (IZASA, Sevilla, Espana) (Barrientos, 2002).

3.4.2.- Determinacion de la actividad especifica de la succinato:
diclroindofenol (DCIP) oxidoreductasa (complejo II).

Protocolo:

Para medir la actividad del complejo II (succinato:dicloroindofenol (DCIP)
oxidoreductasa, expresado en nmol de DCIP reducido/min . mg prot) se incuban
alicuotas de la fraccion submitocondrial (0,03 mg/ml) durante 10 minutos a 30 °C en un
medio que contiene fosfato potasico 100 mM y succinato 20 mM, pH 7,4. Tras la
incubacion se afiade antimicina 0,8 uM, rotenona 50 uM, KCN 2 uM y DCIP 50 uM.
La reaccion se inicia con la adicién de decilubiquinona 50 uM (volumen final de
reaccion 1 ml) y la actividad del complejo II se mide siguiendo la reduccion de 2,6-
DCIP a 600 nm en un espectofotometro de cubeta modelo UV1603 Shimadzu

spectrophotometer (IZASA, Sevilla, Espafia) (modificado de Brusque y colbs., 2002).

3.4.3.- Determinacion de la actividad especifica de la ubiquinol: citocromo ¢
oxidoreductasa (complejo III).

Protocolo:

Para medir la actividad del complejo del complejo III (ubiquinol:citocromo ¢
oxidoreductasa, (expresado en nmol de citocromo ¢ reducido/min . mg prot) se incuban
alicuotas de la fracciéon submitocondrial (0,03 mg/ml) durante 3 min a 30 °C en un
medio que contiene fosfato potasico 35 mM, MgCl, SmM, BSA 2,5 mg/ml, KCN 1,8

mM, rotenona 50 mM, pH 7,5. Tras la incubacion se le afiade decilubiquinona 2 mM
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(previamente reducida con borohidruro potésico) y la reaccion se inicia por la adicién
de citocromo ¢ 125 uM (volumen final de reaccién 1 ml). La actividad del complejo III
se mide siguiendo la reduccién del citocromo ¢ a 550 nm en un espectofotometro de
cubeta modelo UV1603 Shimadzu spectrophotometer (IZASA, Sevilla, Espafia)

(modificadom por nosotros de Brusque y colbs., 2002).

3.4.4.- Determinacion de la actividad especifica de la citocromo ¢ oxidasa
(complejo IV).

Protocolo:

Para medir la actividad especifica del complejo IV (citocromo c oxidasa,
expresado en nmol citocromo ¢ oxidado/min . mg prot) se incuban alicuotas de la
fraccion submitocondrial (0,1 mg/ml) en un medio que contiene fosfato potasico 50
mM, pH 6,8. La reaccion se inicia por la adicion de citocromo ¢ reducido previamente
con ditionito sodico (volumen final de reaccion 1 ml) y midiendo la absorbancia a 550
nm en un espectofotometro de cubeta modelo UV1603 Shimadzu spectrophotometer

(IZASA, Sevilla, Espana) (Barrientos, 2002).

3.4.5.- Determinacion de la actividad especifica de la ATP sintasa (complejo
V).

Ante una adecuada concentracion de ATP, la ATP sintasa sufre un cambio
conformacional hidrolizando ATP (en lugar de formarlo) a ADP + Pi (Boyer, 1997).
Esta propiedad se utiliza para medir la actividad de la ATP sintasa, cuantificando la
cantidad de Pi formado en un tiempo determinado. Para cuantificar el Pi se suele utilizar
un reactivo de molibdato (molibdato amonico-sulfato ferroso), que al reaccionar con los

fosfatos forman acido heteropolifosfomolibdico, el cual, en condiciones adecuadas de la
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reaccion se reduce a azul de heteropolimolibdeno cuya absorbancia se mide a una
longitud de onda de 660 nm. La concentracion de fosfatos es directamente proporcional
a la absorbancia medida segun la ley de Lamert-Beer.

Protocolo:

Cada fraccion mitocondrial se descongela y resuspende en 200 ul de medio de
incubacion compuesto por MgCl, 5 mM y TRIS-CI 50 mM, pH 7,5 (Cormier y colbs.,
2001). Tras ello, cada muestra (0,3-0,8 mg/ml) se incuba durante 10 minutos a 37 °C en
un medio que contiene medio de incubacién y ATP 5 mM (una vez se afiade al ATP
comienza la reaccion). Trascurrido este tiempo se afiade 4cido tricloroacético (TCA) al
10 % (frio) en proporcién 1:1 (v/v) para detener la reaccion y se centrifuga a 3.000 g
durante 20 minutos a 4 °C. Se coge el sobrenadante y se le afiade agua estilada en
proporcion 1:1 (v/v). Finalmente, se incuba en la placa espectofotométrica 75 ul de cada
muestra con 50 pl de reactivo de molibdato (ver preparacion abajo) durante 20 minutos
a temperatura ambiente y se lee a 660 nm en un espectofotometro de placa (Bio-Tek
Power-Wavey, Microplate Scanning Spectrophotometer) (modificado por nosotros de
Cormier y colbs., 2001). La cantidad de Pi presente en la muestra y no dependiente de la
actividad de la ATP sintasa se resta afiadiendo a la muestra 20 pl/ml de oligomicina, un
inhibidor del complejo V, en el momento de incubar con el ATP. La concentracion de
Pi de cada muestra se calcula comparando las absorbancias de la muestra con las de una
curva patron de concentraciones conocidas de K,HPO4 (75-1200 nmol/ml). La

actividad del complejo V se expresa en nmol de Pi formado/ min.mg prot.

Preparacion del reactivo de molibdato, en fresco (Tausski y Shoor, 1951):
- Se disuelven 100 mg de molibdato amodnico en 1 ml de 4cido sulfurico 10 N

(Solucion A).
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- A 250 mg de FeSO4.H,0 se le afiade 500 pl de la solucion A y 4,5 ml de
H,0, se disuelven en agitacion y éste es el reactivo de molibdato que

utilizaremos para cuantificar el Pi.

3.5.- Medida de la respiracion mitocondrial v control respiratorio.

Para medir la respiracion mitocondrial, es necesario que las mitocondrias estén
frescas e intactas. Para ello, los tejidos son homogenizados en un homogeneizador de
teflon (Stuart Scientific, mod. SS2) a 800 rpm en un tampén de aislamiento compuesto
formado por sacarosa 250 mM, EDTA 2 mM, TRIS 10 mM y 0,125 % de alblimina
libre de acidos grasos, y centrifugados a 1.000 g durante 5 minutos a 4 °C (centrifuga
Beckman Avanti'™ 30, rotor de angulo fijo F1010). El sobrenadante resultante se
centrifuga a 10.300 g durante 10 minutos a 4 °C y el precipitado resultante se
resuspende en tampon de aislamiento para determinar la concentracion de proteinas
(Lowry y colbs., 1951) y para el ensayo de la respiracion mitocondrial. El consumo de
oxigeno mitocondrial es medido polarograficamente con un electrodo de Clark en una
camara a 30 °C que contiene el tampon de respiracion saturado con aire por agitacion
(se agita durante 30 minutos antes de usar) y compuesto por manitol 225 mM, sacarosa
75 mM, KCI 10 mM, Tris-CL 10 mM, fosfato potasico 5 mM, pH 7,2. Las mitocondrias
se afiaden al medio en un rango de concentracion final de proteinas de 0,3-0,8 mg/ml y
el consumo de oxigeno se determina usando como sustratos malato 5 mM-glutamato 5
mM (sustrato para el complejo I) o succinato 5 mM (sustrato para el complejo II) en
presencia (estado 3) o ausencia (estado 4) de 125 nmol ADP. Finalmente, se afiade
dinitrofenol (DNP) 50 mM para desacoplar la respiracion (Trounce y colbs., 1996). El
consumo de oxigeno (tanto en estado 3 como en estado 4, y tras afiadir DNP) se expresa

en nanogramos atomos de O,/ min . mg prot. El indice de control respiracion (RCR, del
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inglés “respiratory control ratio”) se calcula como el cociente entre el consumo de
oxigeno en el estado 3 partido por dicho consumo en el estado 4. El indice ADP:O se
calcula dividiendo los nanomoles de ADP anadidos entre los nanomoles de oxigeno

consumidos durante el estado 3 (Estabrook, 1967).

3.5.- Determinacion del contenido intramitocondrial de AMP, ADP y ATP.

Entre los diferentes métodos que se pueden usar para medir moléculas de fosfato
de alta energia, la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, del inglés ‘“high
performance liquid chromatography”) muestra la ventaja de permitir la medida de todos
los nucleétidos fosforilados en un solo experimento.

Puesto que los nucledtidos fosforilados tienen diferentas cargas negativas en
funcion de sus grupos fosfatos, estos nucledtidos se pueden separar mediante una
cromatografia de intercambio idnico, la cual se fundamenta en la atraccidon entre
particulas de cargas opuestas. Si las moléculas que se quieren separar son moléculas que
presentan carga negativa como los nucledtidos fosforilados, la resina que se usa como
fase estacionaria presentara cargas positivas.

La eleccion de la fase movil que se utiliza para la la cromatografia es muy
importante, ya que ésta debe tener un pH adecuado para permitir el enlace de las
moléculas con la fase estacionaria y para no provocar la desnaturalizacion de las
moléculas. Hay también que tener cuidado con el gradiente de concentracion de la fase
movil que se usa, para permitir la eluicion diferencial y secuencial de las moléculas que

hay que analizar.
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Protocolo:

Los niveles intramitocondriales de nucleotidos de adenina se determinan por
HPLC con una columna de intercambio ionico ProPac PA1 (4 x 250 mm, Dionex) y un
gradiente binario de carbonato amonico 0,3 M y agua (Pissarek y colbs., 1999).

Las mitocondrias purificadas se resuspenden rapidamente en acido perclorico
0,5 M (frio), se agitan durante 2 minutos en “vortex” (rompiendo asi las membranas
mitocondriales) y se centrifugan a 25.000 g durante 15 minutos a 2 °C para precipitar las
proteinas (centrifuga Beckman Avanti'™ 30, rotor de angulo fijo F3602). Los
precipitados obtenidos se congelan a -80 °C para determinar la concentracion de
proteinas (Lowry y colbs., 1951) y cada sobrenadante se mezcla con 8.5 pl de carbonato
potédsico 5 M para neutralizar el acido, centrifugando seguidamente a 12.000 g durante
10 minutos a 2 °C. Los sobrenadantes obtenidos se usan para las medidas en HPLC.

Tras estabilizar la columna con fase movil (previamente filtrada a tamafio de
poro de 0,45 um), se inyectan 20 pl de cada muestra en el sistema del HPLC. La fase
movil estd compuesta por agua (fase A) y carbonato amonico 0,3 M, pH 8,9 (fase B),
estableciéndose la siguiente programacion para formar el gradiente binario (flujo a 1
ml/min): a los 5 minutos, 50 % A 'y 50 % B; durante 5 minutos pasando del 50 % al 100
% de B manteniendo este 100 % de B durante 25 minutos; 5 minutos pasando del 100 %
al 50 % de B, manteniendo durante 5 minutos 50 % de A y 50 % de B (Krauss y colbs.,
1997). Para la calibracion, se usa agua como blanco y la curva estandar se realiza con
las siguientes concentraciones de cada nucledtido (AMP, ADP y ATP): 3,125 pg/ml,
6,250 pg/ml, 12,5 pg/mly 25 pg/ml. Las absorbancias de la curva y de las muestras son
medidas con un detector ultravioleta a 254 nm y la concentracion de cada nucledtido en

la muestra es calculada segun el area de cada pico formado (Pissarek y colbs., 1999).
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3.5.- Determinacion de la peroxidacion lipidica intramitocondrial.

La medicién de LPO se hace utilizando un kit comercial (Bioxytech LPO-586;
Cayman Chemical) que estd basado en la reaccion de un reactivo cromogeno, el N-
metil-2-fenilindol (NMFI), con el malonildialdehido (MDA) ¢ 4-hidroxialquenal (4-
HDA), a una temperatura de 45° C. Los niveles de MDA y 4-HDA asi medidos reflejan
directamente los niveles de peroxidacion lipidica (Esterbauer y Cheeseman, 1990). La
condensacion de una molécula de MDA 6 4-HDA con dos moléculas de NMFI produce
un cromoéforo estable que, en presencia del 4cido metanosulfonico tiene una absorbancia
maxima a 586 nm (Esterbauer y Cheeseman, 1990).

Protocolo:

Cada fracciéon mitocondrial se descongela, resuspendida en agua y sonicada
(Sonuplus HD-2070) para romper las membranas mitocondriales. Las alicuotas de estas
muestras se guardan a -80 °C para determinar la concentracion de proteinas (Lowry y
colbs., 1951) o se usan para calcular la peroxidacion lipidica (LPO). En un tubo de
vidrio limpio, se colocan 200 pl de muestra y 650 pl de un reactivo compuesto por
NMFI 10.3 mM en acetonitrilo, y metanol, en relacion 1:3 (v/v). Tras agitar durante 3-4
segundos, se afiaden 150 pl de &4cido metanosulfonico y cerramos los tubos.
Inmediatamente, los introducimos en un bafio y se incuban durante 40 minutos a 45° C.
Transcurrida la incubacién se colocan los tubos en hielo, se anade 100 ul a cada pocillo
de la placa y se mide la absorbancia a 586 nm en un espectofotometro de placa (Bio-Tek

Power-Wave, Microplate Scanning Spectrophotometer).

Para construir la recta de calibrado se utilizan diluciones de concentracion
conocida (2,5-20 nmol/ml), a partir de una disolucion stock procedente del kit LPO-
586. Todas las determinaciones se hacen por duplicado. Los resultados son expresados

en nmol MDA + 4HDA/mg prot.
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3.6.- Medida de los niveles intramitocondriales de glutation total, glutation

oxidado (GSSG) vy glutation reducido (GSH).

Para la cuantificacion de GSH y GSSG se ha utilizado un procedimiento
enzimatico indirecto basado en el uso de la glutation reductasa (GRd) (Griffith, 1985).

El método de Griffith se basa en las siguientes reacciones:

(a)2GSH+DTNB _____ GSSG+2TNB

(b) GSSG +NADPH+H" + GRd — 3 2 GSH + NADP"

(c) DTNB + NADPH + H' + GRd —&3855G), > TNB + NADP|

Hay dos reacciones redox acopladas: por un lado la oxidacién no enzimatica del
GSH con DTNB (a), y por otro lado la reduccion enzimatica del GSSG con NADPH y
GRd (b). En estas reacciones las concentraciones de DTNB, NADPH y GRd estan
fijadas de tal manera que, en la reaccion global (c), son proporcionales a la
concentracion de glutation. Asi, la formacion de TNB se puede seguir
espectofotométricamente a 412 nm y utilizando patrones de GSH para poder realizar
una curva de calibrado del ensayo podemos calcular la concentracion que poseen las
muestras problema. Con objeto de conocer la concentracion de GSSG, el GSH se
enmascara con 4-vinilpiridina, de forma que la cuantificaciéon espectofotométrica
corresponde solo al GSSG presente; y asi, por la diferencia de glutation total y GSSG
podemos conocer la concentracion de GSH.
Protocolo:
Cada fraccion mitocondrial es descongelada y resuspendida en 350 pl de acido

sulfosalicilico al 2,5 % y centrifugado a 1.000 g durante 15 minutos a 4 °C (centrifuga

68



LU S CARLOS LOPEZ GARCI A

Beckman Avanti™ 30, rotor de 4angulo fijo F3602). El precipitado resultante se utiliza
para determinar la concentracion de proteinas (Lowry y colbs., 1951) y el sobrenadante
es usado para calcular las concentraciones de glutation. Par medir la forma oxidada del
glutation (GSSQG), el contenido de GSH de la muestra es enmascarado con 2 pl de 4-
vinilpiridina (para 200 pl de muestra) y la mezcla se centrifuga a 1.000 g durante 1
minuto a 4 °C (centrifuga Beckman Avanti'™ 30, rotor de angulo fijo F3602). Para cada
experimento, se prepara una curva estindar de GSH (de 0,07550 a 4,8320 nmol/ml).
Tanto las muestras para determinar el GSSG (el sobrenadante de la muestra
centrifugada con 4-vinilpiridina), como las muestras para determinar glutation total y las
de la curva estandar se incuban en placa espectofotométrica a 30 °C durante 3 minutos
en presencia de NADPH 0,3 mM y DTNB 6 mM. Tras la incubacion se afiade glutation
reductasa (1,34 U/ml en el medio de reaccion) y los cambios en la absorbancia se miden
cada 50 segundos durante 7 minutos a 412 nm en un espectofotdémetro de placa (Bio-
Tek Power-Wavey, Microplate Scanning Spectrophotometer). Las concentraciones de

glutation total, GSH y GSSG son expresadas en nmol/mg prot.

3.6.- Determinacion de la actividad de la glutation peroxidasa (GPx)

mitocondrial.

Existen dos tipos de GPx, una dependiente de selenio (Se-GPx) y otra
independiente de selenio (iSe-GPx). Ambas tipos pueden usar hidroperéxidos orgénicos
(t-BHP, cumeno hidroperoxido) como substratos, pero sélo la Se-GPx es capaz de
utilizar la forma inorgénica (H,O,) (Lawrence y Burk, 1976).

Algunos autores han descrito que en la mitocondria sélo existe la Se-GPx,
mientras que la iSe-GPx es exclusivamente citosdlica (Lawrence y Burk, 1978). Sin

embargo, aun existe cierta controversia al respecto, por lo que para determinar la
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actividad de la glutation peroxidasa usamos como substrato un hidroperdxido organico,
utilizado por ambos tipos de de GPx. De esta manera nos aseguramos la medida total de
la actividad de la GPx mitocondrial.

El método empleado consiste en una técnica espectofotométrica indirecta,
basado en una reaccidon acoplada con GRd y utilizando cumeno hidroperoxido como

substrato (Jaskot y colbs., 1983). Las reacciones que tienen lugar son:

(a) R-OOH + 2 GSH —%* 3 R-OH + GSSG

(b) GSSG + NADPH + H" —*4 y, 2 GSH + NADP"

Entonces, la actividad de la GPx se mide indirectamente siguiendo la oxidacion
del NADPH a 340 nm.

Protocolo:

Cada fraccion mitocondrial se resuspende en 200 pl de un tampdén A compuesto
por fosfato potasico 50 mM y EDTA dipotasico 1 mM, pH 7,4, y sonicado (Sonuplus
HD-2070). Alicuotas de estas muestras se guardan a -80 °C para determinar la
concentracion de proteinas (Lowry y colbs., 1951) o se usan para determinar la
actividad de la GPx y GRd. Se incuban, 10 pul de muestra en una microplaca durante 4
minutos a 37 °C con 240 pl de una solucion de trabajo compuesta por tampon A, azida
sodica 4 mM, GSH 4 mM, NADPH 0,2 mM y GRd (0,5 U/ml). Tras la incubacion se
afiaden 10 pl de cumeno hidroperdxido al 0,3 % para iniciar la reaccion y se mide la
absorbancia a 340 nm durante 3 minutos en un espectofotdmetro de placa (with a Bio-
Tek Power-Wave, Microplate Scanning Spectrophotometer). En todas las

determinaciones se resta la oxidacion no enzimatica del NADPH sustituyendo los 240
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ul de la solucion de trabajo por NADPH 0,2 mM. La actividad de la GPx es expresada

en nmol NADPH oxidado/min . mg prot.

3.6.- Determinacion de la actividad de la glutation reductasa (GRd)

mitocondrial.

La determinacion de la actividad de la GRd se realizd siguiendo el método de
Jaskot (Jaskot y colbs., 1983), el cual permite una cuantificacion directa del NADPH
que se va oxidando como consecuencia del proceso de reduccion del GSSG, en una

reaccion catalizada por la GRd. Esta reaccion es la siguiente:

GSSG + NADPH + H" —SR4p 2 GSH + NADP"

Protocolo:

Utilizdndose la misma muestra que para medir la GPx, 35 ul de esta muestra se
anade a 465 pl de una solucion de trabajo compuesta por tampén A y GSSG 2 mM.
Tras una incubacién a 37 °C durante 4 minutos, se afade 8,5 ul de NADPH 9,5 mM
para disparar la reaccion y la oxidacion del NADPH es seguida durante 3 minutos a 340
nm en un espectofotdmetro de cubeta (UV1603 Shimadzu spectrophotometer). En todas

las determinaciones se resta la oxidacion no enzimatica del NADPH sustituyendo los
465 ul de solucion de trabajo por tampdén A. La actividad de la GRd es expresada en

nmol NADPH oxidado/min . mg prot.
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4.- ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos son expresados como la media £+ error estindar de cuatro a seis
experimentos por duplicado. Para comparar la media entre los diferentes grupos se ha
usado un analisis de la t de Student, considerando un valor de P menor de 0,05 como

estadisticamente significativo.

5.- REACTIVOS UTILIZADOS.
Anestesia.
e Solucion salina isoténica. (FRESENIUS KEBI).
e Melatonina y nembutal (SIGMA).
e [Etanol absoluto, hidrato de cloral, sulfato de magnesio (Mg(SO04)2) y
propilenglicol (PANREAC).
Para preparar la mezcla de Equithesin:
- 29 mg/Kg de Nembutal.
- 127,5mg/Kg de Hidrato de Cloral.
- 71,4 mg/Kg de Sulfato de Magnesio.
Estos reactivos se disuelven en una mezcla de agua/etanol

absoluto/propilenglicol en proporcion 50:10:40.

Aislamiento de la fraccion mitocondrial.
e Solucion salina isotonica (FRESENIUS KABI).

e Acido etilendiaminotetraacético (EDTA), acido etilenglicol-bis-B-aminoetil-
eter-tetracético (EGTA), 4cido hidroxietil-1-piperazin-etanosulfonico

(Hepes), albumina sérica bovina (BSA), percoll, proteinasa K (SIGMA).
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D(-) Manitol, sacarosa y tris-(hidroximetil)-aminoetano (TRIS-base)

(PANREAC).

Determinacion de la concentracion de proteinas.

Albimina sérica bovina (BSA) (SIGMA).
Acido clorhidrico al 35%, carbonato disédico, hidroxido sodico, hidroximetil
aminometano (TRIS-base), reactivo de fenol (Folin-Ciocalteu), sulfato

cuprico y tartrato de sodio y potasio (PANREAC).

Determinacion de la actividad mtNOS.

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA), acido hidroxietil-1-piperazin-
etanosulfonico (Hepes), aprotinina, albimina sérica bovina (BSA), dicloruro
de 5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina (H4-biopterina), dinucledtido de flavina y
adenina (FAD), DL-ditiotreitol (DTT), fluoruro de fenilmetansulfonilo
(PMSF), fosfato de dinucleo6tido de nicotinamida y adenina (forma reducida)
(NADPH), hipoxantina-9-D-ribofuranéxido (inosina), L-arginina, L-
citrulina, leupeptina, pepstatina y resina Dowex-50w, forma Na" (SIGMA).
Acido clorhidrico al 35 %, cloruro de calcio, dimetilsulfoxido (DMSO),
etanol absoluto, hidroxido sédico e hidroximetil aminometano (TRIS-base)
(PANREAC).

L-(2,3,4,5-’H)-arginina (5.8 Ci/mmol) (AMERSHAM, BUCKS, UK).

Liquido de centelleo (BECKMAN).

Determinacion de nitritos.
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Naftil-etilen-diamina (NEDA), nitrito sodico (NaNO;) y sulfanilamida

(SIGMA).

Determinacion de la actividad de los complejos de la CTE (I, IL, III, IV y V).

Acido tricloroacético (TCA), albumina sérica bovina (BSA), antimicina A,
citocromo ¢, decilubiquinol (DBH;), decilubiquinona  (DB),
dicloroindolfenol (DCIP), dinucledtido de nicotidamina y adenina (forma
reducida) (NADH), ditionito sddico, fosfato dipotasico (K,HPO4), fosfato
monopotasico (KH,PO4), oligomicina, rotenona, succinato y trifosfato de
adenosina (ATP) (SIGMA).

Acido sulfiirico 96 % etanol absoluto, hidroximetil aminometano (TRIS-
base), molibdato amonico tetrahidratado, sacarosa, sulfato férrico
heptahidratado (PANREAC).

Cianuro potasico (KCN) (FLUKA).

Cloruro magnésico (MgCl,) (MERCK) .

Medida de la respiracion mitocondrial.

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA), albimina sérica bovina (BSA),
difosfato de adenosina (ADP), dinitrofenol (DNP), glutamato, malato y
succinato (SIGMA).

Hidroximetil aminometano (TRIS-base) (PANREAC).

Determinacion de los niveles de nucleotidos de adenina.

Carbonato potasico (K,COy), difosfato de adenosina (ADP), monofosfato de
adenonisa (AMP), trifosfato de adenosina (ATP) (SIGMA).

Acido perclérico (HCIOy), carbonato aménico [CO3 (NHy)2] (PANREAC).
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Determinacion de peroxidacion lipidica (LPO).
e Acetonitrilo, acido metanosulfonico y metanol (SIGMA).

e acido clorhidrico al 35 % e hidroximetil aminometano (TRIS-base)
(PANREAC).

e Kit LPO-586 (BIOXYTECH).

Determinacion de glutation.

e Acido sulfosalicilico dihidratado, acido 5, 5’-ditiobis (2-nitrobenzéico)
(DTNB), fosfato de dinucledtido de nicotinamida y adenina (forma
reducida) (NADPH), glutation reducido (GSH), glutation reductasa (GRd) y

4-vinilpiridina (95 % minimo) (SIGMA).

Determinacion actividades GPx y GRd.

e Azida sddica, cumeno hidroperoxido 98 %, EDTA dipotasico, fosfato de
dinucledtido de nicotinamida y adenina (forma reducida) (NADPH), fosfato
dipotésico (K,HPO4), fosfato monopotasico (KH,PO4), glutation oxidado

(GSSQ), glutation reducido (GSH), glutation reductasa (GRd) (SIGMA).
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1.- mtNOS Y NO'" EN LA SEPSIS.

1.1.- Efectos de la falta del gen de la iNOS en la actividad de la mtNOS.

Los ratones normales y los deficientes en iNOS expresan de forma constitutiva
dos componentes de la mtNOS en las mitocondrias del grupo control en los tres tejidos
estudiados: diafragma, corazéon y musculo esquelético (Figuras 1, 2 y 3). Estos
componentes corresponden a la actividad de la mtNOS Ca’'-dependiente y a la
actividad Ca®'-independiente, clasicamente referidas a las isoformas constitutivas e

inducible respectivamente.
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Figura 1. Cambios en la actividad de los componentes constitutivo e inducible de la mtNOS durante la
sepsis en diafragma de ratones normales (A) y ratones deficientes en iNOS (B). C= control; S = sepsis;
S+aMT = sepsis + melatonina. *P < 0,01 y **P < 0,001 vs. control; “P < 0,01 y P < 0,001 vs. isoforma

constitutiva.

La diferencia entre los dos tipos de ratones es que en los ratones normales, la

actividad basal es similar en los dos componentes de la mtNOS (Figuras 1A, 2A y 3A),
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mientras que la actividad inducible es indetectable en los ratones deficientes en iNOS
(Figura 1B, 2B y 3B; P<0,01 en diafragma, P<0,001 en corazon y musculo esquelético).

La sepsis provoca un incremento significativo de la mtNOS en los ratones
normales (Figuras 1A, 2A y 3A; P<0,001) y esta actividad corresponde a la actividad
inducible, calcio independiente, mientras que la actividad del componente calcio

dependiente no varia (Figuras 1A, 2A 'y 3A).

20 20
I constitutiva I constitutiva

[ Inducible [ Inducible

*k

10r 10

Actividad mtNOS (pmol citrulina/min . mg prot)

C S S +aMT Cc S S +aMT

Figura 2. Cambios en la actividad de los componentes constitutivo e inducible de la mtNOS durante la
sepsis en corazon de ratones normales (A) y ratones deficientes en iNOS (B). C= control; S = sepsis;
S+aMT = sepsis + melatonina. *P < 0,01 y **P < 0,001 vs. control; p< 0,01y "p<0,001 vs. isoforma

constitutiva.

La mayor induccién de la mtNOS por la sepsis tuvo lugar en mitocondrias de
musculo esquelético, mientras que corazon y diafragma mostraron una induccioén
similar. Los ratones deficientes en iNOS no muestran cambios en ninguno de los

componentes de la mtNOS, ni en el componente Ca*'-dependiente ni en el Ca®'-
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independiente después de la sepsis (Figuras 1B, 2B y 3B), a excepcién del corazon
donde hay un descenso en la actividad constitutiva (Figura 2B; P<0,001). Por tanto, la
falta del gen de la iNOS, que previene la expresion de la iNOS citosoélica (Crespo y
colbs., 1999), parece prevenir también actividad de la mtNOS inducible en los ratones
deficientes en iNOS. Estos datos sugieren que la mtNOS inducible deriva del mismo

gen que la iNOS citosolica.
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Figura 3. Cambios en la actividad de los componentes constitutivo e inducible de la mtNOS durante la
sepsis en musculo esquelético de ratones normales (A) y ratones deficientes en iNOS (B). C= control; S =
sepsis; S+aMT = sepsis + melatonina. *P < 0,01 y **P < 0,001 vs. control; "P < 0,01 y *P < 0,001 vs.
isoforma constitutiva.

La administracion de melatonina disminuye significativamente la actividad de la
mtNOS en la sepsis de ratones normales (Figuras 1A, 2A y 3A) debido a la reduccioén
del componente inducible, el cual adquiere una actividad similar al control en muisculo

esquelético (Figura 3A) e inferior al control en diafragma y corazon (Figuras 1A y 2A;

P<0,01 y P<0,001 respectivamente). Asimismo, tras la administracion de melatonina, la
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actividad inducible es significativamente menor a la constitutiva en los tres tejidos de
ratones normales (Figuras 1A, 2A y 3A; P<0,01 en diafragma y musculo esquelético,
P<0,001 en corazon). En ratones deficientes en iNOS la administracion de melatonina

no produce ningtn efecto (Figuras 1B, 2B y 3B).

1.2.- Efecto de la ausencia del gen de la iNOS en los niveles

intramitocondriales de nitritos.

Los niveles de nitritos cambian de forma paralela a la actividad de la mtNOS.
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Figura 4. Medida de los niveles intramitocondriales de nitritos en diafragma de ratones normales y
deficientes en iNOS. S+aMT = sepsis + melatonina. *P < 0,1 y **P < 0,05 vs. control, p<o,l y p<

0,05 vs. sepsis.

En consecuencia, aumentan de forma significativa después de la sepsis en
diafragma y musculo esquelético de ratones normales (Figuras 4 y 6; P<0,1 y P<0,05
respectivamente) pero no en los ratones deficientes en iNOS (Figuras 4 y 6) donde

incluso disminuye en musculo esquelético (Figura 6; P<0,05).
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Figura 5. Medida de los niveles intramitocondriales de nitritos en corazon de ratones normales y

deficientes en iNOS. S+aMT = sepsis + melatonina.

Sin embargo, en el corazon la sepsis no induce cambios significativos de los
niveles intramitocondriales de nitritos tanto en ratones normales como en deficientes en
iINOS (Figura 5). La administracién de melatonina, que disminuye la actividad de la
mtNOS, también disminuye la produccion de nitritos en los ratones normales (Figura 4

y 6; P<0,05).
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Figura 6. Medida de los niveles intramitocondriales de nitritos en musculo esquelético de ratones
normales y deficientes en iNOS. S+aMT = sepsis + melatonina. *P < 0,1 y **P < 0,05 vs. control; Hp<

0,05 vs. sepsis.
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2.- BIOENERGETICA MITOCONDRIAL EN LA SEPSIS.

2.1.- Efecto de la falta del gen de 1a iNOS en la actividad de los complejos de

la CTE.

Tras medir la actividad de los complejos I, II, IIl y IV de la CTE en diafragma,
el grupo control de los ratones deficientes en iNOS muestran una actividad de los
complejos I y II significativamente menor que en los ratones normales (Figura 7A y B;
P<0,001). Por el contrario, la actividad de los complejos III y IV es significativamente
mayor en los ratones deficientes en iNOS (Figura 7C y D; P<0,001).

Aunque el NO™ es un inhibidor fisioldgico del complejo IV, también puede
reducir la actividad del complejo III (Poderoso y colbs., 1999; Shiva y colbs., 2001;
Brown y Borutaite, 2004). La nula actividad del componente inducible de la mtNOS en
los ratones deficientes en iNOS, con la consiguiente disminucion en la produccion de
NO’, puede explicar la actividad basal de estos complejos comparados con los ratones
normales. La baja actividad del complejo I y II en los ratones deficientes en iNOS es
mas dificil de explicar. Podria suceder que los niveles basales de NO' tuviesen un papel

regulador en la actividad de estos complejos.
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Figura 7. Cambios en la actividad de los complejos I (A), II (B), III (C) y IV (D) de la CTE en
diafragma de ratones normales y deficientes en iNOS. S+aMT = sepsis + melatonina. *P < 0,01 vs.

control; *P < 0,01 y #p<0,001 vs. sepsis.

En la sepsis, la actividad de los complejos I, II, Il y IV es reducida de forma
significativa los ratones normales (Figura 7A-D; P<0,01), mientras que dicha actividad
no varia en ratones deficientes en iNOS (Figura 7A-D). Por tanto, la ausencia del gen de
la iNOS bloquea la induccion de la mtNOS en la sepsis y previene el dafio a los
complejos de la CTE. La administraciéon de melatonina (4 x 30 mg/Kg), no sélo
contrarresta la inhibicion de los complejos (Figura 7A-D; P<0,01 para CI y P<0,001
para CII, CIIl y CIV) sino que incluso la incrementa por encima de los valores control
(Figura 7A-D; P<0,01 para CII, CIII y CIV). La melatonina también incrementa de

forma significativa la actividad de los complejos I y I en la sepsis en ratones deficientes
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en iINOS (Figura 7A, B; P<0,01) y no produce ninguin efecto en los complejos Il y IV

(Figura 7C, D).
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Figura 8. Cambios en la actividad de los complejos I (A), IT (B), III (C) y IV (D) de la CTE en corazén
de ratones normales y deficientes en iNOS. S+aMT = sepsis + melatonina. *P < 0,05 y **P < 0,01 vs.

control; P < 0,05, P < 0,01 y P < 0,001 vs. sepsis.

En el corazdén, al igual que ocurre con el diafragma, la actividad de los
complejos I, II, IIT y IV se reduce significativamente en la sepsis en ratones normales
(Figura 8A-D; P<0,05 para CI, CIII y CIV, P<0,01 para CII), mientras que dicha
actividad no varia en ratones deficientes en iNOS (Figura 8 A-D). También, la actividad
de los complejos I y II es menor en los ratones deficientes en iNOS y, a su vez, la

actividad de los complejos III y IV es mayor. La administracion de melatonina (4 x 30
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mg/Kg), también contrarresta la inhibicion de los cuatro complejos (Figura 8A-D;
P<0,001 para CI, CII y CIV, P<0,01 para CIII) e incrementa la actividad de los
complejos I, IT y IV por encima de los valores control de forma significativa (Figura
8A-D; P<0,01). La actividad de los cuatro complejos no varia tras el tratamiento con

melatonina en ratones deficientes en iNOS (Figura 8A-D).
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Figura 9. Cambios en la actividad de los complejos I (A), II (B), III (C) y IV (D) de la CTE en musculo
esquelético de ratones normales y deficientes en iNOS. S+aMT = sepsis + melatonina. *P < 0,01 y **P <
0,001 vs. control; “P < 0.01 y #p<0,001 vs. sepsis.

Los resultados del miisculo esquelético son similares a los dos tejidos anteriores,
reduciendo la actividad de los cuatro complejos en la sepsis en ratones normales (Figura

9A-D; P<0,01 para CI, P<0,01 para CII, CIIl y CIV) y recuperandose dicha actividad

tras el tratamiento con melatonina (Figura 9A-D; P<0,01 para CII, P<0,01 para CI, CIII
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y CIV). Igualmente la actividad de los complejos [ y II es menor y la actividad de los

complejos I y IV es mayor en ratones deficientes en iNOS (Figura 9A-D).

2.2.- Efecto de la falta del gen de la iNOS en la actividad de la ATP sintasa.

La actividad de la ATP sintasa se mide gracias a la actividad reversible de este

complejo enzimatico en condiciones saturantes de ATP.
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Figura 10. Cambios en la actividad de la ATP sintasa en diafragma de ratones normales (A) y deficientes

en iNOS. S+aMT = sepsis + melatonina.

Como muestra la figura 10, la actividad permanece constante en los tres grupos
experimentales en diafragma, tanto en ratones normales (Figura 10A) como en ratones

deficientes en iNOS (Figura 10B).
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Figura 11. Cambios en la actividad de la ATP sintasa en corazén de ratones normales (A) y KO para la

iNOS. S+aMT = sepsis + melatonina.

Lo mismo sucede con el corazon (Figura 11) y musculo esquelético (Figura 12),
salvo un descenso de la actividad ATP sintasa en este altimo tras el tratamiento con

melatonina en ratones normales (Figura 12A, P<0,005).
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Figura 12. Cambios en la actividad de la ATP sintasa en musculo esquelético de ratones normales (A) y

KO para la iNOS. S+aMT = sepsis + melatonina. “P < 0.005 vs. Sepsis.

2.3.- Efecto de la falta del gen de la iNOS en los niveles intramitocondriales

de nucleotidos de adenina.

La determinacion de los nucledtidos de adenina en las mitocondrias de ratones
normales y deficientes en iNOS muestran diferencias significativas entre ambos tipos de
ratones (Tabla 1: resultados diafragma; Tabla 2: resultados corazon; Tabla 3: resultados
musculo esquelético). Los niveles de AMP, ADP y ATP en las mitocondrias de ratones
deficientes en iNOS son significativamente menores que en los ratones normales (40-
50% para diafragma; 45-70% para corazon; 4-40% para musculo esquelético). El
descenso en el indice ATP/ADP en los ratones deficientes en iNOS supone una baja

produccion de ATP. La baja produccion de ATP por los ratones deficientes en iNOS
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puede reflejar la baja actividad de los complejos 1 y II de la CTE. Cuando son
transferidos menos electrones a través de la CTE, el gradiente protonico también
disminuye, y la poca energia es disipada a través de la ATP sintasa para
fosforilar ADP y obtener ATP.

Cuando se induce la mtNOS, los ratones normales muestran un descenso
en la produccion de ATP con una disminucion del indice ATP/ADP (Tablas 1,2
y 3; P<0.01 para diafragma y corazon, P<0,05 para musculo esquelético). Sin
embargo, la sepsis no induce cambios significativos en estos nucleotidos en los
ratones deficientes en iNOS. En consecuencia, los ratones deficientes en iNOS
estan protegidos del dafio ocasionado en la CTE en la sepsis y, por consiguiente,
no se produce una disminucion en los niveles de ATP en la sepsis. El tratamiento
con melatonina (4 x 30 mg/kg) no es capaz de recuperar los niveles de ATP
disminuidos en la sepsis y, en consecuencia, el indice ATP/ADP no alcanza los
valores del grupo control. La melatonina no afecta los niveles de nucleotidos en
los ratones deficientes en iNOS (Tablas 1, 2 y 3), a excepcion del musculo
esquelético donde se aprecia un descenso en los niveles de AMP (Tabla 3).
Estudios previos muestran que la melatonina es capaz de incrementar la sintesis
de ATP en las mitocondrias de higado de rata (Martin y colbs., 2001). Pero altos
niveles de melatonina pueden tener propiedades desacoplantes, lo cual puede
explicar la imposibilidad de recuperar la sintesis de ATP en nuestros

experimentos.
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2.4.- Efecto de la falta del gen de 1a iNOS en la respiracion mitocondrial.

Cuando se usa el glutamato + malato como sustrato, la respiracion puede ser
medida en los ratones normales, mientras que en los ratones deficientes en iNOS los
resultados no son reproducibles en diafragma y corazén, pero si en musculo esquelético.
La baja actividad del complejo I encontrada en los animales deficientes en iNOS podria
ser una de las causas que impide una respiracion normal utilizando NADH. Por primera
vez se obtienen estos resultados y sugieren que el NO' producido por la mtNOS
inducible expresada de forma constitutiva participa en la regulacion del complejo 1. Los
datos que se obtienen al utilizar succinato como sustrato respiratorio (Tablas 4 y 5)
muestran que los valores de los estados IIl y IV de la respiracién en los ratones
deficientes en iNOS son significativamente superiores que los obtenidos en los ratones
normales (Tablas 4 y 5; P<0,1 y P<0,01 en el estado III de diafragma y corazon
respectivamente, P<0,01 en estado IV). Parece ser que la respiracion deficiente a través
del complejo I es compensada en estos ratones por un aumento de la respiracion a traveés
del complejo II. Ademads, el bajo indice ATP/ADP en los controles de los ratones
deficientes en iNOS puede ayudar a aumentar la actividad respiratoria. Por otro lado, el
indice de control respiratorio (RCR) es significativamente mas bajo en los ratones
deficientes en iNOS (Tablas 4, 5 y 6; P<0,01 en diafragma y musculo esquelético,
P<0,1 en corazén). La sepsis induce un descenso significativo del indice de control
respiratorio (RCR) en corazén y musculo de ratones normales (Tablas 5 y 6; P<0,01 y
P<0,1 respectivamente) con un aumento significativo del estado IV musculo esquelético
(Tabla 6; P<0,1). La sepsis también induce un descenso del cociente ADP/O en musculo
esquelético (Tabla 6; P<0,01). En ratones deficientes en iNOS la sepsis provoca un
aumento del conciente ADP/O en diafragma (Tabla 4, P<0,1) y un descenso del estado

IIT en corazoén (Tabla 5, P<0,01), en ambos casos utilizando succinato como sustrato.
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La melatonina reduce de forma significativa el consumo de oxigeno en estado III
y en estado IV en ratones normales (Tablas 4, 5 y 6). El estado de desacoplamiento
inducido con DNP también es reducido por la melatonina en en corazon (Tabla 5,
P<0,1). Ademads, la melatonina mantiene el bajo RCR de la sepsis en musculo
esquelético (Tablas 6; P<0,01) mientras que este indice tiene valores similares al control
en diafragma y corazon (Tablas 4 y 5). En ratones deficientes en iNOS, la melatonina
incrementa el consumo de oxigeno inducido por DNP y el cociente ADP/O (Tabla 4;
P<0,1) y disminuye el RCR (P<0,1) en diafragma; recupera el estado III a nivel del
control e incrementa el RCR (Tabla 5, P<0,1) en corazon; e incrementa en estado 11 y
estado IV (Tabla 6, P<0,01) asi como desciende el consumo de oxigeno inducido por
DNP (P<0,1) en musculo esquelético. En cuanto al cociente ADP/O, éste se normaliza
en corazon (Tabla 5) y musculo (Tabla 6) tras el tratamiento con melatonina, mientras
que en diafragma es incrementado en ratones normales y deficientes en iNOS (Tabla 4;
P<0,01 y P>0,1, respectivamente).

Estos datos sugieren que la pérdida del gen de la iNOS conduce a una pérdida de
la eficiencia de la mitocondria, que puede incrementar el consumo de oxigeno para

mantener los requisitos bioenergéticos necesarios para la vida celular.
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3.- ESTRES OXIDATIVO EN LA SEPSIS.

3.1.- Efecto de la falta del gen de la iNOS en la oxidacion de los lipidos de

membrana mitocondriales.

Los datos obtenidos muestran que la sepsis induce un incremento significativo
de la peroxidacion lipidica mitocondrial en diafragma (Figura 13; P<0,05) y musculo

esquelético (Figura 15; P<0,005) de ratones normales pero no en corazén (Figura 14).

* :] Control
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£
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= , L
0
Normales Deficientes iINOS

Figura 13. Cambios en la peroxidacion lipidica mitocondrial tras la sepsis en diafragma de ratones
normales y deficientes en iNOS. S + aMT = sepsis + melatonina. *P < 0,05 vs. control; “P < 0,05y P <

0,005 vs. sepsis.

Por el contrario, en ratones deficientes en iNOS la sepsis no induce peroxidacion
lipidica en ninguno de los tejidos (Figuras 13, 14 y 15). El tratamiento con melatonina
reduce significativamente los niveles intramitocondriales de lipidos peroxidados en

diafragma y musculo esquelético de ratones normales recuperando los valores control
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(Figuras 13 y 15). En ratones deficientes en iNOS el tratamiento con melatonina
desciende los valores de peroxidacion con respecto al grupo de sepsis en diafragma
(Figura 13; P<0,005) y con respecto al control en corazon (Figura 14; P<0,005),
mientras que en musculo esquelético aumentan estos valores con respecto al grupo de

sepsis (Figura 15; P<0,005).

[ control
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Figura 14. Cambios en la peroxidacion lipidica mitocondrial tras la sepsis en corazén de ratones

normales y deficientes en iNOS. S + aMT = sepsis + melatonina. **P < 0,005 vs. control.
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Figura 15. Cambios en la peroxidacion lipidica mitocondrial tras la sepsis en musculo esquelético de
ratones normales y deficientes en iNOS. S + aMT = sepsis + melatonina. **P < 0,005 vs. control; P <

0,005 vs. sepsis.

3.2.- Efecto de la falta del gen de la iNOS en la actividad de la GPx v GRd.

También se han medido la actividad de los enzimas del ciclo del glutation, GPx
y GRd. La actividad basal de estos enzimas en similar en ambos tipos de ratones en
diafragma (Figura 16), mientras que en corazén y musculo esquelético las actividades
son inferiores en ratones deficientes en iNOS (figuras 17 y 18). En los ratones normales,
la actividad de la GPx aumenta en los tres tejidos en la sepsis (Figuras 16A, 17A y 18A;
P<0,1 para diafragma, P<0,001 para corazén y musculo esquelético) mientras que la
actividad de la GRd desciende (Figuras 16B, 17B y 18B; P<0,001 para diafragma y
corazon, P<0,1 para musculo esquelético). La sepsis no afecta a la actividad de ninguna

de las enzimas en los ratones deficientes en iNOS (Figuras 16, 17 y 18).
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Figura 16. Cambios en la actividad de la glutation peroxidasa (GPx) (A) y glutation reductasa (GRd) (B)

mitocondrial tras la sepsis en diafragma de ratones normales y deficientes en iNOS. S + aMT = sepsis +

melatonina. * P < 0.1 y ** P <0.001 vs. control; * P < 0.1 vs. sepsis.

La administracion de melatonina contrarresta la inhibicion de la GRd observada

en la sepsis en los ratones normales (Figuras 16B, 17B y 18B; P<0,1 en diafragma y

musculo esquelético, P< 0.001 en corazon), incrementando la actividad por encima del

control en el corazén (Figura 17B; P<0,001), mientras que no tiene efecto en los ratones

deficientes en iNOS (Figuras 16B, 17B y 18B). La actividad de la GPx mantiene una

actividad superior al control en los ratones normales tratados con melatonina (Figuras

16A, 17A y 18A; P<0,1 en diafragma y corazén, P<0,001 en musculo esquelético),

mientras que no tiene efectos en los ratones deficientes en iNOS.

104



LU S CARLCS LOPEZ GARCI A

100 10
|:| Control |:| Control
] Sepsis ] Sepsis
g 80 . S+aMT g gl S+aMT
*k, H#t
el < |
£ 60 £ 6
g g
E 1 £
X ©
O 401 l X 41 pi
(O] (O]
3 . 3
o S Kk
= =
< 20Ff < 2f
— ) 0 — ,
Normales Deficientes iINOS Normales Deficientes iINOS

Figura 17. Cambios en la actividad de la glutation peroxidasa (GPx) (A) y glutation reductasa (GRd) (B)
mitocondrial tras la sepsis en corazon de ratones normales y deficientes en iNOS. S +aMT = sepsis +

melatonina. * P < 0.1y ** P <0.001 vs. control; * P <0.001 vs. sepsis.
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Figura 18. Cambios en la actividad de la glutation peroxidasa (GPx) (A) y glutation reductasa (GRd) (B)
mitocondrial tras la sepsis en miisculo esquelético de ratones normales y deficientes en iNOS. S + aMT =

sepsis + melatonina. * P < 0,1 y ** P < 0,001 vs. control; “ P < 0,1 vs. sepsis.

3.3.- Efecto de la falta del gen de la iNOS en los niveles intramitocondriales

de glutation total, GSH v GSSG.

Las mitocondrias de ambos tipos de ratones, normales y deficientes para la
iNOS, contienen niveles similares de glutation total en diafragma, corazén y musculo
esquelético (Figuras 19A, 20A y 21A, respectivamente). El glutation total contenido en
las mitocondrias de los ratones normales desciende en la sepsis (Figuras 19A, 20A y
21A; P<0,05 en diafragma y musculo esquelético, P<0,01 en corazén). Ademas, la
sepsis induce una fuerte caida de los niveles de GSH en los ratones normales (Figuras

19B, 20B y 21B; P<0,05 en diafragma, P<0,001 en corazon y musculo esquelético) con
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los cambios opuestos en los niveles de GSSG en diafragma y musculo esquelético

(Figuras 19C y 21C; P<0,001 y P<0,005, respectivamente).
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Figura 19. Cambios en el glutation mitocondrial tras la sepsis en diafragma de ratones normales y
deficientes en iNOS. S + aMT = sepsis + melatonina. *P < 0,05 y **P < 0,001 vs. control; “P<0,05 y
P <0,001 vs. sepsis.

En consecuencia, el indice GSSG/GSH es incrementado en la sepsis en los tres
tejidos de ratones normales (Figuras 19D, 20D y 21D; P<0,001). Sin embargo, la sepsis
no modifica los niveles de glutation en los ratones deficientes en iNOS aunque si se
aprecia un descenso del indice GSSG/GSH en diafragma y corazon (Figuras 19D y 20

D; P<0,001).
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Figura 20. Cambios en el glutation mitocondrial tras la sepsis en corazon de ratones normales y
deficientes en iNOS. S + aMT = sepsis + melatonina. *P < 0,05 y **P < 0,001 vs. control; “P < 0,05 vs.

sepsis.

La administracion de melatonina en los ratones normales con sepsis previene
muchos de los cambios producidos en el glutation mitocondrial. De hecho, aunque la
melatonina no restaura el contenido de glutation total en la mitocondria (Figuras 19A,
20A y 21A), el indice GSSG/GSH se normaliza (Figuras 19D, 20D y 21D; P<0,001 en
diafragma y musculo esquelético, P<0,05 en corazén) debido al incremento de los
niveles de GSH (Figuras 19B, 20B y 21B; P<0,05 en diafragma y corazon; P<0,001 en
musculo esquelético) y al descenso de los niveles de GSSG (Figuras 19C, 20C y 21C;
P<0,001). En los ratones deficientes en iNOS la melatonina disminuye el indice
GSSG/GSH en diafragma y corazén (Figuras 19D y 20D; P<0.05 y P<0,001
respectivamente), mientras que lo aumenta en musculo esquelético (Figura 21D;

P<0,001).
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Figura 21. Cambios en el glutation mitocondrial tras la sepsis en musculo esquelético de ratones
normales y deficientes en iNOS. S + aMT = sepsis + melatonina. *P < 0,05 y **P < 0,001 vs. control; *P

<0,05y "P<0,001 vs. sepsis.
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1.- mtNOS Y NO' EN LA SEPSIS.

Nuestros resultados muestran que, ademas de la isoforma constitutiva de la
mtNOS, en las mitocondrias de distintos tejidos como musculo esquelético, corazon y
diafragma de ratones normales existe otra isoforma de la mtNOS que se induce en
situaciones de reaccion inflamatoria como la sepsis. Estos datos confirman estudios
anteriores que indicaban la presencia de una mtNOS inducible en mitocondrias de
higado y pulmoén en ratas con sepsis inducida por lipopolisacaridos bacterianos
(Escames y colbs., 2003). Sin embargo, nuestros resultados demuestran por primera vez
que esta isoforma de la mtNOS proviene del mismo gen que codifica la iNOS citosdlica.
Por tanto, en la mitocondria coexisten dos isoformas de la mtNOS: una, derivada de la
nNOS y que se expresa constitutivamente, y la otra, derivada de la iNOS, y que se
induce como ésta en situaciones de inflamacion. Mientras que la primera produce NO’
en cantidades suficientes para regular la respiracion, el aumento de la forma inducible
produce un exceso de NO' vy peroxinitritos que pueden causar un fracaso energético
mitocondrial.

En este trabajo hemos estudiado el efecto que la induccion de la mtNOS puede
tener sobre la funcion mitocondrial. Para ello, hemos medido la actividad de la mtNOS
en mitocondrias de musculo, corazon y diafragma en ratones normales y deficientes en
iNOS a los que se le induce la sepsis por ligadura y puncién ileocecal, un modelo que
produce una serie de cambios bioquimicos y hemodinamicos que se asemejan mucho a
aquellos presentes en la clinica humana (Remick y colbs., 2000; Riedeman y colbs.,
2003; Overhaus y colbs., 2004). Nuestros resultados demuestran que tanto los ratones
normales como los deficientes en iNOS tienen una actividad de la mtNOS en

o . . . . 2+
condiciones basales que desaparece en presencia de EDTA, lo que indica que es Ca“ -
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dependiente, y que corresponde a la forma constitutiva de la NOS desde el punto de
vista cinético. Ademas, los ratones normales presentan una actividad basal de la mtNOS
que es independiente de Ca®’, y que por tanto se corresponde con la llamada forma
inducible de la NOS. Esta segunda isoforma de la mtNOS es practicamente indetectable
en los ratones deficientes en iNOS. Tras la induccion de sepsis, en los ratones normales
se observa un aumento significativo de la actividad de la mtNOS, que se debe al
componente inducible, ya que la actividad de la forma constitutiva no se afecta. Los
ratones deficientes en iNOS no presentan cambios en la actividad de la mtNOS tras la
sepsis. Estos resultados confirman los datos previos sobre la presencia de una forma
inducible de la mtNOS en mitocondrias de higado y pulmoén de rata (Escames y colbs.,
2003), y sugieren que esta isoforma deriva de la iNOS citosolica. Aunque recientemente
Alvarez y Béveris (2004) han observado que la sepsis inducida por LPS provoca un
aumento de la actividad de la mtNOS en corazén y diafragma, estos autores no
diferencian entre mtNOS constitutiva e inducible en funcion de su dependencia o
independencia de Ca™".

La administracion de melatonina reduce significativamente la actividad de la
mtNOS en ratones normales tras la sepsis, debido al descenso de la actividad del
componente inducible (Escames y colbs., 2003). En los ratones deficientes en iNOS el
tratamiento con melatonina no produce ningin efecto. Estos datos indican que la
melatonina actia selectivamente para contrarrestar la isoforma inducible de la mtNOS,
afectando minimamente a la forma constitutiva, reflejando la inhibicion de la expresion
de la iNOS (Crespo y colbs., 1999). Aunque las mitocondrias del misculo esquelético
de los ratones normales son las que mostraron un mayor aumento de la mtNOS tras la
sepsis, la melatonina revertid6 esos cambios de forma similar en los tres tejidos

estudiados.
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Los cambios en la actividad de la mtNOS deben reflejarse en variaciones
paralelas del NO°, lo que efectivamente ocurre cuando medimos los niveles
intramitocondriales de nitritos. En ratones normales los niveles de nitritos aumentan en
la sepsis y se reducen a sus niveles basales cuando se tratan con melatonina. La
melatonina, sin embargo, no afecta a los niveles de nitritos en los ratones deficientes en
INOS, que tampoco se modificaron tras la sepsis. La unica excepcion a esta regla ha
sido el comportamiento diferente entre actividad mtNOS y nitritos en mitocondrias de
corazdn en ratones normales. Mientras que en los tres tejidos hay un aumento de la
mtNOS tras la sepsis, en corazon, sorprendentemente, esta induccion de la mtNOS no se
traduce en una elevacion de los niveles intramitocondriales de nitritos. Para intentar
explicar este comportamiento aparentemente anormal, hay que tener en cuenta que el
NO’ reacciona rapidamente con el O, ~ formando ONOO (Cadenas y colbs., 2000).
Ya que el tejido cardiaco tiene una proporcion de mitocondrias mayor que los otros dos
tejidos analizados, podemos suponer que también producird una mayor cantidad de
O, °, por lo que habra una mayor produccion de ONOO vy, en consecuencia, menores
niveles relativos de nitritos. Ademas, los ONOO  pueden reaccionar con la BHy, un
cofactor necesario para la formacion de 6xido nitrico por las 6xido nitrico sintasas,
conduciendo a la formacion de radical BH;" (Kuzcaya y colbs., 2003). Por tanto, la
oxidacion de la BH4 por parte de los peroxinitritos es causa de la disociacion parcial de
la NOS, lo cual a su vez incide en un descenso de la produccion de NO' y un aumento
paralelo de la produccion de O, ~ (Kuzcaya y colbs., 2003; Kunagai y colbs., 2004).
Todo ello llevaria a un aumento de los niveles de ONOO . Por tltimo, el NO’ participa
de forma importante en la funcioén cardiaca, estando implicado en efectos vasculares y
no vasculares (Massion y colbs., 2003). Esta funcion mas amplia que tiene el NO” en el

corazén podria deberse a una ruta o utilizacion del NO' mitocondrial en el corazon
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distinta a la del musculo y diafragma, que se veria reflejada en un menor nivel de
nitritos.

Los resultados discutidos hasta ahora resuelven algunos misterios relacionados
con la mtNOS. Muchos de los resultados publicados en cuanto a la naturaleza de la
mtNOS son contradictorios. Diversos autores indican la presencia de mtNOS en
mitocondrias de diferentes tejidos con propiedades de eNOS, nNOS e iNOS. Otros, por
el contrario, indican que no existe una mtNOS (Lacza y colbs., 2003; Tay y colbs.,
2004; Lacza y colbs., 2004). Recientemente se ha identificado una mtNOS constitutiva,
Ca*"-dependiente, derivada de la nNOS modificada post-traduccionalmente (Elfering y
colbs., 2002; Traaseth y colbs., 2004). También se ha observado un aumento de la
expresion de la mtNOS después de la sepsis (Escames y colbs., 2003). Como hemos
dicho, nuestros datos demuestran que dos componentes de la mtNOS, Ca**-dependiente
y Ca”*"-independiente, se expresan de forma constitutiva en las mitocondrias de ratones
normales. La sepsis induce cambios en las isoformas mitocondriales de la mtNOS
totalmente coherentes con los cambios que se observan en las isoformas constitutiva e
inducible de la NOS citosolica durante la sepsis. Durante la sepsis no se observa
aumento de actividad de la mtNOS en los ratones deficientes en iNOS, lo que indica
claramente que la isoforma indicible de la mtNOS corresponde a una forma codificada
por el gen de la iNOS, y que por tanto deriva de la iNOS citosolica. Estos datos explican
que la mtNOS haya sido identificada por los anticuerpos anti-INOS y anti-nNOS
(Tatoyan y Giulivi, 1998; Escames y colbs., 2003; Brookes, 2004).

El aumento de la mtNOS inducible tras la sepsis da lugar a un déficit importante
de la funcion mitocondrial, como veremos mads adelante. Sin embargo, este dafio
mitocondrial no estd presente en los ratones deficiente para la iNOS, y por tanto las

mitocondrias de estos ratones mutantes estan protegidas frente a la sepsis. La cuestion
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importante es: ;cudl es la funcién de la forma inducible de la mtNOS en relacion a la
funcion mitocondrial? En principio, al igual que ocurre con la induccion de la iNOS en
la sepsis, su funcion debe ser protectora, aunque si da lugar a un exceso de NO', las
consecuencias pueden ser fatales. En condiciones normales el NO' intramitocondrial
controla la respiracién ya que inhibe la actividad del complejo IV compitiendo por el
oxigeno. De esta forma, dependiendo del cociente O,/ NO' la respiracion puede variar
en un amplio margen. Tras la sepsis, el aumento de NO™ intramitocondrial producido
por la forma inducible de la mtNOS puede frenar la respiracion y por tanto el consumo
de oxigeno a este nivel. Ello permitiria la redistribucion de oxigeno hacia otras células u
otros territorios mas necesitados de ¢€l, evitando que entraran en hipoxia. Sin embargo,
por encima de un cierto nivel, el exceso de NO™ en la mitocondria lleva a su vez a un
exceso de produccion de ONOO que dafian irreversiblemente todos los complejos de
la CTE. Es entonces cuando el efecto beneficioso del aumento de NO' en la mitocondria
se torna en peligroso, deviniendo en el fracaso mitocondrial, desenergizacion celular y

fallo multiorganico.

2.- BIOENERGETICA MITOCONDRIAL EN LA SEPSIS.

Cuando se induce la mtNOS en la sepsis, los niveles de nitritos aumentan de
forma significativa en los ratones normales mientras que no se observan cambios en los
ratones deficientes en iINOS. Por tanto, en estos estados inflamatorios aumenta la
produccion de NO' intramitocondrial a través de la mtNOS. Estos cambios que se
producen durante la sepsis pueden afectar la regulaciéon de la CTE. En condiciones
fisiologicas el NO" inhibe reversiblemente al complejo IV por competicion con el

oxigeno en su sitio de unidn a este complejo (Boveris y colbs., 2000; Brown, 2001). En
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estas condiciones, los tejidos son oxigenados en el rango de 20 uM de O,, con una
relacion [O,]/[NO] de 500-1000, estando inhibido el complejo IV en un 16-26%
(Boveris, 2000). Sin embargo, el NO’ producido en exceso en procesos fisiopatologicos
como la sepsis provoca una importante disfuncién mitocondrial (Maestroni, 1996;
Shapira, 1998; Boczkowski, 1999; Escames y colbs., 2003; Linares, 2003; Brealey,
2004), ya que los niveles elevados de NO' inhiben de forma progresiva los complejos 11
y I, y quizas también el III (Poderoso y colbs., 1996). Ademads, la inhibicion de la
transferencia electronica trae como consecuencia la formacion de O, ~ y H,0,
(Poderoso y colbs., 1996; Poderoso y colbs., 1998) que también dafian los componentes
mitocondriales. A su vez, el NO' reacciona con el O, ' formando ONOO , los cuales
dafian irreversiblemente todos los complejos de la CTE (Brown, 1999; Brown, 2001).
Por tanto, el aumento de NO" en la sepsis es responsable de la inhibicion de los
complejos respiratorios. Estas observaciones son aplicables a nuestros resultados ya que
el aumento de los niveles de NO' va acompafiado por una reduccion del 30-50 % de los
complejos I, II, III y IV de la CTE en los ratones normales. Los ratones deficientes en
iNOS no ven alterada la actividad de la CTE tras el proceso inflamatorio, indicando que
el dafio de la cadena respiratoria esta asociado al NO® derivado de la mtNOS inducible.

Un hecho interesante es que la falta de expresion constitutiva de la isoforma
inducible de la mtNOS en los ratones deficientes en iNOS se acompafia de un aumento
significativo (hasta el doble) de la actividad de los complejos III y IV en mitocondrias
normales. Estos datos parecen indicar que en condiciones normales la expresion de la
mtNOS inducible produce el NO’ necesario para mantener una inhibicion tonica de los
complejos III y IV. Sin embargo, la actividad de los complejos I y II es
significativamente mas baja en mitocondrias de ratones deficientes en iNOS que en

ratones normales. Aunque no tenemos una explicacion coherente para este hecho, desde
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un punto de vista fisiologico, la disminucion de la actividad de estos complejos,
fundamentalmente el complejo I, puede ser compensada por un aumento de las
actividades de los complejos III y IV, en un intento de mejorar la eficiencia
mitocondrial y mantener una adecuada produccion de ATP.

En cuanto al complejo V o ATP sintasa, esta enzima no se altera tras la sepsis ni
en ratones normales ni en los deficientes en iINOS. En este sentido, recientemente
Vyatkina y colbs. (Vyatkina y colbs., 2004) han medido la actividad de los cinco
complejos mitocondriales cardiacos en un modelo de infeccion parasitaria. Estos
investigadores demuestran que los complejos I-IV se dafian en la fase temprana y aguda
de la infeccion, momento en el cual estd actuando la inmunidad innata y, por tanto, la
iNOS est4 inducida y el NO® elevado. El complejo V no se dafia en esta primera fase de
la infeccion pero en la Ultima fase, o fase progresiva, cuando actiia la inmunidad
adaptativa, el complejo V se dana. Estos datos parecen indicar que el dafio del complejo
V no estd mediado por el NO’, lo que viene a corroborar nuestros resultados. La
diferente sensibilidad de los complejos I-IV y del complejo V al estrés
nitrosativo/oxidativo puede depender de la diferente composicion estructural de dichos
complejos. Asi, los complejos I-IV, y no el complejo V, tienen en comun una serie de
centros redox, los cuales son muy sensibles a este tipo de estrés. Tal es el caso de los
centros Fe-S que parecen ser sitios especificos de dafio por parte del NO™ (Pearce y
colbs., 2001).

El acoplamiento de la fosforilacion oxidativa a la CTE conduce a la produccion
de ATP. En condiciones aerobias, la fosforilacion oxidativa es responsable del 90-95%
de la produccion total de ATP por parte de la célula. Por tanto, una reduccion en la
actividad de la CTE puede provocar un descenso de la produccion de ATP. En efecto, si

la CTE est4 danada, pasan menos protones al espacio intermembranal y, por tanto, hay
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una menor fuerza proton-motriz, traduciéndose en una menor producciéon de ATP por
parte de la ATP sintasa. Nuestros resultados concuerdan con estos datos, ya que la
induccidon de sepsis en ratones normales reduce el indice ATP/ADP debido a un
descenso en los niveles intramitocondriales de ATP, lo cual va en paralelo a la
inhibiciéon de los complejos respiratorios y a una pérdida de la eficiencia de la
fosforilacion oxidativa (medida por el cociente ADP/O) en corazoén y musculo pero no
en diafragma. La caida de los niveles de ATP y del indice ATP/ADP, asi como la
pérdida en la eficiencia en la fosforilacion oxidativa no ocurre en los ratones deficientes
en iNOS. Por tanto, el dafio a la CTE provocado por el aumento de NO" producido por
la mtNOS inducible, es el responsable de la reduccion del ATP. La reduccion del
contenido en ATP disminuye la energia disponible para la célula, lo que aumenta las
posibilidades de muerte celular.

Acorde a la actividad de los complejos respiratorios, los ratones deficientes en
iINOS no fueron capaces de respirar utilizando glutamato+malato como sustratos y si
usando succinato, ya que la actividad del complejo I (que utiliza glutamato+malato) esta
enormemente disminuida mientras que la actividad del complejo II (que utiliza
succinato) estd disminuida en menor medida, siendo mayores los valores absolutos de
actividad. Ademas, el consumo de oxigeno en los estados III y IV fue mucho mas alto
en ratones deficientes en iINOS que en ratones normales. Estas diferencias pueden
reflejar el aumento de actividad del complejo IV en los ratones deficientes en iNOS, que
lleva a ese aumento del consumo de oxigeno. Es posible también que este aumento de
consumo de oxigeno por la mitocondria respirando con succinato, puede reflejar un
mecanismo compensatorio por la baja respiracion por el complejo 1.

Parece pues claro que la induccion de la mtNOS conduce al dafio mitocondrial y

a la desenergizacion celular. En nuestro laboratorio hemos demostrado previamente que
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la melatonina es capaz de inhibir tanto la expresion como la actividad de la iNOS
citosolica, asi como la mtNOS en higado y pulmoén de ratas tratadas con LPS (Crespo y
colbs., 1999; Escames y colbs., 2003). Nuestros resultados confirman que la
administracion de melatonina contrarresta la actividad de la mtNOS inducida por la
sepsis en ratones. La melatonina no sélo contrarrest6 la inhibicion de los complejos [ y
IV por la sepsis, tal como estaba descrito (Escames y colbs., 2003), sino que por
primera vez se describe que es capaz de aumentar también la actividad de los complejos
I y III. El resultado es un aumento significativo de la actividad de la cadena
respiratoria. Sin embargo, la melatonina no afectd practicamente a la actividad de la
CTE en ratones deficientes en iNOS, lo que sugiere que el efecto de la melatonina se
debio principalmente a la inhibicion de la mtNOS. Sin embargo, el hecho de que la
melatonina pueda aumentar la actividad de los complejos de la cadena respiratoria por
encima de sus valores basales sugiere un efecto mas especifico de la indolamina. En
efecto, junto con otros datos recientes (Martin y colbs, 2000b; Martin y colbs, 2001;
Acuna—Castroviejo y colbs., 2003; Escames y colbs., 2003) nuestros resultados sugieren
que la melatonina puede ejercer un efecto directo sobre la CTE (Ledn y colbs., 2004), y
puede recuperar la actividad de la cadena respiratoria frente al dafio causado por
potentes agentes prooxidantes (Acufia-Castroviejo y colbs., 2002).

Un hecho que llama la atencién en este estudio ha sido la falta de efecto de la
melatonina sobre los niveles intramitocondriales de ATP. En estudios anteriores, se
usaron dosis de melatonina de 1 a 100 nM para aumentar la produccion de ATP in vitro
(Martin y colbs., 2002) y de 10 mg/kg de peso in vivo (Martin y colbs., 2000b). Sin
embargo, en nuestro estudio utilizamos una dosis total de melatonina de 120 mg/kg de
peso, siendo esta dosis capaz de contrarrestar la actividad de la mtNOS y de la CTE a

las 24 horas de inducir la sepsis. Quizas 24 horas no ha sido tiempo suficiente para
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detectar un aumento de los niveles de ATP, a pesar de que la melatonina si mejord la
eficiencia de la fosforilacion oxidativa. Otra explicacion viene de los datos de
respiracion, ya que la melatonina redujo el consumo de oxigeno en estado IIl y IV a
través del complejo I (datos no mostrados) y II, al igual que un bajo consumo de
oxigeno al anadir dinitrofenol, lo cual refleja cierto desacoplamiento debido a las altas
dosis de melatonina usadas. De todas formas, una dosis de melatonina menor a la usada
en este estudio hubiera sido suficiente para normalizar la cadena respiratoria y quizas
con una dosis menor el efecto desacoplante seria lo suficientemente bajo como para no

solapar el aumento de ATP.

3.- ESTRES OXIDATIVO EN LA SEPSIS.

El aumento de actividad de la mtNOS durante la sepsis, ademas de afectar a la
CTE, puede tener como consecuencia la produccion de radicales libres, que a su vez
dafian a la propia mitocondria incluyendo la CTE. Las mitocondrias son la fuente mas
importante de radicales libres (Boveris, 1985; Sohal y Brunk, 1992; Shapira, 1998) y la
generacion de estas moléculas puede proceder del dafo en la CTE, lo cual provoca fuga
de electrones y formacion de ROS incluyendo O, °, H,O, y HOe, debido a la reduccion
parcial del oxigeno por uno, dos y tres electrones, respectivamente (Barja, 1999). A su
vez, altos niveles de O, * favorecen el aumento de la produccion de ONOO , que
inhiben irreversiblemente la CTE (Bockzkowski, 1999; Brown, 2001; Escames y colbs.,
2003) y la peroxidacion lipidica de las membranas mitocondriales (Scabo, 2003),
abriendo un circulo vicioso que termina en una severa disfuncién mitocondrial y muerte
celular (Bustamante y colbs., 2002; Piantadosi y colbs., 2002). En consecuencia, un

aumento de los niveles intramitocondriales de peroxidacion lipidica, como los
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observados en nuestros resultados tras la sepsis, sirve como sefial indirecta de estrés
oxidativo. Este efecto no ocurre en los ratones deficientes en iNOS, lo que indica que la
peroxidacion se produce a consecuencia de la induccion de la mtNOS. Sin embargo, en
corazdn de ratones normales no hay un aumento de peroxidacion lipidica, quizas debido
a que la composicion de los acidos grasos susceptibles de ser peroxidados difiere entre
las mitocondrias de un tejido y otro, siendo los de corazén poco susceptibles a la misma
(Piergiacomi y colbs., 2001).

La mitocondria lucha contra el estrés oxidativo con sus propios sistemas
antioxidantes, siendo el glutation uno de los mas importantes debido a que es la
principal via mitocondrial para depurar el H,O,. El sistema del glutation convierte el
H,0, a H,O por acciéon de la GPx. En este proceso, el GSH es oxidado a GSSG y la
GRd restaura los niveles de GSH. Entonces, un aumento de estrés oxidativo
mitocondrial debe reflejarse por cambios en el indice GSSG/GSH y en las actividades
de la GPx y GRd. Nuestros resultados en ratones normales tras la sepsis muestran un
aumento en los niveles intramitocondriales de GSSG con una paralela reduccion de los
niveles de GSH (en consecuencia, el indice GSSG/GSH aumenta), ademas de un
descenso en los niveles totales de glutation. De acuerdo con estos datos, la actividad de
la GPx aumenta en la sepsis mientras que la actividad de la GRd disminuye, ya que este
enzima se dafia facil e irreversiblemente por los radicales libres. En este estado, la
mitocondria tiene dificultades para reciclar el GSH. El aumento de la forma oxidada de
glutation (GSSG) depende del aumento de radicales libres que ocurre como
consecuencia del aumento de actividad de la mtNOS inducible, como lo muestra la
ausencia de cambios en el indice GSSG/GSH, asi como en las actividades de la GPx y
GRd en ratones deficientes en iNOS con sepsis. Estos datos confirman el efecto de la

sepsis para promover la produccion de radicales libres en la mitocondria, tal como
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Alvarez y Boveris (2004) demostraron en ratas. Estos autores muestran que en la sepsis
aumenta la actividad de la SOD mitocondrial sin cambios en la actividad de la catalasa.
Posiblemente ello sea debido a que, como observamos en nuestro modelo experimental,
la detoxificacion de H,O;, en la mitocondria ocurre principalmente por el sistema del
glutation y no por la catalasa (Antunes y colbs., 2002). El sistema del glutation se alterd
de forma significativa en musculo, corazon y diafragma de ratones de normales en
respuesta al estrés oxidativo inducido por la sepsis, lo que sugiere que €sta es una
respuesta general a la sepsis.

Los efectos antioxidantes de la melatonina (Acuna-Castroviejo y colbs, 2001;
Reiter y colbs., 2003) sugieren que su administracion debe contrarrestar el aumento de
radicales libres provocado por la sepsis. La melatonina es muy eficaz para restaurar el
contenido de glutation en mitocondrias incubadas in vifro con agentes como el t-butil
hidroperéxido, un potente agente prooxidante (Martin y colbs., 2000). Nuestros datos
muestran que también in vivo la administracion de melatonina a ratones normales
restaura el contenido de glutation reducido mitocondrial al normalizar las actividades de
los enzimas del ciclo redox del glutation.

Por tanto, la melatonina previene el dafio mitocondrial en la sepsis actuando a
varios niveles (Figura 22): depurando radicales libres; estimulando los sistemas
antioxidantes como los enzimas del ciclo del glutation, poniendo a disposicion de la
mitocondria un contenido permanente de glutation reducido, ademas de inhibir la
produccion de NO' por parte de la mtNOS. Todo ello tiene como consecuencia la
normalizacién de la funcién de la cadena respiratoria. Independientemente de esos
efectos, hay serias evidencias de que la melatonina pueda aumentar directamente la
actividad de los complejos de la CTE, aunque este dato necesita ser demostrado en

estudios futuros.
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Del presente estudio podemos extraer las siguientes conclusiones:

1))

2)

3)

4)

S)

6)

Las mitocondrias de musculo, corazén y diafragma poseen una
mtNOS con un componente inducible codificado por el mismo gen
que la iNOS citosolica.

La falta del gen de la iNOS va acompafiado de una desaparicion de la
inducion de la mtNOS en la sepsis.

La ausencia del gen de la iNOS sugiere que el NO™ derivado de esta
1soforma de la mtNOS participa en la regulacion de la actividad de la
CTE en condiciones normales. Efectivamente, estos ratones muestran
diferencias significativos en la actividad de la CTE, produccion de
ATP y respiracion.

El componente inducible de la mtNOS es el responsable de la
inhibicién de los complejos mitocondriales I, II, I y IV en la sepsis,
pero no del complejo V, cuya actividad no varia. Este dafio a la CTE
se traduce en una desenergizacion celular.

El componente inducible de la mtNOS es el responsable del aumento
de estrés oxidativo mitocondrial en la sepsis.

La melatonina es muy efectiva para frenar el dafio mitocondrial en la
sepsis. La inhibicion de la actividad del componente inducible de la
mtNOS normaliza el NO°, recuperando la actividad de la cadena
respiratoria y contrarrestando el estrés oxidativo mitocondrial. Sin
embrago, a la dosis usada, la melatonina no recupera los niveles

mitocondriales de ATP.
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