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Funcion mitocondrial

1. Funcion mitocondrial.

1.1. Estructura y funcion de la mitocondria.

Las mitocondrias existen en una gran cantidad de formas y tamafios,
generalmente con unas medidas de entre 1-2 pum de longitud y de entre 0,25-0,5 pm de
diametro. Son organulos morfologicamente muy dinamicos y estrechamente vinculados
a muchos procesos celulares, incluyendo el desarrollo y la muerte celular. Estas
variaciones reflejan las diversas funciones que posee la mitocondria dentro de la célula,
que incluyen no s 6lo la generacion de energia, el control del metabolismo, y la
homeostasis del Caz+, sino también el control de muchas funciones celulares como la
respuesta inmune innata y el destino de la propia célula (West y colbs., 2011; Tait y
Green, 2012). En la mayoria de las células de mamiferos, las mitocondrias existen como
una red reticular ramificada que se irradia desde el ntcleo, aunque el caracter dinamico
de su morfologia se refleja en diferencias en el nimero, tamafio y posicion dentro de las
diferentes lineas celulares, tejidos y organismos (Frazier y colbs., 2006). Ademas,
alteraciones en el medio van a ocasionar cambios en la morfologia de las mitocondrias,
produciéndose fendmenos de fusion y fision mitocondriales (Karbowski y Youle, 2003;
Nisoli y colbs., 2004; Frazier y colbs., 2006) y migracion de estas mitocondrias para
atender a las distintas necesidades energéticas celulares alli donde sean requeridas
(Frazier y colbs., 2000).

La mitocondria estd limitada por dos bicapas lipidicas; la membrana externa
presenta caracteristicas similares al resto de membrana celulares, siendo rica en
colesterol y en estructuras proteicas llamadas porinas que permiten el paso de moléculas
e iones de tamafio inferior a 10 kD a. Asimismo, posee otros complejos proteicos
encargados de la importacion de proteinas citosolicas denominados TOM (translocase

of the outer membrane). Por otro lado, la membrana interna presenta una organizacion
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en base a crestas laminares que van a incrementar mucho su superficie total. La
membrana interna es impermeable a iones y rica en cardiolipinas, que van permitir la
unidn a las proteinas de la cadena de transporte electronico (ETC). Igualmente presenta
complejos proteicos para la importacion de proteinas que, en este caso, se denominan
TIM (translocase of the inner membrane). El espacio que se delimita entre ambas
membranas, denominado espacio intermembranal, tiene un papel clave en los procesos
de fosforilacion oxidativa, mientras que el espacio que se delimita dentro de la
membrana interna (matriz mitocondrial) contiene ribosomas para la sintesis de
proteinas, de su propio genoma (mtDNA), enzimas para la f-oxidacion de los acidos
grasos y para el ciclo de Krebs.

1.2. ETC y fosforilacion oxidativa.

La ETC esta compuesta por cinco complejos enzimaticos y dos moléculas que
van a actuar como puente electronico entre algunos de estos complejos (coenzima Q o

ubiquinona y citocromo c) (Saraste, 1999).

4 A ¥ A+

e |

ATP
synthase

NAD* MNADH

ATP ADP + P;

Figura 1: Esquema de la cadena de transporte electronico.
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-Complejo I (NADH ubiquinona oxidorreductasa): es el complejo mas grande
de la ETC, el monomero del complejo I tiene un tamano aproximado de 900 kD a.
Cataliza la transferencia de electrones desde el NADH a la ubiquinona y esta ligado a la
translocacion de protones al espacio intermembranal (Friedrich y colbs., 1995). La
enzima en mamiferos contiene 42 o 43 s ubunidades diferentes (25 polipéptidos, de los
cuales 7 estan codificados por el mtDNA) en una estequiometria desconocida, un flavin
mononucledtido, siete u ocho centros de FeS unidos covalentemente a lipidos y al
menos tres moléculas de quinol (Walker, 1995; Saraste, 1999). La microscopia
electronica de particulas ha revelado que el complejo I se dispone en una estructura en L
con dos dominios grandes separados por un fino collar. 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., 1997; Saraste, 1999). El brazo
periférico, que incluye un mononucleétido de flavina y al menos 4 centros FeS, forma la
fraccion NADH deshidrogenasa. El brazo unido ala membrana contiene las siete
subunidades codificadas por el mtDNA, uno o dos centros FeS, y constituye la fraccion

ubiquinona oxidorreductasa (Hothaus y colbs., 1991; Schulte y colbs., 1994).

Un déficit o bloqueo a nivel del complejo I (con rotenona, por ejemplo) impide
la oxidacion del NADH, mientras que la oxidacién del FADH,; generado en la reaccion
de la succinato deshidrogenasa, no se ve afectada porque estd mediado por el complejo

IIL.

-Complejo II (succinato ubiquinona oxidorreductasa): es un componente del
ciclo de Krebs y participa en la ETC transfiriendo electrones desde el succinato a la
ubiquinona. No transloca protones al espacio intermembrana y, por tanto, tan solo
suministra electrones a la ETC (Hagerhall, 1997; Saraste, 1999). Contiene cuatro

polipéptidos y es el unico que no posee subunidades codificadas por el mtDNA.
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Estructuralmente, se puede dividir en dos fracciones: una soluble formada por la
succinato deshidrogenasa (SDH) y otra que sirve como anclaje a la membrana. La SDH
a su vez, estd formada por dos subunidades: una subunidad flavoproteica (70 kDa), que
contiene el lugar de union al succinato y la parte FAD que estd unida covalentemente a
la enzima, y otra subunidad compuesta por tres centros FeS (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 union con la

ubiquinona (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 disminucion de la oxidacion de los
sustratos FADH, dependiente, como el succinato, y una oxidacion 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 reaccion de oxidacion-reduccion va a
permitir al complejo III generar de un gradiente de protones a través de la membrana
interna por un mecanismo conocido como ciclo Q (Trumpower, 1990) (Figura 2). De
esta manera, el ubiquinol, un compuesto liposoluble que puede moverse dentro de la
membrana, acopla la reaccion de oxidacion-reduccion al a protonacion y
desprotonacion, de tal manera que la oxidacion del ubiquinol conduce al transporte
activo de protones at ravés de la membrana interna (Saraste, 1999). Estas dos
reacciones, van a requerir por tanto 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 reduccion 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 Qo al sitio Q; (Saraste, 1999) (Figura 2).
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En el primer ciclo, el ubiquinol (QH;) se une al sitio Qy donde transfiere 1
electron a la proteina FeS, liberando 2 H' al espacio intermembrana y formando

semiubiquinona (QH).
QHZ + cit C1 oxidado — QH + cit C1 reducido +2 H+

La proteina FeS reduce el citocromo c¢; y QH transfiere sus electrones al
citocromo by, formando Q. El citocromo by reducira el citocromo by. El Q formado es
liberado del sitio Qp, y se une al sitio Q;, donde adquiere el electron del cit.By,

formandose QH.

En el segundo ciclo, otra molécula de QH,, pasa por el proceso anterior, luego 1
electron reduce la proteina FeS y el citocromo c;. El otro electron reduce
secuencialmente el citocromo by y el citocromo by. Este segundo electron reduce el QH

del primer ciclo, formando QH,.
QH, + QH + cit ¢} oxidado + 2 H maiz  —> Q + QHa + Cit C1 reducido + 2 H  intermembrana
La reaccion global del proceso quedaria de la siguiente manera:
QHy +2Cit €1 oxidado + 2 H'mariz  —>  Q +2 €it €1 reducido + 2 H intermembrana

Con lo que por cada dos moléculas de QH, que entran al ciclo Q, se regenera un

QH..
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Figura 2: Esquema ciclo Q en complejo 111

Estructuralmente, el complejo III de mamiferos contiene 11 subunidades, pero
solamente tres poseen los centros redox que son usados en la conservacion de la energia
(Saraste, 1999): Las subunidades clave son: el citocromo b, que esta codificado por el
mtDNA (Anderson y colbs., 1981), tiene 8 hélices transmembrana y dos grupos hemo
entre la hélice B y D; una proteina FeS anclada a la membrana con un centro tipo
Rieske (Fe;S;); y un citocromo c¢; anclado ala membrana (Saraste, 1999). La mayor
parte de las otras 8 s ubunidades son pequefias proteinas que rodean al nucleo de
metaloproteinas, cuya funcion parece estar implicada 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.

El sitio Qq esta localizado entre la proteina FeS y el citocromo b, cercano ala
cara externa de la membrana interna, y el sitio Q; junto al citocromo b, en la cara

matricial de la membrana interna (Saraste, 1999). Los dos grupos hemo del citocromo b
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tienen diferentes potenciales redox, localizandose el sitio Qo 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 translocacion neta

de dos protones por cada electron transferido al citocromo ¢ (Figura 2) (Saraste, 1999).

Por 1ltimo, indicar que un bloqueo a nivel del complejo III altera la utilizacién

de sustratos NADH y FADH, dependientes.

-Complejo IV (citocromo c¢ oxidasa): cataliza la transferencia de cuatro
electrones desde el citocromo c hasta el oxigeno molecular. Su sustrato, el citocromo c,
es una hemoproteina hidrosoluble 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 H,O, en una
reaccion que incluye varios intermediarios (Saraste, 1999). Los protones necesarios para
esta reaccion son obtenidos de la matriz mitocondrial a través de dos canales. Estos
mismos canales son usados para bombear un protoén por cada electron que cruza la
membrana (Saraste, 1999).

Estructuralmente, la citocromo oxidasa contiene 13 s ubunidades. Las tres
mayores (I, IT y III), codificadas por el mtDNA, realizan las funciones cataliticas y de
bombeo de protones, el resto de subunidades mas pequenias rodean a las anteriores y
estan codificadas por el DNA nuclear. La estructura tridimensional de alta resolucién
por rayos X del complejo IV (Tsukihara y colbs., 1995; Iwata y colbs., 1995) ha
permitido establecer la localizacion de los lugares de unidon al hierro y cobre. La
transferencia de electrones en este complejo se inicia con la unién del citocromo ¢ a la
subunidad II en la parte externa de la membrana. Esta subunidad contiene un centro de

cobre bimetalico, los electrones van a pasar desde el citocromo ¢ al centro bimetalico de
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la subunidad II y de aqui a la subunidad I, concretamente al hemo a, y de alli al centro
binuclear hemo a;-Cu, desde donde pasaran finalmente al oxigeno (hemo a;-Cu se
encuentran también ligados a la subunidad I). La subunidad III no contiene centro redox
y parece desempefar un papel importante en el ensamblaje del complejo IV (Saraste,
1999).

Un bloqueo a nivel del complejo IV (por ejemplo, con cianuro) tienen un efecto
paralizante de toda la ETC. Ademas, el 6xido nitrico (NO’) va a tener un pa pel
regulador de este complejo tanto en situaciones fisiologicas como fisiopatoldgicas.

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

La ATP sintasa es un complejo masivo de proteinas con forma de hongo. El
complejo de enzimas en mamiferos contiene 16 s ubunidades y posee una masa de
aproximadamente 600 kD a (Rubinstein y colbs., 2003). Estd formada por dos
fracciones, Fy y F;: Fy esta embebida en la membrana y contiene un anillo de
subunidades c y el canal de protones. El pedinculo y la parte superior esférica es
llamada F; y es el sitio donde ocurre la sintesis de ATP. La porcion esférica del extremo
de F; contiene seis proteinas de dos tipos diferentes (tres subunidades o y tres
subunidades ), mientras que el "pedinculo" consiste solo en una proteina (subunidad
v), con un extremo extendiéndose en la esfera de subunidades o y B (Leslie y Walker,
2000). Ambas subunidades, o y B se unen a nucleétidos, pero solo la subunidad
cataliza la sintesis de ATP. En la base de la porciéon de F; e introduciéndose en la
membrana se encuentra una larga subunidad en forma de bastén que ancla las

subunidades o y B a la base de la enzima.
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A medida que los protones atraviesan la membrana a través del canal en la base
de la ATP sintasa, Fy entra en rotacion (Noji y Yoshida, 2001). Esta rotacion puede ser
provocada por cambios en la ionizacidon de aminoécidos en el anillo de subunidades ¢
provocando interacciones electroestaticas que impulsan el anillo de subunidades ¢ a
través del canal de protones (Capaldi y Aggeler, 2002). Este anillo de rotacion provoca
la rotacion del eje central (el pedinculo de la subunidad y) dentro de las subunidades a
y B. Estas subunidades son incapaces de rotar debido al brazo lateral que actia como un
estator. Este movimiento del extremo de la subunidad y en el interior de la esfera de
subunidades a y B provee de energia para los sitios activos en las subunidades B para
llevar a cabo un ciclo de movimientos que generan y luego liberan ATP (Dimroth y

colbs., 2006).

La reaccion de sintesis de ATP se denomina, mecanismo de cambio de union, €
involucra el sitio activo de una subunidad B ciclando a través de tres estados (abierto,
relajado y cerrado, que corresponden a un estado del centro catalitico vacio, un estado
con ADP y fosforo inorganico (Pi) unido y a un estado con ATP unido respectivamente)
(Boyer, 1997; Boyer, 2002). En el estado "abierto", el ADP y el fosfato entran en el sitio
activo. La proteina luego captura las moléculas y se une a ellas, cambia su
conformacidon nuevamente y acerca las moléculas, con el sitio activo en el estado final
uniendo la recién formada molécula de ATP con una elevada afinidad. Finalmente, el
sitio activo cicla de nuevo a su estado original abierto, liberando ATP y uniéndose a

mas ADP y fosfato, preparandose asi para el proximo ciclo.

11
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1.3. Oxido nitrico sintasa: Estructura y funcién.

La 6xido nitrico sintasa, se trata en realidad de una familia de enzimas, que todas
ellas catalizan la misma reaccion, produciendo 6xido nitrico (NO") através de una

reaccion que implica la conversion de L-arginina en L-citrulina.

Presenta una estructura con dos dominios (Figura 3) los cuales se unen entre si
gracias a un sitio de reconocimiento a la calmodulina (CaM): en el extremo N-terminal
del enzima se localiza el dominio oxigenasa, el cual contiene unos sitios de union para
grupos especificos necesarios para la activacion de la enzima, concretamente un grupo
hemo, tetrahidrobiopterina (BH4) y L-arginina; mientras, que el dominio reductasa se
localiza en el extremo C-terminal y en €l van a existir sitios de union al NADPH, FAD
y FMN. Ademas, la forma activa de la enzima se presenta como un dimero en la que
cada mondmero a su vez estara formado por un mondémero de NOS unido a una

calmodulina activa Ca-CaM.

Dominio
oxigenasa

Dominio
reductasa

Figura 3: Estructura de la 6xido nitrico sintasa.

Estos cofactores van a tener funciones muy importantes dentro del complejo
activo: el NADPH, es el encargado de donar los electrones, es decir, proporciona el

poder reductor necesario para que la reaccion se lleve a cabo; la FAD y FMN, son

12
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utilizados como puente electronico que permiten el paso de electrones desde el NADPH
al centro catalitico del enzima, el cual estd constituido por un grupo hemo,
concretamente una protoporfirina IX, que en su estado reducido es el sitio de union al
oxigeno molecular; la BH4, va a aumentar la afinidad del enzima por la L-arginina,
permitiendo un cambio conformacional y de configuracion electronica en la NOS.

La sintesis de NO® a partir de L-arginina es una reaccion que implica dos pasos
de mono-oxigenacion separados, con la formacion de una especie intermediaria
conocida como N-hidroxiarginina (Figura 4). En el primer paso de la reaccion, la
isoforma L de la arginina se va a oxidar en su grupo guanidino a través de una reaccion
que requiere oxigeno molecular, NADPH vy tetrahidrobiopterina (BHy4); la especie
intermedia vuelve a sufrir un nue vo proceso de oxidacion para originar L-citrulina y

NO’, gracias nuevamente a la participacion del oxigeno molecular y NADPH.

H
<) ol
H,N /NHE HENYN—DH D%(
NH
S:Lﬁ' S\%’ B
1.0 NADPH 0.5 NADPH
L-Arginine NG.Hydroxy-L-Arginine L-Citrulline  Nitric Oxide

Figura 4: Reaccion de la 6xido nitrico sintasa.
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Tradicionalmente se han diferenciado tres isoformas dentro de la familia de la
NOS, isoformas que son codificadas por distintos genes, con distinta localizacion,
regulacion, propiedades cataliticas y sensibilidad a inhibidores, mostrando un 51-57 %

de homologia entre las isoformas humanas.

Estas isoformas se denominan: nNOS (o NOS-1), isoforma que es predominante
en el tejido neuronal; iNOS (o NOS-2), isoforma inducible en un a mplio rango de
células y tejidos; eNOS (o NOS-3), isoforma predominante en las células del endotelio

vascular.

Entre las caracteristicas que las distinguen, hay que destacar dos principales:
primera, el tamafio de los mondmeros: 134 kDa, eNOS; 160 kDa, nNOS y 130 kDa la
iNOS (Alderton y colbs., 2001); segunda, la dependencia o i ndependencia de Ca™
mostrada por las distintas isoformas: mientras que las isoformas constitutivas nNOS y
eNOS son activadas por una elevada concentracion de Ca™ y union a la CaM (Wang y
Marsden, 1995), la iNOS (contiene CaM unida irreversiblemente) es independiente de
Ca™ (Andrew y Mayer, 1999; Alderton y colbs., 2001). Esta dependencia de Ca™ puede
ser debida en tultima instancia a la presencia de una secuencia autoinhibitoria en la
region de union del FMN de las isoformas constitutivas pero no en la inducible (Salerno

y colbs., 1997).

Ademads, a mediados de los 90 s e postuldo la existencia de una isoforma
mitocondrial (Bates y colbs., 1995; Kobzik y colbs., 1995; Frandsen y colbs., 1996), lo
que ha creado ciertas diferencias de opinioén sobre su naturaleza y regulacion, ya que los
primeros estudios indicaron que la mtNOS se correspondia con la eNOS (Bates y colbs.,
1995; Kobzik y colbs., 1995); posteriormente la identificaron como iNOS (Tatoyan y

Giulivi, 1998; French y colbs., 2001), y también como nNOS (Kanai y colbs., 2001;

14
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Elfering y colbs., 2002; Riobo y colbs., 2002; Giulivi, 2003; Kanai y colbs., 2004;
Lores-Arnaiz y colbs., 2004). Mas tarde, nuestro grupo demostrd la existencia de dos
isoformas en mitocondrias de higado y pulmoén de rata, nNOS e iNOS (Escames y
colbs., 2003). Datos apoyados posteriormente por otros estudios con resultados
similares en mitocondrias de rindn de ratas (Boveris y colbs., 2003) y en mitocondrias
de células tumorales (Galli y colbs., 2003). También se han identificado eNOS e iNOS
en mitocondrias de corazon de ratas (Zanella y colbs., 2004). Incluso, hay autores que
no encuentran ninguna isoforma de la NOS en mitocondria (Tay y colbs., 2004; Lacza y
colbs., 2004; Lacza y colbs., 2006; Venkatakrishnan y colbs., 2009). Frente a este
panorama se ha llegado a cuestionar desde la metodologia utilizada para purificar las
mitocondrias, ya que si existe contaminacion citosolica se podria estar detectando las
isoformas citosolicas en lugar de la mitocondrial (Brookes, 2004), hasta los métodos
analiticos utilizados (Brookes, 2004; Venkatakrishnan y colbs., 2010). Para evitar
contaminacion citosdlica, Giulivi y colb. disefiaron un m étodo de centrifugacion
diferencial con gradiente de densidad con el que obtenian un alto rendimiento en la
purificacion mitocondrial estableciendo como mucho un limite de 4% de contaminacion
(Giulivi y colbs., 1998), procedimiento usado también por nuestro grupo para
caracterizar la iNOS/eNOS mitocondriales (Escames y colbs., 2003). A pesar de ello, el
problema de la contaminacion sigue siendo motivo de duda. Otro problema son los
anticuerpos utilizados para detectar las distintas isoformas mediante “western blotting”
o inmunocitoquimica, ya que 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 con la que tiene cierta homologia
(Brookes, 2004). Por ultimo, la medida de actividad de la mtNOS mediante

radioisdtopos también se ha puesto en duda. Este método cuantifica la cantidad de L-
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(*H)-citrulina (o L-(**C)-citrulina) formada a p artir de L-(3H)-arginina (o L-(**C)-
arginina) adicionada al medio, pero esa L-(3H)-citrulina (o L-(14C)-citrulina) también
puede provenir del ciclo de la urea (Brookes, 2004; Venkatakrishnan y colbs., 2010).
Sin embargo, esta posible interferencia s6lo puede darse en el higado que es donde tiene
lugar el ciclo de la urea y no en otros tejidos donde nuestro grupo ha caracterizado
dichas isoformas mitocondriales (Escames y colbs., 2003; Escames y colbs., 2006b;
Escames y colbs., 2007; Lopez y colbs., 2006b). En cualquier caso, aun se requerira
mucho trabajo para esclarecer toda la polémica suscitada en torno ala mtNOS,
incluyendo la regulacion de su expresion y actividad.

Escames y colb. defienden que por unl ado encontramos una isoforma
constitutiva (c-mtNOS) y por otro una isoforma inducible (i-mtNOS), como en la
mitocondria no existen genes que codifiquen para éstas proteinas, éstas deben provenir
del exterior para luego ser introducidas dentro de la mitocondria, de hecho, la c-mtNOS
se trata de una nNOS con algunas modificaciones post-traslacionales: una acilacion por
acido miristico que puede tener su funciéon en la unién a la membrana interna de la
mitocondria, y una fosforilacion en el extremo C-terminal que puede ser importante en
la regulacion de la actividad de la enzima en funcién de los requerimientos energéticos
de la célula (Elfering y colbs., 2002; Haynes y colbs., 2004), igualmente ocurre con la i-
mtNOS que parece provenir de la iNOS citosolica. Estas isoformas mitocondriales, de
la misma forma que sus homologas citosdlicas van a compartir la misma caracteristica
sobre su Ca’" dependencia, ya que la c-mtNOS va aser Ca’" dependiente (como su
homologa citosdlica nNOS) y la i-mtNOS Ca®*" independiente como su homéloga
citosolica iNOS). Estudios posteriores nos permitieron identificar que efectivamente i-
mtNOS y c-mtNOS provienen de la iNOS y nNOS citosolicas, y estan codificadas por

los mismos genes que ellas (Lopez y colbs., 2006b; Escames y colbs., 2006b).
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1.4. Produccion de radicales libres y efectos en la funcion mitocondrial.

En quimica, un radical libre es una especie quimica (organica o inorgénica),
extremadamente inestable y, por tanto, con gran poder reactivo por poseer un electron
desapareado en su ultima capa de valencia (IUPAC, 1997). Esta caracteristica va a
provocar que posean una gran avidez por captar o donar un electrén con cualquier
molécula adyacente, obteniendo una configuracion electronica mas estable, pero
convirtiendo a ésta otra molécula en un nuevo radical (Proctor y Reynolds, 1984). El
dafio bioldgico de éstas especies depende de varios factores: de la concentracion local
que pueden alcanzar, de la capacidad de difusion que va a venir 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 (ROS) y las especies reactivas
de nitrogeno (RNS). La mitocondria esta considerada como la principal fuente de
radicales libres, tanto ROS, como RNS, debido a que es la productora mayoritaria de
anion superoxido (O;7), también referido como especie reactiva de oxigeno primaria,
por su capacidad para reaccionar y formar nuevas ROS (Valko y colbs., 2007), en
comparacion con otras vias de formacion de dicho radical (Echtay, 2007). Esta
generacion de radicales libres es consecuencia directa del metabolismo oxidativo y
sintesis de ATP, es decir, que parte del O, que llega a la mitocondria no va a ser
reducido totalmente a H,O por el complejo IV mitocondrial, sino parcialmente por uno,
dos otres electrones, generandose anidn superdxido (O;7), peroxido de hidrogeno
(H,0,) y radical hidroxilo (OH"), respectivamente (Barja, 1999). Dado que el potencial

de reduccion de Oy a O, es de -0.16 V (Wood, 1988) y debido a que la ETC incluye
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varios centros redox con un potencial de reduccion 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 probable que varios componentes
respiratorios, incluyendo flavoproteinas, centros FeS y la ubisemiquinona, sean
termodindmicamente capaces de transferir un electron al O,. Ademds, muchos de los
pasos de la ETC contienen reacciones que implican un solo electron, favoreciendo asi la

reduccion monovalente del O, (Turrens, 2003).

Hemos hablado también de RNS, entre ellos se encuentra el 6xido nitrico (NO")
y el producto de la reaccion de éste con el O, los peroxinitritos (ONOQO), los cuales
son altamente citotoxicos debido a su enorme poder oxidante. Los efectos del NO™ en la
mitocondria, sobre todo a nivel de la ETC en la respiracion, se llevan estudiando desde
mediados de la década de 1990 y vienen a dar mas consistencia a la existencia de la
mtNOS. El NO' compite con el oxigeno por el mismo sitio de union al complejo IV, es
decir, a la forma reducida del centro binuclear citocromo a3 (Fe™) - CuB (Cu"). Se trata
por tanto de una forma de regulacion del complejo IV, mediante inhibicion reversible de
la citocromo oxidasa (Brown, 2001; Brookes y colbs., 2002). En condiciones
fisiologicas los tejidos estan oxigenados en el rango de 20 uM de O, con un indice [O;]
/ [NO] entre 500 y 1000, lo que supone que en esta situacion el complejo IV estd
inhibido entre un 16 y un 26 % (Boveris y colbs., 2000). Ademés de esta inhibicion del
C-IV en condiciones fisiologicas, con concentraciones mayores de NO', lo cual puede
darse en determinadas patologias como sepsis y enfermedades neurodegenerativas
(Acuna-Castroviejo y colbs., 2001; Acuna-Castroviejo y colbs., 2002), éste se une al
segmento bc; del C-III produciendo efectos similares a la antimicina, y alin a mayores
concentraciones el NO' puede reaccionar con el ubiquinol formando ubisemiquinona

(Cadenas (Cadenas y colbs., 2000). Esta inhibicion de la transferencia electronica trae
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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 O,” formando ONOO". Estos
ONOQO' inhiben irreversiblemente todos los complejos de la ETC, incluyendo la ATP
sintasa, por mecanismos aun no conocidos en detalle (Lizasoain y colbs., 1996; Brown,
1999; Brown y Borutaite, 2002; Brown y Borutaite, 2004). En conjunto, todos estas
especies reactivas que pueden formarse en la mitocondria van a actuar dafiando
proteinas, el mtDNA y oxidando lipidos, en definitiva provocando disfuncion

mitocondrial, mitoptosis y apoptosis (Brown y Borutaite, 2001; Turrens, 2003).

Frente a esta generacion de radicales libres, la mitocondria tiene sus propios
sistemas de defensa antioxidante que pueden clasificarse dentro de distintas categorias:
mecanismos que previenen la formacion de ROS/RNS, mecanismos que eliminan

ROS/RNS y por ultimo mecanismos de reparacion moléculas o estructuras dafiadas.

Uno de los mecanismos que previenen la formacion de ROS/RNS, es el
desacoplamiento que se produce en la ETC cuando hay un incremento en los niveles de
0O,", evitando de esta forma un incremento de la fuerza proton motriz y, por tanto, que
nuevos electrones sigan escapando. Mas numerosos son los sistemas que van trabajar
eliminando ROS/RNS, entre algunos de ellos podemos encontrar la accion antioxidante
del citocromo c disuelto en el espacio intermembranal que va a oxidar el O, a O, y la
dismutacion por parte de la superoxido dismutasa (Mn-SOD) convirtiendo el O, en
H,0,, el cual puede ser finalmente oxidado a H,O bien via catalasa o bien via sistema
glutation. Este sistema glutation reducido (GSH) / glutation oxidado (GSSG) ejercido
por la glutation peroxidasa (GPx) y la glutation reductasa (GRd) estd considerado
esencial y principal sistema antioxidante mitocondrial, protegiendo a la mitocondria y la

célula del dano oxidativo (Figura 5) (Skulachev, 1999).
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Figura S: Esquema ciclo glutation.

Finalmente, existen numerosos estudios que atribuyen a la melatonina y sus
metabolitos, una potente accion antioxidante y una importante accioén protectora a nivel
mitocondrial frente al dafio oxidativo (Acuna-Castroviejo y colbs., 2001; Reiter y

colbs., 2003b; Leon y colbs., 2004; Acuna-Castroviejo y colbs., 2007).

En resumen, las mitocondrias son una fuente importante de radicales libres,
sobre todo de ROS y RNS, frente a los cuales posee una amplia maquinaria de sistemas
antioxidantes. Cuando el balance entre radicales libres y sistemas antioxidantes tiende
hacia los primeros, se produciran dafios en distintas estructuras y componentes de la
mitocondria provocando una disfuncion mitocondrial, fallo en la bioenergética y en

ultimo caso muerte celular.
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2. Sepsis.

2.1. Definicion e importancia sanitaria de la sepsis.

La sepsis grave es un sindrome complejo de definir, diagnosticar y tratar.
Tradicionalmente, sepsis se ha definido como la respuesta sistémica del huésped frente
a la infeccion, entendiéndose ésta como un fendmeno microbiano caracterizado por una
respuesta inflamatoria desencadena bien frente a la presencia de microorganismos o de
sus productos toxicos en el organismo huésped o bien frente a la invasion de tejidos

normalmente estériles. (Balk y Bone, 1989; Matot y Sprung, 2001).

Debido a la disparidad de criterios y definiciones utilizados historicamente para
describir ésta enfermedad, el “American College of Chest Physicians” y la “Society of
Critical Care Medicine” organizd en 1992 u na conferencia consenso, donde se
establecieron diferentes términos para diferenciar segun la gravedad los estados clinicos
de ésta enfermedad. Con esta unificacion de criterios se pretendia conseguir no s6lo una
correcta comunicacion entre clinicos e investigadores, sino también: una correcta
deteccion e intervencion terapéutica temprana, mejor conocimiento de los mecanismos
moleculares e inmunologicos implicados en la sepsis, estandarizacion de los protocolos
de investigacion y comparativa de los resultados de ensayos clinicos de nuevas terapias

(Bone y colbs., 1992).

En esta conferencia nace dentro de la terminologia, el concepto de sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica (SIRS), entendiéndola como las distintas
manifestaciones clinicas de la enfermedad ocasionadas tanto por causas infecciosas
como no infecciosas, dentro de las cuales podemos mencionar: pancreatitis, isquemia,
traumas, shock hemorragico y la administracion exdgena de factor de necrosis tumoral y

otras citoquinas. (Bone y colbs., 1992). Estas manifestaciones clinicas son:
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Temperatura mayor de 38,3 °C o menor de 36 °C
Mas de 90 latidos de corazon por minuto.

Mas de 20 inspiraciones por minuto o una presion arterial parcial de CO, menor

de 32 mmHg.
Cantidad de globulos blancos mayor de 12x10° por litro, menor de 40x10° por

litro o mas de un 10 % de formas inmaduras.

También se establecid que para ser diagnosticada una enfermedad como sepsis

deberian diagnosticarse dos o mas de las condiciones o criterios descritos anteriormente,

siempre en ausencia de causas conocidas para tales anormalidades, como por ejemplo

quimioterapia, neutropenia inducida o leucopenia.

a)

b)

d)

Y se hizo una clasificacion de la enfermedad atendiendo a su gravedad:

Sepsis: Dos o mas condiciones indicadas para SIRS mas evidencia de la
infeccion.

Sepsis severa: Sepsis asociada con disfuncion orgénica, hipoperfusion o
hipotension, incluyendo acidosis lactica, oliguria o alteracion aguda del estado
mental.

Shock séptico: Hipotension inducida por sepsis a pesar de una decuado
remplazo 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 ser mantenida sin intervencion.

Conferencias posteriores, han seguido manteniendo la misma clasificacion en

los distintos estadios de la enfermedad (Levy y colbs., 2003).
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No hay muchos datos epidemioldgicos sobre la enfermedad, podemos encontrar
algunos datos de 1995 de Estados Unidos en el que se realiz6 un estudio donde se
evidencié que anualmente 751.000 personas se ven afectadas al afno, de las cuales
fallecen 210.000 p ersonas, es decir, con una mortalidad media del 28 % (Angus y
colbs., 2001), datos mas recientes en Espafia, dentro de la Comunidad de Madrid,
describen que en 2001 se registraron 6.968 e pisodios de sepsis grave con una
mortalidad media del 33 % y un coste hospitalario de 70 millones de euros, lo que
supone un gasto medio superior a 10.000 € por paciente (Inigo y colbs., 2006). Aqui
hay que tener en cuenta varios aspectos; el primero es que el riesgo de fallecimiento
durante la enfermedad aumenta a medida que se pasa de sepsis a sepsis grave, y de
¢ésta a shock séptico, fase en la que la mortalidad alcanza el 45-50 % y por otro

que el riesgo también se eleva debido al aumento de edad del paciente.

Aunque los avances terapéuticos estdn permitiendo disminuir el porcentaje de
pacientes que fallecen a consecuencia de la sepsis (Angus y colbs., 2001), el
aumento de su incidencia estd dando lugar a un incremento en el numero total de
fallecimientos (Martin y colbs., 2003). Lo que es mas importante, sigue siendo la

primera causa de mortalidad en las UCls de cualquier hospital del mundo.

En cuanto a los costes, un estudio reciente realizado sobre 16.000 pacientes, de
los cuales un 81,2 % tenian 65 afios 0 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 afos
(Weycker 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 y la necesidad de seguir avanzando en el conocimiento de la

enfermedad y en su progreso terapéutico, reduciendo asi los tiempos y costes sanitarios.
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2.2. Mecanismo de la respuesta inflamatoria frente a la infeccion.
La sepsis se desencadena debido a un inapropiado o exagerado incremento de la
respuesta inmune innata, la cual utiliza macrofagos, neutréfilos y células NK actuando
de manera directa frente al os patdgenos y erradicandolos sin intervencion de la

respuesta inmune adaptativa (Oberholzer y colbs., 2001).

2.2.1. Reconocimiento de PAMPs microbianos.

El sistema inmune innato es capaz de diferenciar entre los productos producidos
por los microorganismos y los propios de las células eucariotas y para ello se basa en el
reconocimiento de patrones moleculares comunes muy conservados evolutivamente y
por tanto compartidos por microorganismos patdégenos, no pa tégenos, y bacterias.
Dentro de estos patrones, denominados PAMPs (pathogen-associated molecular
patterns), se incluyen endotoxinas (lipopolisacarido (o LPS) de bacterias gram-
negativas, lipoproteinas, proteinas de membrana externa, peptidoglicano, acido lipoteico
de bacterias gram-positivas, etc.) y productos liberados tras la lisis de las bacterias
(principalmente proteinas de choque térmico y fragmentos de DNA) (Cohen, 2002;
Adib-Conquy y Cavaillon, 2007).

Tras una infeccién por bacterias gram-negativas, los lipopolisacéaridos de la
pared celular se unen primero a unas proteinas plasmaticas llamadas proteinas LBP
(lipopolisacharide binding protein), las cuales se van aunir alos receptores de la
membrana celular CD14, fundamentalmente de macréfagos, pero también monocitos y
células mieloides (Bermejo y Duarte, 2003). En las células donde no existen receptores
CD14, como en las células endoteliales, células dendriticas, fibroblastos o células del
musculo liso, este complejo LPS-LBP se puede unir a CD14 soluble circulante en el

plasma, tanto si CD14 permanece anclado en la membrana como si esta en forma
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soluble, parecen tener la misma funcidn y capacidad para discriminar entre los distintos
productos bacterianos y fijar sus sefales a diferentes tipos de receptores TLR (70l! like
receptor). Estos receptores TLR constituyen otro de los componentes del complejo

receptor de LPS (Figura 6).
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Figura 6. Esquema del complejo receptor de LPS de macréfagos (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 dom inio transmembrana y un dominio intracelular TIR (7oll/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 transduccion de la sefial tras
reconocer al LPS (Fujihara y colbs., 2003). Aunque CD14 y TLR4 fueron inicialmente

descritos en el reconocimiento de LPS, estudios posteriores han confirmado que
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también estan implicados en el reconocimiento de otros tipos de PAMPs (Fujihara y
colbs., 2003).

Otro componente esencial en el complejo receptor de LPS es el llamado MD-2
(myeloid differentiation protein-2). Se trata de una proteina pequeia que esta asociada
al dominio extracelular del TLR4 y sin dominio transmembrana (Figura 6), cuya
funcion esta ligada a la distribucion celular del TLR4. Ademas, se ha demostrado que
MD-2 también esta directamente implicado 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 ademaés de
receptores para otros componentes microbianos, (Perera y colbs., 2001; Perera y colbs.,
2001; Takeuchi y Akira, 2001; Triantafilou y colbs., 2001; Triantafilou y Triantafilou,

2002; Fujihara y colbs., 2003; Beutler, 2004).

2.2.2. Respuesta inmune y sefiales de amplificacion.

Segtin lo descrito anteriormente, tras la activacion de los complejos receptores
por el LPS, éstos van a coordinarse para iniciar las sefiales intracelulares a través de los
diferentes TLRs. Estas sefiales, basadas fundamentalmente en reclutamientos y
fosforilaciones de proteinas, culminaran con la sintesis de moléculas proinflamatorias

que puedan combatir y erradicar la infeccion.

2.2.2.1. Vias dependientes de MyD88.

Esta se inicia en el dominio intracelular de TLR4, denominado TIR (Toll/IL-1

receptor homology domain) junto a una quinasa asociada, IRAK (/L-1 receptor-
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associated kinase). La union de IRAK a TIR requiere de dos proteinas de adaptacion,
las llamadas MyD88 (myeloid differentiation protein 88) y TIRAP (TIR domain
containing adapter protein), llamada también Mal (MyDS&S8-adapter-like protein).
Estudios realizados con ratones deficientes en MyD88 han demostraron que, tras la
administracion de LPS, no eran capaces de producir citoquinas inflamatorias y fallaban
en la proliferacion de células B asi como en la induccion de shock endotoxico. Estos
resultados van a sugerir el importante papel de MyD88 en la induccion de citoquinas
inflamatorias en respuesta al LPS (Kawai y Akira, 2005).

Una vez unido IRAK al dominio TIR de TLR4, se produce un proceso de
fosforilacion y reclutamiento de otra proteina, TRAF6 (Tumor necrosis factor receptor
associated factor-6) que va a activar factores de transcripcion através de dos vias

principales (Fujihara y colbs., 2003):

a) Una primera via que conduce a la activacion del factor de transcripcion NF-kB, factor
nuclear clave en la coordinacion de las respuestas inmune innata y adquirida en sepsis al
regular la expresion génica de numerosos mediadores celulares (Zingarelli, 2005). Para
ello, TRAF6 va a activar al complejo IKK (inhibitor of kB kinase complex), este
complejo, induce la fosforilacion del inhibidor de kB (IkB) y su posterior degradacion
proteosdmica, para que se liberen los dimeros del NF-xB y permita la traslacion,
transcripcion y producciéon de un m RNA mensajero que induzca la produccion de
citoquinas y otras moléculas efectoras (Cohen, 2002), incluyendo el factor de necrosis
tumoral-a (TNFa) e IxkB. Este ultimo a su vez inhibird a NF-kB, disminuyendo su
actividad transcriptora (Silverman y Maniatis, 2001). De este modo, tedricamente una

sepsis debe persistir mientras continue la translocacion nuclear de NF-«xB (Figura 7).
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Figura 7: Esquema de las senales intracelulares dependientes del factor MyDS88 en

respuesta a LPS en macrofagos.

b) Una segunda via conduce a la activacion de la proteina activadora 1 (AP-1, activator
protein-1), el elemento de respuesta a suero (SER, serum response element) y el

elemento de respuesta a AMPc (CRE, cAMP responsive element), todos ellos factores
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de transcripcion activados a través de las tres rutas MAPK (mitogen-activated protein

kinase) (Guha y colbs., 2001; Fujihara y colbs., 2003) (Figura 8).
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Figura 8: Esquema de las senales intracelulares dependientes del factor MyDS88 en

respuesta a LPS en macrofagos.
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2.2.2.2. Vias independientes de MyD88.

El MyD88 es esencial para la produccion de citoquinas inflamatorias en
respuesta a una variedad de componentes microbianos, pero el LPS puede inducir
activacion del NF-kB en macrofagos que no expresan MyDS88. Esto va a sugerir que
aunque el MyD88 es importante en la produccidon de citoquinas inducida por LPS,
existe una o mas vias que no depende de MyDS88 y que serian capaces de participar en
la sefializacion a partir del TLR4. Dicha via también podria activar la transcripcion de

genes de IFN.

Tras el reconocimiento del LPS por el complejo receptor, el dominio TIR del
TLR4 va a interaccionar con una proteina adaptadora llamada TRIF/TICAM-1 (TIR
domain-containing adaptor inducing IFN-B/TIR domain-containing adaptor molecule-
1) activandose una via que conduce a la translocacion de NF-«xB, (Figura 9)
constituyendo asi una via alternativa de activacion de NF-kB independiente de MyDS88,
pero la principal funcién de TRIF/TICAM-1 va a ser activar el factor de transcripcion
IRF3 (IFN regulatory factor 3), el cual va a inducir la transcripcion, y posterior
traduccion, de los genes para el IFNP (interferon-p) (Figura 9). Este una vez sintetizado,
sale al exterior de la célula donde puede interaccionar con su receptor celular, activando
unas quinasas citoplasmaticas llamadas JAKs (janus kinases). Estas quinasas van a
fosforilar restos de tirosina presentes tanto del receptor del interferéon como del factor de
transcripcion denominado STATI1 (signal transducer and activator of transcription)
(Figura 9). STATI1 una vez fosforilado se dimeriza y translocase al nicleo donde
activara la expresion de todos aquellos genes dependientes de €1, entre ellos el gen

codificante para la iNOS (Yamamoto y colbs., 2003; Fujihara y colbs., 2003).
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Figura 9: Esquema de las sefiales intracelulares independientes del factor MyD88

en respuesta a LPS en macréfagos.
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2.2.2.3. Otras vias implicadas.

Las células eucariotas poseen otras vias de respuesta frente ala infeccion
microbiana a través de receptores intracelulares. Los NLRs (NOD-like receptors, siglas
de nucleotide-binding oligomerization domain receptors) presentan dominios ricos en
leucina y son capaces de inducir la liberacion citoquinas pro y antiinflamatorios en
monocitos humanos mediante la activacion de NF-kB (Fritz y colbs., 2005). Los
receptores NLRs estan codificados por una larga familia de genes multitud de especies
animales, en humanos existen al menos 20 genes que codifican para NLRs. Muchos de
ellos sirven como receptores de reconocimiento de patrones microbianos PRRs (pattern
recognition receptorrs) en el citoplasma celular, por lo que van a tener un pa pel
importante en respuesta inmune no especifica (Ting y Davis, 2005).

Existen 2 subfamilias de NLRs: Por un lado la familia NLRCs (o NOD), donde a
NLRCI1 y NLRC2 se les conoce con el nombre de NOD1 y NOD2 respectivamente.
NODI reconoce una molécula llamada 4cido meso-diaminopimélico (meso-DAP), un
componente unico del peptidoglicano de bacterias gramnegativas, mientras que NOD2
va a reconocer muramil dipéptido (MDP), que es un componente del peptidoglicano de
bacterias grampositivas y gramnegativas (Inohara y Nunez, 2003; Strober y colbs.,
2006). Y por otro lado la subfamilia NLRPs, también involucrados en el reconocimiento
de patogenos microbianos. En humanos existen 14 f amilias (NLRP1 a NLRP14)
(Tschopp y colbs., 2003). NLRP3 puede ser activado por PRRs, y, recientemente, se
demostrd su activacion especifica por ROS mitocondriales y mtDNA (Zhou y colbs.,
2011). Su activacion esta involucrada en procesos de inflamacion y apoptosis (Latz,

2010; Schroder y Tschopp, 2010).
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Todos estos receptores NLRs, pueden ser activados por microorganismos
patdgenos y funcionar como activadores de NF-«kB, por lo tanto inducir la expresion de
moléculas proinflamatorias, incluida la iNOS.

En resumen, las diferentes vias de sefializacion 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-o
(TNF-a)), interleuquina 1-f (IL-1B), IL-6, IL-10, interferon y (IFN-y) factor de
crecimiento transformante B (TGF-f), factor de activacion plaquetaria (PAF), molécula
de adhesion intercelular 1 (ICAM-1), quimioquinas, NO" y otras especies reactivas de
nitrogeno y oxigeno (Bhatia y Moochhala, 2004). Todos estos mediadores de la
inflamacion van a ejercer diferentes funciones con el fin de erradicar la infeccion.

De todos ellos, para nuestro estudio nos centraremos en ¢l NO' y como se va a
producir a partir de la induccién de las enzimas que lo sintetizan, la 6xido nitrico

sintasas.

2.3. NOS, NO'y disfuncién mitocondrial en la sepsis.

Durante la sepsis hay una importante induccion de la iNOS con el consiguiente
aumento en la produccion de NO', el cual tiene a altas concentraciones efectos nocivos
sobre la funcion mitocondrial (Escames y colbs., 2006a; Lopez y colbs., 2006b). Son
numerosos los estudios que han descrito una inhibicién de los complejos de la ETC
durante la sepsis (Gellerich y colbs., 2002; Brealey y colbs., 2002; Brealey y colbs.,
2004; Nin y colbs., 2004; Callahan y Supinski, 2005; Lopez y colbs., 2006b; Escames y
colbs., 2006b; Escames y colbs., 2007) con una respiracion mitocondrial alterada
(Taylor y colbs., 1998; Boczkowski y colbs., 1999; Callahan y colbs., 2001; Gellerich y

colbs., 2002; Davies y colbs., 2003; Callahan y Supinski, 2005), asi como una
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disminucion de los niveles de ATP (Brealey y colbs., 2004; Lopez y colbs., 2006a). Con
la entrada en juego de la mtNOS, se sugirid que ésta podria ser la responsable de los
desequilibrios mitocondriales y aumento intramitocondrial de NO' en la sepsis (Boveris
y colbs., 2002; Lopez y colbs., 2006b). Escames y colbs. observaron un incremento en
la expresion y actividad de la i-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 i-mtNOS provocd una inhibicidon de los complejos [ y IV
(Escames y colbs., 2003). Alvarez y colbs., han apreciado también un incremento de la
mtNOS durante la sepsis en mitocondrias de corazdén y diafragma de ratas con aumento
de los niveles de O,", H,O, y ONNO/, lo cual puede ser consecuencia del dafio en la
ETC (Alvarez y Boveris, 2004). Este incremento en los niveles intramitocondriales de
H,0, ya habia sido detectado en trabajos previos (Taylor y colbs., 1995; Taylor y
Piantadosi, 1995; Boczkowski y colbs., 1999) aunque sin implicar directamente al NO'
producido por el aumento de actividad de la i-mtNOS en sepsis. Este aumento de
actividad de la mtNOS y el consiguiente incremento en los niveles intramitocondriales
de NO’ van a provocar un intenso estrés oxidativo que conlleva a dafio mitocondrial con
caida en la produccion de ATP y deplecion energética celular responsable del fallo

organico o multiorganico producido en el shock séptico.
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3. Melatonina.

Se estima que la melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina (aMT) es una
molécula que aparecid en los seres vivos hace al menos dos mil millones de afios
(Poeggeler y Hardeland, 1994; Macias y colbs., 1999), estd presente en todos los
animales y plantas donde se ha buscado, con la misma estructura molecular, situacién
que muy extrafia vez sucede en la naturaleza. Se cree que aparecié con la mision
fundamental de “neutralizar el efecto dafiino del oxigeno” como productor de radicales
libres, debido a su potente efecto antioxidante (Acuna-Castroviejo y colbs., 2001). Con
el transcurso del tiempo fue capaz de ir adquiriendo otras funciones propias de
hormona. Fue descrita inicialmente por McCord (McCord C.P. y Allen F.B., 1917) y
aislada por Lerner (Lerner A.B. y colbs., 1958) a partir de extractos de la glandula

pineal.

Quimicamente se trata de un cristal organico de color blanco amarillento, con
punto de fusion entre 116-118 °C, poco hidrosoluble y muy soluble en etanol

(Szmuskowvicz y Heinzelman, 1960).
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Figura 10: Estructura quimica de la melatonina.
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Aunque en un pr incipio solo se encuadré a la melatonina en la fisiologia
circadiana y de la reproduccion, estudios posteriores han permitido encuadrarla en otros
aspectos de la fisiologia intracelular independientes de su accion extracelular como
hormona. Asi, se observd que la melatonina es un potente depurador de radicales libres
(Tan y colbs., 1993); también se han caracterizado receptores nucleares para la
melatonina en 6rganos periféricos (Acuna-Castroviejo y colbs., 1993; Becker-Andre y
colbs., 1994; Hirose y colbs., 1994; Wiesenberg y colbs., 1998) y en el sistema nervioso
central (Acuna-Castroviejo y colbs., 1993; Giguere y colbs., 1994; Carlberg y
Wiesenberg, 1995); se observo la capacidad que posee la melatonina de unirse a algunas
proteinas intracelulares como la proteina quinasa C, (Benitez-King y colbs., 1996;
Anton-Tay y colbs., 1998), la calmodulina (Leon y colbs., 2000; Huerto-Delgadillo y
colbs., 1994; Pozo y colbs., 1994), y la calreticulina (Macias y colbs., 2003); por tltimo,
también se ha visto la importancia de la melatonina en el mantenimiento de la
homeostasis mitocondrial (Martin y colbs., 2000a; Martin y colbs., 2002; Acuna-
Castroviejo y colbs., 2001; Acuna y colbs., 2002; Leon y colbs., 2004; Leon y colbs.,

2005).

3.1. Mecanismos de accion de l1a melatonina.

Debido a que se trata de una molécula altamente lipofilica, es capaz de atravesar
membranas celulares, y llevar a cabo funciones que a otras moléculas mas hidrofilicas
no les va a ser posible, ademas se ha podido observar que es capaz de acumularse en
ciertos compartimentos subcelulares como la mitocondria (Acuna y colbs., 2002;
Acuna-Castroviejo y colbs.,, 2003; Ledn y colbs., 2004). Entre las funciones

mitocondriales mas importantes que posee la melatonina podemos encontrar: una
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funcioén como antioxidante de accion directa, como antioxidante de accion indirecta, una

funcion sobre la NOS y acciones en la fisiologia mitocondrial.

3.1.1. Antioxidante de accion directa.

La existencia de melatonina en seres unicelulares y bacterias (Manchester y
colbs., 1995; Tilden y colbs., 1997) hace reforzar la hipotesis de que la melatonina es un
protector celular muy conservado evolutivamente (Reiter, 1997). Mas alla de la
capacidad de la melatonina de interactuar junto a receptores o proteinas intracelulares,
debido a su capacidad antioxidante intrinseca, tanto la melatonina como algunos de sus
metabolitos, entre los que se encuentran N1-acetil-5-metoxikinuramina (AMK) y N1-
acetil-N2-formil-5-metoxikinuramina (AFMK) (Acuna-Castroviejo y colbs., 2001;
Reiter y colbs., 2003b; Leon y colbs., 2004) van a ser capaz de depurar radicales libres,

tanto de oxigeno (ROS) como de nitrogeno (RNS).

La melatonina es una molécula rica en electrones y puede ceder uno de ellos al
grupo hidroxilo (OH") (Tan y colbs., 1993; Tan y colbs., 2000a), originando un radical
indolil; este radical indolil puede a su vez volver a depurar otro OH" transformandose en
3-hidroximelatonina ciclica, que es excretada por la orina, o de purar unr adical
superoxido (0O,7) y originar otro metabolito activo de la melatonina, el AFMK
(Hardeland y colbs., 1993; Poeggeler y colbs., 1994). Tanto la 3-hidroximelatonina
ciclica como el AFMK poseen también capacidad antioxidante, aumentando por tanto el
valor de la melatonina como potente depurador de radicales libres (Acuna-Castroviejo y

colbs., 2001; Reiter y colbs., 2003b).

La 3-hidroximelatonina ciclica se excreta via urinaria y puede ser utilizado como
indicador de estrés oxidativo en el organismo vivo (Tan y colbs., 1998; Roberts y

colbs., 1998).
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Figura 11: Metabolizacion de la melatonina como antioxidante.

La melatonina es capaz de reaccionar con otros radicales de oxigeno como el
perdxido de hidrogeno (H,0;), produciendo de nuevo AFMK (Tan y colbs., 2000a), que
por medio de la catalasa se puede metabolizar a AMK, que se excreta por la orina.
Ademas de radicales de oxigeno, la melatonina también va a ser capaz de reaccionar
con radicales de nitrogeno como peroxinitritos (ONOQ) (Zhang y colbs., 1999), dando
como resultado 6-hidroximelatonina, molécula que también posee propiedades

antioxidantes (Qi y colbs., 2000; Mahara;j y colbs., 2003a; Mahara;j y colbs., 2003b).

La melatonina puede depurar radicales perdxido (LOO¢), interfiriendo asi en la
propagacion de la peroxidacion lipidica, aunque este hecho podria deberse mas a la
accion depuradora de otras especies reactivas que pueden provocar peroxidacion
lipidica que a la depuracion en si de radicales peroxido. No obstante, es altamente eficaz
para reducir los niveles de peroxidacién lipidica, tanto basales como estimulados por

estrés oxidativo (Reiter y colbs., 2003a).
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3.1.2. Antioxidante de accion indirecta.

Ademas, de la propiedad de depurar radicales libres de forma directa, la
melatonina tiene capacidad antioxidante indirecta, y esto es debido a que es capaz de
estimular la expresion y/o actividad de algunas enzimas antioxidantes, muchas de ellas
muy importantes dado que se encuentran en la mitocondria que es el organulo celular
donde se producen mas del 90 % de los radicales libres (Yu y colbs., 1992). Entre ellas
aumenta la actividad de las enzimas responsables del ciclo del glutation como glutation
peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GRd) (Barlow-Walden y colbs., 1995; Reiter,
1995; Blask y colbs., 1997; Martin y colbs., 2000a; Escames y colbs., 2006b; Escames y
colbs., 2007); estimula la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), encargada de
generar el NADPH necesario para reciclar el GSSG a G SH por la GRd; aumenta la
expresion de y-glutamilcisteina, enzima limitante en la sintesis de glutation reducido
(Urata y colbs., 1999); glutation s-transferasa, un antioxidante capaz de detoxificar
xenobioticos; Mn-superoxido dismutasa (Mn-SOD) y Cu,Zn-superoxido dismutasa
(Antolin y colbs., 1996) capaces de dismutar O,” a H,O, y también aumenta la catalasa
(Acuna-Castroviejo y colbs., 2001; Reiter y colbs., 2003b; Ledén y colbs., 2004).
Ademas ejerce una accion sinérgica con otros antioxidantes como la vitamina E y la

vitamina C (Reiter y colbs., 2003b).

En resumen, sea por accidon directa y/o indirecta, la melatonina es un potente
antioxidante con importantes propiedades para actuar en la mitocondria y, en
consecuencia, proteger el ADN mitocondrial, las membranas lipidicas y las proteinas

mitocondriales del dano oxidativo.
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3.1.3. Funcion sobre la NOS.

La melatonina presenta también efectos inmunoreguladores, (Guerrero y Reiter,
2002; Hardeland, 2008), entre ellos su efecto antiinflamatorio esta bien demostrado
(Mayo y colbs., 2005; Escames y colbs., 2006b). En procesos inflamatorios agudos
como la sepsis, este aumento en la expresion de la iNOS es muy elevado (Escames y
colbs., 2003; Lopez y colbs., 2006b), sin embargo, la melatonina parece capaz de inhibir
la activacion de NF-«B (Cuzzocrea y Reiter, 2001; Guerrero y Reiter, 2002; Hardeland,
2008) y su translocacion al ntcleo (Chuang y colbs., 1996), puede actuar a nivel de las
MAPKSs (mitogen-activated protein kinases) (Cuzzocrea y Reiter, 2001), reduciendo de
esta manera la induccion de la expresion de la iNOS, siendo ademas capaz de reducir la
expresion de la iNOS an ivel transcripcional (Cuzzocrea y Reiter, 2001). En este
sentido, la administraciéon de melatonina va a reducir la expresion de la iNOS en el

modelo de sepsis experimental por administracion de LPS (Crespo y colbs., 1999).

Escames y colbs. (2003) encuentran que la actividad y expresion de la i-mtNOS
estan elevadas en higado y pulmoén durante la sepsis, mientras que el tratamiento con
melatonina inhibe tanto la expresion como su actividad, al igual que ocurre con la iNOS
citosolica (Crespo y colbs., 1999). En cualquier caso, los mecanismos por los que la
melatonina inhibe la actividad de la iNOS aun no son del todo conocidos. Ademas,
Escames y colbs. (2003) también encuentran en la mitocondria una isoforma derivada
de la nNOS cuya actividad no aumenta en la sepsis. En este sentido, Leon y colbs.
(2000) demostraron que el mecanismo de inhibicion de la actividad nNOS por la
melatonina es por su unién a la calmodulina, la cual es necesaria para formar el dimero
activo de la enzima. Por tanto, la melatonina va a ser capaz de inhibir la produccion de
NO’ que se produce en las sepsis, manteniendo la funcion mitocondrial y previniendo el

fallo multiorgénico.
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3.1.4. Acciones sobre la fisiologia mitocondrial.

Debido a que la melatonina posee tanto caracter lipofilico (Reiter, 1991) como
hidrofilico (Shida y colbs., 1994), va a ser capaz de atravesar las membranas celulares y
subcelulares con cierta facilidad, concentrandose en distintos compartimentos
subcelulares (Venegas y colbs., 2011), incluida la mitocondria, donde puede acumularse
en altas concentraciones (Acuna y colbs., 2002; Acuna-Castroviejo y colbs., 2003; Ledn
y colbs., 2004; Venegas y colbs., 2011). Ya que la mitocondria es la primera fuente de
radicales libres en las células eucariotas (Yu y colbs., 1992), parece razonable pensar
que la mitocondria acumula melatonina para protegerse frente a radicales libres, pero la
influencia de la melatonina en la homeostasis de la mitocondria no se limita a su poder
antioxidante dentro de ella, sino que también interactia directamente con la cadena de
transporte electronico (ETC), varios estudios han demostrado que la melatonina
incrementa la actividad de los complejos [ y IV de la cadena de transporte de electrones
en las mitocondrias hepaticas y cerebrales (Martin y colbs., 2000b; Acuna-Castroviejo y
colbs., 2001; Acuna-Castroviejo y colbs., 2005). Pero no solo es capaz de aumentar la
actividad de los complejos en mitocondrias sanas (Lopez y colbs., 2009), sino que se ha
demostrado que este aumento de actividad es mucho mas acusado en mitocondrias
previamente dafiadas (Escames y colbs., 2003; Escames y colbs., 2006b; Escames y
colbs., 2007). Todos estos estudios y teniendo en cuenta el alto potencial redox que
posee la melatonina (0,94 V) (Tan y colbs., 2000b), podriamos pensar que ésta no solo
estimula la actividad de los complejos de la ETC, sino que también podria ser capaz de
donar y aceptar electrones por si misma aumentando el flujo electronico.

Podemos encontrar otros multiples efectos de la melatonina sobre la fisiologia
mitocondrial, como: aumentar la biogénesis mitocondrial mediante su administracion

cronica (Decker y Quay, 1982); estabilizar la membrana interna mitocondrial (Garcia y
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colbs., 1999), aumentar la producciéon de ATP mitocondrial (Martin y colbs., 2002;
Loépez y colbs., 2006a), estabilizar la membrana mitocondrial frente a las ROS
(Karbownik y colbs., 2000), prevenir la apoptosis modulando funciones mitocondriales
(Baydas y colbs., 2005; Sourdeval y colbs., 2006) incluyendo los efectos en la
homeostasis del calcio y el potencial de membrana mitocondrial (Xu y Ashraf, 2002;
Sourdeval y colbs., 2006), y también inhibiendo el poro de transicion mitocondrial
(Andrabi y colbs., 2004). Finalmente, la administracién cronica de melatonina estimula
la respiracion mitocondrial en higado y cerebro de ratones con envejecimiento acelerado
(Okatani y colbs., 2002a; Okatani y colbs., 2002b; Okatani y colbs., 2003a; Okatani y
colbs., 2003b) y previene del dafio oxidativo producido en éstos ratones (Rodriguez y
colbs., 2007a; Rodriguez y colbs., 2007b).

En resumen, la melatonina es un potente antioxidante, sea por accion directa y/o
indirecta, con importantes propiedades para actuar sobre la mitocondria, y en
consecuencia, protegerd al mtDNA, las membranas lipidicas y las proteinas
mitocondriales del dafio oxidativo. Lo que en conjunto va a tener una gran importancia
fisioldgica y se va a traducir en un aumento en los niveles de ATP (Martin y colbs.,

2002; Lopez y colbs., 2006a) y por tanto de supervivencia de la célula.

3.2. Papel terapéutico de la melatonina en la sepsis.

Segun la fisiopatologia de la sepsis y las propiedades y acciones de la
melatonina, parece obvio que la administracion farmacoldgica de la indolamina podria
tener efectos beneficiosos en el estado séptico. La sepsis se caracteriza por llevar al
enfermo a poseer un estrés oxidativo muy alto y disfunciéon mitocondrial, que puede

llevarlo a fallo multiorganico y a la muerte. La melatonina, a través de sus diversas
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acciones, contrarresta el dafio mitocondrial ocasionado en el proceso inflamatorio,
restaurando la funcién mitocondrial lo que se traduce en una mayor tasa de

supervivencia

Crespo y colbs. 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 multiorganico (Crespo y colbs., 1999). Poco después, Wu y
colbs. demostraron que la administraciéon de melatonina prevenia el fallo circulatorio en
ratas con endotoxemia y mejoraba la supervivencia de ratones con inyecciones letales
de LPS, reduciéndose la infiltracion de neutrofilos polimorfonucleares en el higado de
los animales supervivientes (Wu y colbs., 2001). Estos efectos beneficiosos de la
indolamina se asociaron a su accidn en la expresion de la iNOS y en la produccion de

anion superoxido.

Di Villa Bianca y colbs. muestran que la melatonina previene el dafio endotelial
y vascular en ratas con sepsis inducida por LPS (d'Emmanuele, V y colbs., 2004). Este
efecto de la indolamina se relacion6 con sus propiedades antioxidantes y su capacidad

para inhibir la expresion de la iNOS.

A nivel mitocondrial, Escames y colbs. detectan que la melatonina reduce la
expresion y actividad de la i-mtNOS asi como los niveles intramitocondriales de
nitritos, recuperando la actividad de los complejos I y IV incluso por encima de los
valores basales en higado y pulmon de ratas con sepsis inducida por inyeccion de LPS

(Escames y colbs., 2003).

Dados estos efectos beneficiosos de la melatonina, cabe esperar que su
administracion mejoraria la supervivencia asociada a la sepsis. En este sentido, trabajos

realizados con animales de experimentacion, muestran una disminucion de la
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mortalidad tras el tratamiento con melatonina (Escames y colbs., 2007). 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 puncion ileocecal en ratones
(Wichmann y colbs., 1996); del 48 % y 86 % en ratas a las que se le administrd
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 administré melatonina (0.8 mg/kg) cada uno de
los 10 dias que dur¢ el experimento (Reynolds y colbs., 2003). En nuestro grupo, hemos
observado que la vida media de los ratones con sepsis aumentd un 132% y su

supervivencia un 154% tras tratarlos con melatonina (Escames y colbs., 2007).

Con toda la evidencia experimental en animales, se realiz6 el primer estudio en
humanos con administracion oral de melatonina en nifios neonatos con sepsis (Gitto y
colbs., 2001). La melatonina (dos dosis de 10 mg/kg separadas por un intervalo de 1
hora) fué administrada via oral dentro de las 12 horas posteriores al diagndstico de la
enfermedad. 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 neutréfilos, 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 administro melatonina.
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Existen suficientes evidencias cientificas que avalan que la induccion de la iNOS
¢ i-mtNOS provoca un aumento importante de la produccion de NO* y ONOO', que van
a causar un dafio mitocondrial severo, inhibiendo la actividad de los complejos
respiratorios y, por tanto, provocando un d¢ ficit funcional de la mitocondria. Esta
disfuncion mitocondrial puede originar a su vez una incapacidad de mantener la
produccion de ATP necesaria para la célula, lo que a su vez, en el caso del musculo
esquelético y cardiaco, va a condicionar alteraciones de la contractibilidad muscular,
pudiendo provocar fallo respiratorio y cardiaco, principales manifestaciones clinicas de
la sepsis y que, en gran medida, contribuyen a la mortalidad de esta patologia. No
obstante, no se conoce todavia el papel que pueden jugar las isoformas constitutivas
nNOS y ¢-mtNOS en todo este proceso y que son de vital importancia para un mejor
conocimiento de la patogenia de la sepsis y, en consecuencia, para un mejor tratamiento
de la misma.

Por otro lado, la melatonina inhibe la expresion y actividad de la iNOS e i-
mtNOS, disminuyendo la produccién de NO'. Ademas, es un importante depurador de
radicales libres tanto de forma directa como indirecta, con una accion destacada a nivel
mitocondrial. Por ultimo, en diversos modelos experimentales se ha comprobado que

aumenta la funcion de la cadera respiratoria mitocondrial y la produccién de ATP.

1. Hipotesis.
En consecuencia, nuestra hipotesis de trabajo es la siguiente:
a) Tras la induccion de la sepsis experimental, hay un aumento importante en la
expresion de iNOS e i-mtNOS, responsables de la disfunciéon mitocondrial. La
ausencia de nNOS y en consecuencia en c-mtNOS (nNOS™) no debe afectar al

desarrollo de la sepsis experimental y disfuncién mitocondrial en estos ratones,

47



Hipotesis y Objetivos

b)

48

que, deberian ser igualmente sensibles a la sepsis experimental que los ratones
nNOS ™"

La melatonina inhibe la expresion y actividad de la iNOS e i-mtNOS, por lo que
debe proteger frente al dafio oxidativo/nitrosativo mitocondrial, contrarrestando la
disfuncion mitocondrial en la sepsis, lo que se traducird en una mejoria
++

significativa del cuadro séptico de manera similar en las cepas de ratones nNOS

y nNOS™".

2. Objetivos.

Para comprobar esta hipdtesis nos planteamos los siguientes objetivos:

Evaluar la participacion las isoformas constitutivas de la NOS, nNOS y ¢c-mtNOS,
en la funcién mitocondrial del corazén durante la sepsis experimental.

Evaluar el dafo mitocondrial ocurrido durante la sepsis experimental en el
musculo cardiaco, mediante el estudio de distintos marcadores de estrés
oxidativo/nitrosativo y dafio a estructuras celulares, asi como la funcionabilidad
de las mitocondrias mediante el estudio de la actividad de los complejos de la
cadena de transporte electronico.

Evaluar el papel protector y mecanismos de acciéon de la melatonina en el dafio
mitocondrial inducido en la sepsis experimental mediante la determinacion de
todos los parametros anteriores en ratones, tanto nNOS™" como nNOS™, tratados

con melatonina.
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Materiales y Métodos

1. Animales, procedimiento quirurgico y tratamiento.

1.1. Animales y grupos experimentales.

Para la realizacion del presente estudio se empled la cepa de ratones Nos]™!Pih
deficiente en la isoforma neuronal de la 6xido nitrico sintasa (nNOS'/ ’) v su respectiva
cepa control B6129SF2/) (nNOS+/ *), obtenidas ambas de Jackson’s Laboratory a través
de Charles Rivers Labs, Barcelona, Espana. El mantenimiento de dichas cepas se lleva a
cabo 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

medio que oscila entre los 22-27 g. Todos los experimentos se han realizado acorde a

las guias espafiola y europea de cuidado de animales.

Para cada cepa se establecieron 3 grupos experimentales, constituido cada uno

de ellos por una poblacion de entre 4-6 ratones:
a) Grupo control.
b) 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).
Tras anestesiar a los animales con equithensin administrado intraperitonealmente (0,1
mg/kg), se procede a abrir la cavidad abdominal mediante laparotomia media, se

localiza y libera el ciego y, mediante presion manual, se drenan retrogradamente las
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heces del colon ascendente hacia el ciego. Tras estos pasos, se liga el ciego justo por
debajo de la valvula ileocecal y se punciona la superficie cecal antimesentérica.
Finalmente, se recoloca el paquete intestinal y se sutura la pared abdominal, aplicandose

povidona yodada a la herida.

El tratamiento con melatonina se realiza en base a su administracion en 4 dosis
de 30 mg/kg de forma secuencial: 30 minutos antes de la operacion (via intraperitoneal),
inmediatamente tras la cirugia, y 4 y 8 horas después de la operacion (via subcutanea).
Tanto en el grupo de sepsis como en el de sepsis tratado con melatonina, los animales se
sacrifican por dislocacion cervical pasadas 24 horas de la induccion de la sepsis vy,
rapidamente y siempre en frio, se extrae el corazén a partir del cual procederemos al

aislamiento de la fraccidon mitocondrial.

2. Obtencion de la fraccion mitocondrial.

Para el correcto aislamiento de la fraccidbn mitocondrial se emplearon dos
métodos; el primero de ellos se caracteriza por ser un método de centrifugacion
diferencial que nos permitira la obtencion de mitocondrias crudas validas para todas
aquellas medidas en las que no ha ya interferencia con una posible contaminacion
citosdlica, como es el caso de la determinacion de la actividad de los complejos de la

cadena de transporte electronico.

El segundo método igualmente se basa en centrifugaciones diferenciales pero
ademads incorpora un gradiente de densidad de Percoll para asi obtener mitocondrias
puras, libres de contaminacion citosdlica. Este método sera el usado para la realizacion

del resto de técnicas reflejadas en el presente informe.
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2.1. Aislamiento de la fraccion mitocondrial por centrifugacion
diferencial.

Una vez sacrificados los animales y extraido el corazon, se procede a su lavado
en solucion salina fria y a una breve digestion de 30 s egundos en una soluciéon de
proteinasa K (1 mg/mL en tampoén de aislamiento que contiene sacarosa 250 m M,
EDTA 2 mM y Tris 10 mM, ajustado a un pH de 7.4). Seguidamente se vuelve a lavar,
pero esta vez con una solucion de lavado que contienen albtimina al 0.5 % en tampén de
asilamiento. Tras trocear el tejido, se homogeniza en un hom ogenizador 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 (Beckman Avanti™ 30, rotor de dngulo fijo
F1010) a1.000 g durante 5 minutos a 4 °C, el sobrenadante obtenido se centrifuga a
23.000 g dur ante 10 m inutos y a la misma temperatura. El pellet asi obtenido se
resuspende en 1 mL de tampdn de aislamiento y se centrifuga dos veces a 13.000 g
durante 3 minutos a 4 °C (Beckman Avanti™ 30, rotor de dngulo fijo F3602). El pellet
resultante corresponde con la fraccion mitocondrial cruda que serd congelada a -80 °C

hasta su posterior utilizacion.

2.2, Aislamiento de la fraccion mitocondrial por centrifugacion
diferencial y gradiente de densidad con Percoll.

Tras el lavado del tejido en solucion salina fria, se realiza una breve digestion de

30 segundos con proteinasa K (I mg/mL en tampén A que contiene manitol 250 mM,;

EGTA 0.5 mM, HEPES 5mM vy albimina al 0.1 %, ajustado a unpH de 7.4). A
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continuacion se lava con tampén A, se trocea el tejido y se homogeniza en un
homogenizador de teflon (Stuart Scientific, mod SS2) a 800 rpm que contiene 6 mL de
tampon A. Como en el anterior protocolo de extraccion, todas las manipulaciones

se realizan en agua helada para mantener una temperatura estable de 4 °C.

Después de dos centrifugaciones (Beckman Avanti™ 30, rotor de dngulo fijo
F1010) a 600 g durante 5 minutos a 4 °C, el sobrenadante obtenido se centrifuga a
10.300 g dur ante 10 m inutos y a la misma temperatura. El pellet asi obtenido se
resuspende en 0.5 mL de tampoén A y se vierte en un tubo de centrifuga en el cual,
previamente, se habra creado el gradiente de Percoll en base a 1.4 mL de tampon B
(manitol 225 mM, EGTA ImM, HEPES 25 mM y albimina 0.1%, pH 7.4) y 0.6 mL de
Percoll. Se centrifuga (Beckman Coulter Optima™ L-90K, rotor de dngulo fijo 90 TI)
a 95.000 g durante 30 minutos a 4 °C. La banda resultante, 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), se recoge y lava dos veces con tampén A para
eliminar restos de Percoll a 10.300 g durante 10 minutos a 4 °C (Beckman Avanti™ 30,
rotor de angulo fijo F3602). El pellet obtenido corresponde a la fraccion mitocondrial

pura y serd conservada a -80 °C hasta su posterior utilizacion.

3. Metodologia analitica.
3.1. Determinacion de la actividad de la oxido 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’
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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 monitorizacion de la conversion de L-( *H)-

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

La fraccion mitocondrial se descongela, se resuspende (0,1 g/mL) en un tampén
frio compuesto por Tris-HCI 25 mM, DTT 0,5 mM, leupeptina 10 pg/mL (tomada de
una disolucion inicial de 1 m g/mL en H,0), pepstatina 10 pg/mL (tomada de un
disoluciéon inicial de Img/mL en DMSO), aprotinina 10 p g/mL (tomada de una
disolucioén inicial de 1 mg/mL en H,O) y 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 (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 pL de estas alicuotas y se les afiade (volumen

final de reaccion 100 pL):

- 50 pL de untampén compuesto por Tris-HCl 25 mM, DTT 1 mM, Hs-

biopterina 30 uM, FAD 10 puM, inosina 0,5 mM, BSA 0,5 mg/mL, cloruro de
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calcio 0,1 m M, L-arginina 10 p M y L-CH)-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 pL de agua en los tubos para medir la NOS total

(constitutiva + inducible).
- Agua hasta completar un volumen final de 90 uL.

Los tubos se calientan a 37 °C durante 30 minutos a partir de la incorporacion de
10 pL de una disoluciéon 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.

De los 500 pL resultantes de todo el proceso, 400 pL se pasan a través de una
columna con resina de intercambio id6nico Dowex-50w en forma sodica encargada de
retener la L-arginina que no se transforma en L-citrulina y, posteriormente, se lava 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 E, mezclando 600 pL del lavado final con 4 mL
de liquido de centelleo. El valor de actividad total es proporcionado por la medida de 50

uL de tampon de incubacion.
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La actividad enzimatica se expresa en picomoles de L-citrulina formada por
minuto de reaccién y dividida por los miligramos de proteinas presentes en la muestra

(pmol cit/min*mg prot).

3.2. Determinacion de nNOS e iNOS por western blot.

Una vez descongelada la muestra, eindependientemente de que se trate de
fraccion citosolica o mitocondrial, se resuspende en un tampon de homogenizacion Tris-
HC1 10 mM, EDTA 1 mM pH 8 y un céctel de inhibidores de proteasas compuesto por:
leupeptina 10 pg/mL (tomada de una disolucién inicial de 1 mg/mL en H,O), pepstatina
10 pg/mL (tomada de un disoluciéon inicial de 1mg/mL en DMSO), aprotinina 10
png/mL (tomada de una disolucion inicial de 1 mg/mL en H,O) y PMSF 1 mM (tomado
de una disolucion inicial 500 mM en etanol). Las muestras resuspendidas se sonican
(Sonuplus HD-2070). A continuacién, tomaremos una pequefia alicuota para
determinacion de proteinas (Lowry y colbs., 1951) y al resto de la muestra se le anadira
SDS 2,5 %, B-mercaptoetanol 5 % y azul de bromofenol 0,01 %, se llevaran a 99 °C
durante 5 m inutos, se alicuotaran y congelaran a -80 °C hasta la realizacién del

experimento.

Para realizar los western blots se ha utilizado el equipo Phastsystem™ de GE
Healthcare, tanto para electroforesis (geles de acrilamida del 7,5%) como
electrotransferencia. Una vez transferidas las proteinas ala membrana (Hybond' -
ECL™ Nitrocellulose membrane, Amersham Biosciences), la incubamos 2 horas a
temperatura ambiente para bloquearla con untampon que contiene 5% de leche en

polvo, tras lo cual la incubaremos overnight (aproximadamente 14-16 h) en camara fria

con un anticuerpo especifico anti-INOS (rabbit pAb, Cat. sc-651, Santa Cruz
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Biotechnology) (dilucion 1/500) o a nti-nNOS (rabbit pAb, Cat. N° 610311, B D
Bioscience Pharmingen) (dilucién 1/500) en el mismo medio anterior, lavaremos 3
veces con PBS-Tween durante 5 minutos, realizaremos una incubacion con un segundo
anticuerpo (Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)HRP de Thermo SCIENTIFIC) (dilucion
1/5000) en PBS-Tween durante 1 hora, tras lo cual volveremos a lavar igual que antes y
afiadiremos un reactivo de quimioluminiscencia (Western Lightning™ Plus-ECL de
PerkinElmer Inc) segun instrucciones del fabricante. La imagen la digitalizamos en un

equipo de imagen (Image Station 2000R, Eastman Kodak Company).

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 m étodo indirecto de mayor
estabilidad como es la determinacion de nitritos. El NO' reacciona rapidamente con el
agua para producir nitritos, siendo su concentracién directamente proporcional a la

cantidad de NO'.

La concentracion de nitritos presentes en la muestra puede determinarse
mediante una técnica colorimétrica basada en la reaccion 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 c ompuesto nitrogenado coloreado. La
intensidad de color purpura producido es proporcional a la cantidad de cromdgeno
formado y, en consecuencia, a la cantidad de nitritos existentes segun la ley de Lambert-

Beer.

Protocolo:
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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 se guardan a —80 °C para medir la concentracion de proteinas (Lowry y
colbs., 1951) o se utilizan inmediatamente para medir la concentracién de nitritos. Esta
se mide siguiendo la reaccion de Griess (Green y colbs., 1981). Se incuba en la
microplaca 100 pL de reactivo de Griess con 100 pL de muestra a temperatura
ambiente. El reactivo de Griess estd compuesto por sulfanilamida al 1% en acido
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 espectrofotometro de placa (Bio-Tek Power-Wave,
Microplate Scanning Spectrophotometer). La concentraciéon de nitritos se calcula
comparando las absorbancias 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.

34. Determinacion de la peroxidacion lipidica intramitocondrial.

La medicion de LPO se hace utilizando un kit comercial (Bioxytech LPO-586;
Cayman Chemical) que esta basado en la reacciéon de un reactivo cromégeno, el N-
metil-2-fenilindol (NMFI), con el malonildialdehido (MDA) 6 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:
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Cada fraccion mitocondrial se descongela, se resuspende en agua y se sonica
(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 peroxidacién lipidica (LPO). En un tubo de
vidrio limpio, se colocan 200 pL. de muestra y 650 pL de un reactivo compuesto por N-
metil-2-fenilindol 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 exactamente durante 40
minutos a 45° C. Transcurrida la incubacidn 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
espectrofotometro 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.

3.5. Determinacion de proteinas nitrosiladas por western blot.

Una vez descongelada la muestra, eindependientemente de que se trate de
fraccion citosolica o mitocondrial, se resuspenden en un tampdén de homogenizacion
Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM pH 8 y un coctel de inhibidores de proteasas compuesto
por: leupeptina 10 pg/mL (tomada de una disolucion inicial de 1 mg/mL en H,0),
pepstatina 10 p g/mL (tomada de un di soluciéon inicial de 1mg/mL en DMSO),

aprotinina 10 pg/mL (tomada de una disolucion inicial de 1 mg/mL en H,O) y PMSF 1
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mM (tomado de una disolucion inicial 500 mM en etanol). Las muestras resuspendidas
se sonican (Sonuplus HD-2070). A continuacion, tomaremos una pequeia alicuota para
determinacion de proteinas (Lowry y colbs., 1951) y al resto de la muestra se le afiadira
SDS 2,5 %, B-mercaptoetanol 5 % y azul de bromofenol 0,01 %, se llevaran a 99 °C
durante 5 m inutos, se alicuotardn y congelardn a -80 °C hasta la realizacion del

experimento.

Para realizar los western blot se ha utilizado el equipo Phastsystem™ de GE
Healthcare, tanto para electroforesis (geles de acrilamida del 12,5%) como
electrotransferencia. Una vez transferidas las proteinas ala membrana (Hybond' -
ECL™ Nitrocellulose membrane, Amersham Biosciences), la incubamos 2 horas a
temperatura ambiente para bloquearla con untampon que contiene 5% de leche en
polvo, tras lo cual la incubaremos overnight (aproximadamente 14-16 h) en camara fria
con un anticuerpo Anti-Nitrotyrosine Rabbit pAb de Calbiochem (dilucion 1/500) en el
mismo medio anterior, lavaremos 3 ve ces con PBS-Tween durante 5 m inutos,
realizaremos una incubacién con uns egundo anticuerpo (Goat Anti-Rabbit IgG
(H+L)HRP de Thermo SCIENTIFIC) (diluciéon 1/5000) en PBS-Tween durante 1 hora,
tras lo cual volveremos a lavar igual que antes y afadiremos unr eactivo de
quimioluminiscencia (Western Lightning’ Plus-ECL de PerkinElmer Inc) segun

instrucciones del fabricante. La imagen la digitalizamos en un equipo de imagen (/mage

Station 2000R, Eastman Kodak Company).

3.6. Determinacion de proteinas carboniladas en mitocondria y citosol.
Consiste en un western blot en el que vamos a poder visualizar y cuantificar la

cantidad de proteinas que se han oxidado por carbonilacion, para ello se ha utilizado un
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kit comercial Oxibot'™ (Oxyblot Protein Oxidation Detection Kit, Chemicon;
Millipore), basado en el hecho de que una hidracina es capaz de unirse a un grupo
carbonilo en medio 4&cido para dar lugar a una hidrazona, en nuestro caso la
dinitrofenilhidrazina se va a unir al grupo carbonilo producido en la oxidacién de la
proteina para dar lugar a una dinitrofenilhidrazona, éste posteriormente puede ser
reconocido por un anticuerpo especifico que nos va a poder permitir valorar la cantidad

de proteinas que se han oxidado durante el proceso inflamatorio.
Protocolo:

Cada fraccion mitocondrial se descongela y resuspende en un tampon aeaese
eorr TRIS 10 mM, sacarosa 0,25 mM, EDTA 5 mM, NaCl 50 mM, pirofosfato sédico
30 mM, fluoruro soédico 50 mM, ortovanadato sodico 100 uM, eerr pH 7,4. En el dia de
su uso se aflade DTT 50 mM, y un céctel de inhibidores de proteasas compuesto por:
leupeptina 10 pg/mL (tomada de una disolucién inicial de 1 mg/mL en H,O), pepstatina
10 pg/mL (tomada de un disolucién inicial de 1mg/mL en DMSO), aprotinina 10
ng/mL (tomada de una disolucion inicial de 1 mg/mL en H,O) y PMSF 1 mM (tomado
de una disolucion inicial 500 mM en etanol). A la fraccion citosdlica solamente se
anadira DTT 50 mM vy el mismo coctel de inhibidores de proteasas. Se sonica la
fraccion mitocondrial (Sonuplus HD-2070) y se mide la concentracion de proteinas de
las muestras (Lowry y colbs., 1951), si es necesario se diluiran hasta conseguir una

concentracion de proteinas de 15-16 mg/mL.

Una vez obtenida la concentracion de proteinas requerida pasamos a derivatizar
la muestra; para ello se toman 5 pL. de muestra en un eppendorf pequefio, afiadimos 5
uL de SDS 12 %, 10 pL de dinitrofenilhidrazina y dejaremos incubar la muestra 15

minutos a temperatura ambiente, tras los cuales afiadiremos 7,5 p L de solucion de
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neutralizacion hasta cambio de color del indicador (amarillo a naranja-rojizo). Una vez
preparadas las muestras se procede realizar el western blot, para lo que hemos utilizado
un equipo Phastsystem™ de GE Healthcare, tanto para electroforesis (gel acrilamida
del 12,5%) como electrotransferencia. Una vez transferidas las proteinas a la membrana
(Hybond™-ECL™ Nitrocellulose membrane, Amersham Biosciences), la bloquearemos
durante 2 hor as y media a temperatura ambiente con untampdén PBS-Tween que
contiene 1% de BSA, tras lo cual la incubaremos overnight (aproximadamente 14-16 h)
en camara fria con anticuerpo 1°( dilucion 1/150), capaz de reconocer los grupos
dinitrofenilhidrazonas en las proteinas, en el mismo tampon anterior; lavaremos 3 veces
con PBS-Tween durante 5 m inutos, realizaremos una incubacién con anticuerpo
secundario (dilucién 1/300) en PBS-Tween durante 1 hora, tras lo cual volveremos a
lavar igual que antes y afiadiremos unr eactivo de quimioluminiscencia (Western
Lightning™ Plus-ECL de PerkinElmer Inc) segin instrucciones del fabricante. La

imagen la digitalizamos en un equipo de imagen (Image Station 2000R, Eastman Kodak

Company).
3.7. Determinacion de la actividad de la glutation peroxidasa (GPx)
mitocondrial.

Existen dos tipos de GPx, una dependiente de selenio (Se-GPx) yo tra
independiente de selenio (Se-GPx). Ambos tipos pueden usar hidroperdxidos organicos
(t-BHP, cumeno hidroperdxido) como substratos, pero sélo la Se-GPx es capaz de

utilizar la forma inorganica (H,O,) (Lawrence y Burk, 1976).

Algunos autores han descrito que en la mitocondria solo existe la Se-GPx,

mientras que la GPx es exclusivamente citosolica (Lawrence y Burk, 1978). Sin
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embargo, aun existe cierta controversia al respecto, por lo que para determinar la
actividad de la glutation peroxidasa usamos como substrato un hidroperdxido organico,
utilizado por ambos tipos de GPx. De esta manera nos aseguramos la medida total de la

actividad de la GPx mitocondrial.

El método empleado consiste en una técnica espectrofotométrica indirecta,
basado en una reaccion acoplada con GRd y utilizando cumeno hidroperéxido como

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

a) RO-OH + 2 GSH —* 5 R-OH + GSSG + H,0

b) GSSG + NADPH + B+ —%® . 7 GSH + NADP*

Entonces, la actividad de la GPx se mide indirectamente siguiendo la oxidacion

del NADPH a 340 nm.

Protocolo:

Cada fraccién 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 pL de muestra en una microplaca durante 4
minutos a 37 °C con 240 pL de una solucion de trabajo compuesta por tampdn A, azida
sodica 4 mM, GSH 4 mM, NADPH 0,2 mM y GRd (0,5 U/mL). Tras la incubacién 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 espectrofotometro de placa (Bio-Tek
Power-Wave, Microplate Scanning Spectrophotometer). En todas las determinaciones

se resta la oxidacidon no enzimatica del NADPH sustituyendo los 240 pL de la solucion
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de trabajo por NADPH 0,2 mM. La actividad de la GPx es expresada en nmol NADPH

oxidado/min . mg prot.

3.8. Determinacion de la actividad de la glutation reductasa (GRd)

mitocondrial.

La determinacion de la actividad de la GRd se realizé 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:

b) GSSG + NADPH + H- - S®4__. 2 GSH + NADP-

Protocolo:

Utilizdndose la misma muestra que para medir la GPx, 35 pL de esta muestra se
aflade a 465 pL de una solucidon de trabajo compuesta por tampon A y GSSG 2 mM.
Tras una incubacion a 37 °C durante 4 minutos, se afiade 8,5 pL de NADPH 9,5 mM
para disparar la reaccion y la oxidacion del NADPH es seguida durante 3 minutos a 340
nm en un espectrofotdmetro de cubeta (UV1603 Shimadzu spectrophotometer). En todas
las determinaciones se resta la oxidacion no enzimatica del NADPH sustituyendo los
465 pL de solucion de trabajo por tampdon A. La actividad de la GRd es expresada en

nmol NADPH oxidado/min . mg prot.
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3.9. Medida de los niveles intramitocondriales de glutation oxidado
(GSSG) y glutation reducido (GSH).

La cuantificacion de GSH y GSSG se realiza mediante el método fluorimétrico
de Hissin con algunas leves modificaciones (Hissin y Hilf, 1976). Tras resuspender las
fracciones mitocondriales en tampdn fosfato-EDTA 100 mM, pH 8; EDTA-Na 2 5
mM, se realizan alicuotas que seran empleadas bien para la determinacion de proteinas
por el método de Lowry (Lowry y colbs., 1951) o bien para cuantificar los niveles
intramitocondriales de GSSG y GSH. En este ultimo caso, las muestras a analizar se
someten a un proceso de desproteinizacion con una solucion fria de TCA al 10% y se
centrifugan a 20.000 g durante 15 minutos (Beckman Avanti™ 30, rotor de dngulo fijo
F3602). Los sobrenadantes asi obtenidos seran empleados para la determinacion de

GSH y GSSG.

Para la cuantificacion del GSSG intramitocondrial, se afiade a la muestra 12 pL
de N-etil maleimida (NEM) preparado como una solucion de 40 mM en agua milliQ. A
continuacion, se incuba durante 40 m inutos a temperatura ambiente y, pasado este
tiempo, se afiade NaOH 0.15 N en el volumen necesario para realizar una dilucion 1:3.
De aqui, tomamos un volumen de 45 pL y le afiadimos 145 uLL NaOH 0.15 Ny 10 uL
de o-phthalaldehido (OPT), realizando en este caso una dilucion 1:4.444. El OPT debe
prepararse el mismo dia del ensayo como una solucién de 1 mg/mL en etanol. Se incuba
exactamente durante 15 minutos atemperatura ambiente y se mide la fluorescencia
empleandose una longitud de excitacion de 350 nm y otra de emisioén de 420 nm en un

espectrofluorimetro de placa (Bio-Tek FLx800 Fluorescence Microplate Reader).

En cuanto a los niveles de GSH, 10 pL del sobrenadante obtenido de la

centrifugacion inicial se incuban con 10 pL de OPT (1mg/mL en etanol) y 180 pL de
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buffer fosfato (100 mM fosfato sédico, 5 mM EDTA-Na,, pH 8) durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Pasado el tiempo de incubacion, medimos la fluorescencia
emitida por la muestra en un lector de fluorescencia (Bio-Tek FLx800 Fluorescence
Microplate Reader). empledndose una longitud de excitacion de 350 nm y otra de

emision de 420 nm.

En ambos casos, las concentraciones de GSH y GSSG se calculan de acuerdo a
curvas estandar de concentraciones conocidas, expresandose los resultados obtenidos en

nmol de GSSG o GSH/ mg prot.

3.10. Medida de la actividad de los complejos de la ETC.

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

I, 11, Il y IV, son técnicas espectrofotométricas que poseen tres grandes ventajas:

1. Al trabajar con particulas submitocondriales que conservan un perfecto estado
catalitico de la maquinaria enzimatica de la ETC, se pueden utilizar aceptores y

donantes de electrégenos endogenos y artificiales.

2. Se trata de técnicas colorimétricas, que presentan todas las ventajas de

selectividad, reproducibilidad y sensibilidad que derivan de las leyes de Lambert.

3. La caracteristica cromodfora 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.
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3.10.1. Determinacion de la actividad especifica de la NADH ubiquinona
oxidorreductasa (complejo I).

El dia de realizaciéon de los experimentos, cada fraccion mitocondrial se
descongela, se resuspende en 350 uL de medio de incubacion para la técnica de cada
complejo, y se sonica (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).

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 (volumen final de reaccion 500 pL) y la actividad del complejo I (expresada en
nmol de NADH oxidado/min . mg prot) se mide siguiendo la oxidacion del NADH a

340 nm (Shimadzu spectrophotometer) (Barrientos, 2002).

3.10.2. Determinacion de la actividad especifica de la succinato:
dicloroindofenol oxidorreductasa (complejo II).

Protocolo:

Para medir la actividad del complejo II (succinato:dicloroindofenol
oxidorreductasa, expresado en nmol de dicloroindofenol reducido/min . mg prot) se
incuban alicuotas de la fracciéon 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 afiaden antimicina 0,8 uM, rotenona 50 puM, KCN 2 uM y DCIP 50

uM.
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La reaccion se inicia con la adicion 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 (UV1603 Shimadzu spectrophotometer) (Brusque y colbs., 2002).

3.10.3. Determinacion de la actividad especifica de la ubiquinol: citocromo ¢
oxidorreductasa (complejo III).

Protocolo:

Para medir la actividad del complejo del complejo III (ubiquinol: citocromo ¢
oxidorreductasa, (expresado en nmol de citocromo ¢ reducido/min . mg prot) se incuban
alicuotas de la fraccién submitocondrial (0,03 mg/mL) durante 3 min a 30 °C en un
medio que contiene fosfato potasico 35 mM, MgCl, 5 mM, BSA 2,5 mg/mL, KCN 1,8
mM, rotenona 50 mM, pH 7,5. Tras la incubacion se le afiade decilubiquinona 2 mM
(previamente reducida con borohidruro potésico) y la reaccion se inicia por la adicién
de citocromo ¢ 125 uM (volumen final de reaccion 1 mL). La actividad del complejo II1
se mide siguiendo la reduccién del citocromo ¢ a 550 nm (UVI1603 Shimadzu

spectrophotometer (modificado por nuestro laboratorio de (Brusque y colbs., 2002)).

3.10.4. Determinacion de la actividad especifica de la citocromo c o xidasa
(complejo IV).

Protocolo:

Para medir la actividad especifica del complejo IV (citocromo c oxidasa,
expresado en nmol citocromo ¢ oxidado/min . m g prot) se incuban alicuotas de la
fraccion submitocondrial (0,1 mg / mL) en un medio que contiene fosfato potéasico 50
mM, pH 6,8. La reaccion se inicia por la adicion de citocromo ¢ reducido previamente
con ditionito soédico (volumen final de reacciéon 1 mL) y midiendo la absorbancia a 550

nm (UV1603 Shimadzu spectrophotometer) (Barrientos, 2002).
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3.11. Determinacion de la concentracion de proteinas: Método de Lowry.
Todos los resultados obtenidos en este trabajo se expresan en funcion de la
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, 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 misioén del pH alcalino es facilitar el desplegamiento de las
proteinas globulares en medio acuoso, por tanto, actlia como un agente desnaturalizante
para que los iones de cobre puedan llegar hasta los grupos amino de los enlaces

peptidicos.

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.

70



Materiales y Métodos

Complejo Complejo
Proteina-Cuf " Proteina-Cit™
AAred, 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 microplacas. Para
hacer la recta patron se utiliza albumina sérica bovina como estandar (disuelta en TRIS
20 mM) a co ncentraciones entre 0,05-0,6 mg/mL. En primer lugar, se pone en los
pocillos 50 u L de blanco, patrones o muestras. A continuacién se afiade 200 p L de
reactivo de Lowry (carbonato disodico al 2% en NaOH 0,1 M, tartrato de sodio-potasio
al 1 % y sulfato cuprico al 0,5 %, la proporcion de estas soluciones es 98:1:1) y se deja
reposar durante 10 minutos en agitacion (/296-001 Delphia Plateshake). Finalmente, la
reaccion se revela con 50 pL 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 espectrofotometro de placa (Bio-Tek Power-Wave, Microplate Scanning

Spectrophotometer). Todas las determinaciones se realizan por duplicado.

4. Analisis estadistico.

Las variables cuantitativas se definieron mediante dos parametros; la media
aritmética, como medida de la tendencia central, y el error estandar, como medida de la
dispersion, siendo utilizados de cuatro a seis experimentos por duplicado. Para

comparar la media entre los diferentes grupos se ha usado un analisis ANOVA y en
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cada grupo de estudio se comprobo la hipdtesis de normalidad de las distribuciones
mediante el test de la t de Student, considerando un valor de P menor de 0,05 como

estadisticamente significativo.
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Actividad y expresion de la NOS durante la sepsis

1. Cambios en la actividad v e xpresion de las isoformas de la N OS

durante la sepsis experimental en ratones nNOS™ N nNOS™.

Para estudiar la participacion de la nNOS en la fisiopatologia mitocondrial de la sepsis
experimental, evaluamos primeramente los cambios en la actividad y expresion de la
iNOS y nNOS tanto mitocondrial como citosélica en ratones nNOS ™" y ratones nNOS™
, asi como comprobar los efectos que tiene el tratamiento con aMT durante el shock

séptico en la regulacion de estas enzimas.

1.1. Efecto de deficiencia de nNOS en la actividad de la NOS mitocondrial.

Los ratones nNOS™" expresan de forma constitutiva dos componentes de la
mtNOS en las mitocondrias cardiacas (Figura 1). Estos componentes corresponden a la
actividad de la mtNOS Ca2+-dependiente (c-mtNOS) y a la actividad Ca*'-
independiente (i-mtNOS). Como cabia esperar, los ratones deficientes en nNOS so6lo

expresan i-mtNOS.

+/+ -/-
" como los nNOS” muestran un

Durante la sepsis, tanto los ratones nNOS
aumento muy significativo (P<0,001) de la actividad i-mtNOS (Figura 1), mientras que

la c-mtNOS nova a presentar ningin cambio tras la sepsis comparado con sus

respectivos controles.

La administracion de melatonina reduce significativamente la actividad de la i-
mtNOS (P<0,001) hasta los niveles controles (Figura 1), mientras que no modifica la

actividad c-mtNOS.

75



Resultados

20 20

= [ NG

en i-mtNOS

=

* *kdk

- .

& -

—

]

=

5

510 10/

©

8 .

= , _

78]

% I I I“ ﬂ?

z i _

=]

=

1]

=

.2 0 L L LI O L n___ | i LI

g c S S+aMT ¢ S S+aMT
nNOS™* nNOS™

Figura 1: Cambios en la actividad de la ¢c-mtNOS e i-mtNOS durante la sepsis en
musculo cardiaco de ratones normales (nNOS™") y ratones deficientes en nNOS (nNOS™). C=
control; S = sepsis; S+aMT = sepsis + melatonina. TP < 0,001 vs. control; ™ P < 0,001 vs.

sepsis.

1.2. Efecto de deficiencia de nNOS en la actividad de la NOS citosdlica.

+H+

Los ratones nNOS ™ controles expresan en citosol solamente el componente
Ca*"-dependiente de la NOS (nNOS) (Figura 2), y esta isoforma desaparece en los

ratones nNOS™".

Durante la sepsis, tanto en ratones nNOS™" como nNOS” °, existe un aumento
muy significativo (P<0,001) de la actividad iNOS en citosol de musculo cardiaco,

(Figura 2), mientras que la nNOS no cambia en ninguna de las cepas.
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La administracion de melatonina reduce significativamente la actividad iNOS

(P<0,001), hasta alcanzar los niveles controles (Figura 2), mientras que no modifica la

‘ |**i
c s

nNOS*™* nNOS™”

actividad nNOS.
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Figura 2: Cambios en la actividad iNOS y nNOS durante la sepsis en musculo cardiaco

+/+

de ratones normales (nNOS ") y ratones deficientes en nNOS (nNOS™). C= control; S = sepsis;

S+aMT = sepsis + melatonina. ~ P < 0,001 vs. control; “* P < 0,001 vs. sepsis.
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1.3. Efecto de deficiencia de nNOS en la expresion de la NOS citosdlica y

mitocondrial mediante western blot.

La expresion de las distintas isoformas de la NOS se va a comportar de manera
analoga a como lo hacen sus respectivas actividades. En efecto, podemos observar la
ausencia de expresion de iNOS en citosol de musculo cardiaco de ratones nNOS™" 'y
nNOS™ controles, mientras que la i-mtNOS se expresa constitutivamente en
mitocondrias (Figura 3A, 3B y 3C). En cualquier caso, la sepsis experimental produce

un aumento importante de la expresion de iNOS y de i-mtNOS, que se previene en los

ratones tratados con melatonina.

En cuanto a la expresion de nNOS, no se observaron cambios significativos ni

. . . . ++
en citosol ni en mitocondria de ratones nNOS"

controles, ratones sépticos o ratones
sépticos tratados con melatonina. En ratones deficientes en nNOS, no se detectod

expresion de nNOS ni de c-mtNOS (Figura 3A, 3D y 3E).
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Figura 3: Cambios en la expresion iNOS/i-mtNOS y nNOS/c-mtNOS durante la sepsis
en musculo cardiaco de ratones normales (NNOS™") y ratones deficientes en nNOS (nNOS™).
C= control; S = sepsis; S+aMT = sepsis + melatonina. =~ P < 0,01 vs. control; * p < 0,01 vs.

sepsis; ¥ p < 0,05 vs. sepsis
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1.4. Efecto de deficiencia de nNOS en los niveles de nitritos en mitocondrias.

La cantidad de NO" formado va a depender de la expresion y actividad de la
NOS. Los nitritos son una medida indirecta de la cantidad de NO presente en nuestro
caso dentro de la mitocondria y se puede observar que la cantidad de nitritos existentes
dentro de la mitocondria se corresponde perfectamente con los resultados descritos
anteriormente para la actividad y expresion de la i-mtNOS. Efectivamente, se observa
un aumento de NO” en mitocondrias de ratones sépticos, tanto nNOS™" como nNOS™",
La administracién de melatonina, que previene el aumento de expresion y actividad de

la i-mtNOS, también contrarresta el aumento de NO'.

- Control

_‘ Sepsis
| Sepsis + aMT

* *

:
A P

Nitritos (nmol / mg prot)

nNOS** nNOS™"

Figura 4: Cambios en los niveles de nitritos durante la sepsis en mitocondrias de

as

musculo cardiaco de ratones nNOS™" nNOS™. C= control; S = sepsis; StaMT = sepsis +

melatonina. ~ P < 0,05 vs. control; * < 0,05 vs. sepsis.
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1.5. Efecto de deficiencia de nNOS en los niveles citosolicos y mitocondriales de

peroxinitritos.

El NO' producido en exceso durante el shock séptico puede reaccionar con el
O, para dar ONOO". Ya que los peroxinitritos nitrosilan proteinas, una manera de
valorar la cantidad de ONOO™ formados en la mitocondria es evaluar la cantidad de
proteinas s-nitrosiladas mediante western-blot, utilizando un a nticuerpo capaz de
reconocer a estas proteinas s-nitrosiladas. Nuestros resultados indican una elevacion
significativa de los niveles de proteinas s-nitrosiladas tanto en mitocondria como en
citosol durante la sepsis en ratones nNOS™* y ratones nNOS™ (Figura 5A, 5B y 5C).
Aqui de nuevo se observa como la administracion de melatonina, al reducir los niveles
de NO’, también reduce la cantidad de ONOO" producido y por tanto de proteinas s-

nitrosiladas.
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Figura 5: Cambios en los niveles de proteinas s-nitrosiladas durante la sepsis en
musculo cardiaco de ratones normales (nNOS™") y ratones deficientes en nNOS (nNOS™). C=
control; S = sepsis; S+taMT = sepsis + melatonina. " P < 0,001 vs. control; P < 0,01 vs.

control; " P < 0,001 vs. sepsis; ™ P < 0,01 vs. sepsis
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2. Estado redox mitocondrial durante la sepsis experimental en ratones

nNOS"" y nNOS™".

Una vez conocidos los efectos en la regulacion de la NOS en la sepsis
experimental, el siguiente paso va a ser medir el estado redox en el que se encuentra la
mitocondria. Para ello, vamos a utilizar dos pardmetros que nos van a dar idea por un

lado del grado de oxidacidon en membranas y por otro del grado de dafio en proteinas.

2.1. Efecto de deficiencia de nNOS en los niveles de proteinas oxidadas por

carbonilacion.

Es un buen método para determinar dafio oxidativo en estructuras como las
proteinas. Para ello se realiza un western-blot donde se utiliza un anticuerpo que nos va
a permitir visualizar la cantidad de grupos carbonilos presentes en las proteinas a

consecuencia del dafio por oxidacion de algun grupo funcional.

Tanto en citosol como en mitocondria encontramos el mismo comportamiento:
existe un aumento significativo (P < 0,001) de la cantidad de proteinas dafiadas en
ratones sépticos, tanto nNOS™" como nNOS™ (Figura 6A, 6B y 6C). Este aumento
producido por el proceso oxidativo que acompafa a la sepsis es neutralizado casi por

completo mediante la administracion de melatonina.
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Figura 6: Cambios en los niveles de proteinas carboniladas durante la sepsis en
musculo cardiaco de ratones normales (nNOS™") y deficientes en nNOS (nNOS™). C= control;
S = sepsis; S+aMT = sepsis + melatonina. = P < 0,001 vs. control; “* P < 0,001 vs. sepsis; “ P

< 0,01 vs. sepsis.
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2.2. Efecto de deficiencia de nNOS en los niveles de peroxidacion lipidica.

La peroxidacion lipidica nos va a indicar oxidacion a membranas, lo que va a
influir en su fluidez y por tanto a la funcionalidad de las mismas, por lo que se puede
considerar como un bue n marcador de dafio oxidativo. Midiendo lipoperdxidos en
mitocondrias de musculo cardiaco encontramos un a umento significativo en ratones
sépticos, tanto nNOS™* (P < 0,001) como en ratones nNOS™ (P < 0,0I). Aqui se pone
de nuevo de manifiesto el gran poder antioxidante que posee la melatonina, ya que no
solo es capaz de prevenir la oxidacion de las membranas sino que incluso rebaja sus

niveles por debajo del control.
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Figura 7: Cambios en los niveles de peroxidacion lipidica durante la sepsis en musculo
cardiaco de ratones normales (nNOS"") y ratones deficientes en nNOS (nNOS™). C= control; S
= sepsis; S+taMT = sepsis + melatonina. P < 0,001 vs. control; " P < 0,01 vs. control; “* P

< 0,001 vs. sepsis.
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Para conocer bien el estado redox de un sistema no solo es interesante conocer
pardmetros que nos indique un mayor o menor estado redox, sino que también se debe
conocer en qué estado se mantienen sus sistemas antioxidantes con los que va a
combatir la posible alteracion de este estado redox. Para ello, vamos a medir el sistema

antioxidante del ciclo del glutation, uno de los mas importantes a nivel mitocondrial.

2.3. Efecto de deficiencia de nNOS en la regulacion de la actividad de glutation

peroxidasa y glutation reductasa.

La glutation peroxidasa es una enzima antioxidante que toma su poder reductor a
partir de GSH. En ratones sépticos encontramos un aumento de la actividad de esta
enzima, lo que nos va a indicar que la mitocondria estd sometida aun alto estrés
oxidativo y estd utilizando GSH para intentar combatirlo. La administracion de
melatonina previene este aumento de actividad de la enzima, ya que la propia

melatonina es capaz de depurar radicales libres (Figura 8).

La glutation reductasa es una enzima antioxidante encargada de reducir el GSSG
producido por la glutation peroxidasa a GSH y asi poder ser reutilizarlo de nuevo como
poder reductor. En ratones sépticos encontramos una disminucion de la actividad de la
glutation reductasa (Figura 9), lo que implica que la glutation reductasa va a ver
mermada su capacidad de reciclaje de GSSG a G SH agravando por tanto el estrés
oxidativo mitocondrial. La administracion de melatonina también previene la caida en

la actividad de la glutation reductasa.
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Figura 8: Cambios en la actividad de la glutation peroxidasa durante la sepsis en

mitocondrias de musculo cardiaco de ratones normales (nNOS™*

) y ratones deficientes en
nNOS (nNOS'/ 7). C= control; S = sepsis; S+aMT = sepsis + melatonina. " P < 0,01 vs. control;
" P < 0,05 vs. control; P < 0,01 vs. sepsis; P <005 vs. sepsis; # p < 0,001 vs. control

nNOS™*.
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Figura 9: Cambios en la actividad de la glutation reductasa durante la sepsis en

mitocondrias de musculo cardiaco de ratones normales (nNOS

+/+

) y ratones deficientes en

nNOS (nNOS'/ 7). C= control; S = sepsis; S+taMT = sepsis + melatonina. " P < 0,01 vs. control;

" P <0,01 vs. sepsis; ¥ P < 0,01 vs. control nNOS™".
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2.4. Efecto de deficiencia de nNOS en la regulacion de los niveles de glutation

reducido y glutation oxidado.

Lo primero que podemos observar es una disminucién muy significativa (P <
0,001) de los niveles de GSH tanto en ratones nNOS™" y ratones nNOS™ durante la
sepsis (Figura 10A). Al mismo tiempo, la sepsis produjo una subida, aunque no
significativa, del GSSG (Figura 10B). Estos datos indican que existe una bajada en los
niveles totales de glutation de los que dispone la mitocondria (P < 0,001), debido a que
no todo el glutation reducido presente en la mitocondria consigue pasar a su forma
oxidada, es decir, hay destruccion de glutation durante el shock séptico. La
administracion de melatonina es capaz de prevenir parcialmente este descenso de

glutation durante la sepsis.

Un marcador que define muy bien el estado redox de un sistema es el indice
GSSG/GSH. En nuestro caso, encontramos un aumento muy significativo (P < 0,001)

4+

de dicho cociente en ratones nNOS " y ratones nNOS™ tras la sepsis (Figura 10C), que

de nuevo es contrarrestado por la melatonina.
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Figura 10: Cambios en los niveles de glutation reducido, glutation oxidado e indice
GSSG / GSH durante la sepsis en mitocondrias de musculo cardiaco de ratones normales
(nNOS™) y ratones deficientes en nNOS (nNOS™). C= control; S = sepsis; StaMT = sepsis +

melatonina. P < 0,001 vs. control; ™ P < 0,01 vs. sepsis; “P<0,05vs. sepsis.
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3. Cambios en la bioenergética mitocondrial durante la sepsis

experimental en ratones nNOS™ v nNOS™".

Una vez definido el estado redox en el que se encuentra la mitocondria, nos
propusimos medir como se afectaba la funcidon mitocondrial durante la sepsis en
ausencia del gen para la nNOS. Para ello, se midio la actividad de los cuatro complejos

de la cadena de transporte electronico.

3.1. Efecto de deficiencia de nNOS en la regulacion de la actividad de los complejos

de la cadena de transporte electrdonico.

Observamos que la actividad de los complejos III y IV disminuye
significativamente durante la sepsis tanto en ratones nNOS™" (P < 0,07) como nNOS™
(CIP <0,01; CIl P < 0,05) (Figura 11C y 11D). La actividad de los complejos I y II
(Figura 11A y 11B) también disminuye en ambas cepas durante la sepsis, aunque no de
manera significativa. En cualquier caso lo que si es significativo es el aumento de
actividad de todos los complejos respiratorios tras el tratamiento con melatonina,
llegando en la mayoria de los casos por encima del valor de actividad de los controles

respectivos.
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Figura 11: Cambios en la actividad de los cuatro complejos que componen la cadena de
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ratones deficientes en nNOS (nNOS™). C= control; S = sepsis; S+aMT = sepsis + melatonina.

P < 0,01 vs. control; "P<0,05vs. control; P < 0,01 vs. sepsis.
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Los resultados de este estudio aportan evidencias clarificadoras sobre la
participacion de la isoforma de la 6xido nitrico sintasa neuronal, nNOS, en el fallo
mitocondrial durante la sepsis. Hemos elegido el musculo cardiaco para este estudio
debido ala gran importancia que va a tener el corazoén en el desarrollo del fallo
multiorganico en la sepsis (Levy, 2007), asi como el profundo dafio mitocondrial que
hemos podido observar en células cardiacas durante la sepsis en trabajos anteriores
(Lopez y colbs., 2006b; Escames y colbs., 2007; Escames y colbs., 2006b). Nuestros
datos muestran que, después de inducir la sepsis a ratones mediante ligadura y puncion
ileocecal, modelo experimental que produce una serie de cambios bioquimicos y
hemodindmicos que se asemejan mucho a los presentes en la clinica humana (Remick y
colbs., 2000; Riedemann y colbs., 2003; Overhaus y colbs., 2004), tanto los ratones
nNOS™* como los nNOS™ presentan el mismo grado de dafio mitocondrial. Ello sugiere
que la nNOS/c-mtNOS no van a tener una participacion significativa en el proceso
inflamatorio cardiaco tras la sepsis, que depende principalmente de la iNOS/i-mtNOS.
Ademas nuestro estudio demuestra los efectos beneficiosos de la administracion de
melatonina, que devuelve la funcién mitocondrial a su estado normal. Los resultados
asimismo muestran que los efectos de la melatonina provienen no sdlo de sus efectos
antioxidantes (Tan y colbs., 1993; Reiter, 1997; Tan y colbs., 2000b; Reiter y colbs.,
2003b) sino también de su capacidad de inhibir la expresion de iNOS/i-mtNOS,
protegiendo frente al aumento excesivo de NO® (Crespo y colbs., 1999; Escames y
colbs., 2006b; Escames y colbs., 2006a; Lopez y colbs., 2006b; Alonso y colbs., 2006;
Escames y colbs., 2007; Acuna-Castroviejo y colbs., 2007; Acuna-Castroviejo, D. y
colb., 2008; Tamura y colbs., 2009), y aumentar la actividad de la cadena respiratoria

(Lopez y colbs., 2006a; Lopez y colbs., 2006b; Escames y colbs., 2007).
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En este trabajo hemos medido la actividad de la mtNOS y cudl puede ser su
implicacion en la funcion mitocondrial durante la sepsis. Escames y colbs. defienden
que dentro de la mitocondria podemos encontrar una isoforma constitutiva (c-mtNOS) y
otra inducible (i-mtNOS) de la NOS (Escames y colbs., 2006b). Nuestros resultados
apoyan la existencia de esas dos isoformas dentro de la mitocondria. Una, la c-mtNOS,
que va a producir NO' en concentraciones adecuadas para regular la respiracion a través
de la modulacion de la actividad del complejo IV, y cuya actividad no se va a afectar
durante la sepsis, y otra, la i-mtNOS, que se activa y produce una alta concentracion de
NO’ que va a conllevar un estado alto de estrés oxidativo/nitrosativo durante la sepsis.
La administracion de melatonina disminuye la actividad de la i-mtNOS en ratones
normales tras la sepsis (Escames y colbs., 2003; Lopez y colbs., 2006b), mientras que
afecta minimamente a la isoforma constitutiva; en los ratones deficientes en nNOS, la
melatonina ejerce el mismo efecto que en ratones normales, disminuyendo la actividad
de la isoforma inducible. En estos ratones deficientes en nNOS, como era de esperar, no
encontramos actividad constitutiva. Esos datos, basados en la medida de la actividad y
expresion de ambas isoformas de la NOS, demuestran una vez mas la inexistencia de la
banda correspondiente a la c-mtNOS en mitocondrias cardiacas de ratones deficientes
de nNOS, lo que apoya todavia mas que la c-mtNOS proviene de su homologa
citosolica nNOS (Elfering y colbs., 2002; Haynes y colbs., 2004). Cuando se administra
melatonina disminuye la expresion de la i-mtNOS en ratones nNOS™" y nNOS™
sépticos hasta los niveles basales, mientras que la isoforma constitutiva nose ve

alterada en los primeros.

Tras la sepsis, esta induccion de la i-mtNOS deberia traducirse en una elevacion
de los niveles intramitocondriales de NO". Efectivamente, cuando valoramos los niveles

de nitritos, una medida indirecta de la concentracion de NO" presente en el medio,
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encontramos una elevacion de aquellos en el grupo de ratones séptico. Aqui tenemos
que resaltar que aunque existe una elevacion de sus niveles, ésta es menor que la que se
produce en otros tejidos como diafragma y musculo esquelético, donde dicha elevacion
es mas aparente (Escames y colbs., 2006c; Lopez y colbs., 2006b). Para intentar
explicar este comportamiento, hay que tener en cuenta que el musculo cardiaco es un
tejido que requiere una gran demanda energética y por tanto necesita una proporcion de
mitocondrias mayor que otros tejidos, con lo que podemos suponer que también
producira una mayor cantidad de O,". Este reacciona rapidamente con el NO formando
ONOO' (Cadenas y colbs., 2000) y disminuyendo por tanto su concentracion. Ademas,
los ONOO' pueden reaccionar con la BHy4, un cofactor necesario para la activacion de
las oxido nitrico sintasas, conduciendo a la formacion de radical BH;  (Kuzkaya y
colbs., 2003). Por tanto, la oxidacién de la BHy4 por parte de los ONOQO™ es causa de
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,” (Kuzkaya y colbs., 2003;
Kumagai y colbs., 2004). Todo ello llevaria a un aumento de los niveles de ONOO".
Para verificar esta hipdtesis, medimos la cantidad de proteinas s-nitrosiladas por
ONOO' presentes en la mitocondria, lo que nos indic6 que efectivamente existe un
aumento de dichas proteinas tanto en ratones nNOS™* como nNOS™. Estos datos se
demuestran también tras el tratamiento con melatonina que, al inhibir la expresion y
actividad de la i-mtNOS sin afectar a la c-mtNOS, reduce también los niveles de nitritos
tanto en los ratones nNOS™* como los nNOS™. En este caso, también disminuyen las

proteinas s-nitrosiladas.

Todos estos cambios bioquimicos que se producen en la mitocondria de ratones
sépticos van a resultar en un aumento importante de estrés oxidativo que tiene que

soportar la mitocondria y la célula. Dos parametros importantes que se pueden utilizar
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para describir el estado redox de un sistema son: la medida de grupos carbonilos,
concretamente un método basado en western blot en la que utilizamos un anticuerpo
para determinar proteinas que han sido oxidadas por carbonilacion (Levine y colbs.,
2000), y los niveles de lipoperdxidos, que nos van a indicar oxidacion de los lipidos de
las membranas, que pueden afectar a su fluidez y por tanto a su funcionalidad (Szabo,
2003). Nuestros resultados muestran una umento en la proporcion de proteinas

++ /-
como en ratones nNOS™, lo

oxidadas, tanto en las células de ratones sépticos nNOS
que también se corresponde con un aumento paralelo en los niveles de lipoperoxidos en
mitocondrias de corazon. En consecuencia, el alto estrés oxidativo que tiene que
soportar la célula durante la sepsis va aprovocar dafio en estructuras clave como
proteinas y lipidos (Viner y colbs., 1999), lipidos (Radi y colbs., 1991; Rubbo y colbs.,
1994; Stadtman y Levine, 2003) e incluso ADN (Byun y colbs., 1999), con lo que se

altera el normal funcionamiento de la célula.

La administracion de melatonina, bien conocida como antioxidante y
antiinflamatorio, previene los dafios producidos por el elevado estrés oxidativo que
tiene que soportar la mitocondria y la célula en general durante la sepsis, mejorando
incluso los valores basales en el caso de los lipoperdxidos de membrana, con lo que la
mitocondria mejorada su funcidon, previniendo una posible deplecion energética y

muerte celular (Brown y Borutaite, 2001; Turrens, 2003).

Durante la sepsis se afecta significativamente la cadena de transporte electronico
mitocondrial. En condiciones fisiologicas el NO™ actia como regulador de complejo IV
mediante una inhibicidon reversible por competicion con el oxigeno al sitio de union a
este complejo (Boveris y colbs., 2000; Brown, 2001). En estas condiciones, los tejidos
se oxigenan en el rango de 20 uM de O,, con una relacion [O,] / [NO’] de 500 a 1000.

En estas condiciones, el complejo IV se inhibe entre un 16 y un 26% (Boveris y colbs.,
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2000). Sin embargo, en la sepsis, el NO" producido en exceso por la iNOS/i-mtNOS
provoca una importante disfuncion mitocondrial (Brealey y colbs., 2004; Callahan y
Supinski, 2005; Escames y colbs., 2006a; Lopez y colbs., 2006a; Lopez y colbs., 2006b;
Escames y colbs., 2007; Levy, 2007), debido al dafo producido por radicales libres en
membranas y complejos de la cadena de transporte electronico. Ademads, los niveles
elevados de NO' inhiben atin mas el complejo IV, llegando incluso a inhibir al resto de
complejos de la cadena respiratoria (Poderoso y colbs., 1996). Esta inhibicién de la
transferencia electronica trac como consecuencia un mayor escape de electrones y la
formacion de mas O,y HyO, (Poderoso y colbs., 1996; Poderoso y colbs., 1998) que
pueden dafiar nuevos componentes mitocondriales y/o difundir fuera de la mitocondria
y actuar como sefial de apoptosis (Carreras y Poderoso, 2007). A su vez, el NO’
reacciona con el O,  formando ONOO™ que dafian irreversiblemente todos los
complejos de la cadena de transporte electrénico (Brown, 1999; Brown, 2001). Por
tanto, podemos ver que los efectos mitotoxicos ocurren cuando la sobreexpresion de la
i-mtNOS y el consiguiente aumento en los niveles de NO y ONOO™ producen
inactivacion de proteinas mitocondriales, s-nitrosilaciones y dafio en centros FeS

(Pearce y colbs., 2001; Brown y Borutaite, 2004).

Todas estas observaciones son perfectamente aplicables a nuestros resultados ya
que el aumento de la expresion de la i-mtNOS va acompafiado de un aumento en los
niveles de NO' que va a provocar una reduccion cercana al 30% de los complejos 11T y
IV de la cadena de transporte electronico tanto en ratones nNOS™, como en ratones

nNOS™", y una menor reduccién de la actividad de los complejos I y II.

Ya hemos visto antes que la melatonina es capaz de inhibir la expresion y la
actividad de la iNOS e i-mtNOS durante la sepsis, previniendo de una elevacion de los

niveles de NO', por lo que también debe prevenir el dafio producido por este NO" sobe
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la cadena respiratoria. En efecto, nuestros resultados muestran que incluso la actividad
de los complejos respiratorios aumenta por encima de los controles, lo que ya se habia
demostrado en otros modelos experimentales, y que depende de la dosis de melatonina
(Martin y colbs., 2000b; Acuna-Castroviejo y colbs., 2001; Acuna-Castroviejo y colbs.,
2005). En los complejos I y II este aumento de la actividad es especialmente notorio. En
estos efectos de la melatonina sobre la actividad de los complejos respiratorios
podriamos pensar que no s6lo depende del efecto estimulante de la melatonina sobre
ellos, sino que también hay que tener en cuenta el alto potencial redox de la hormona
(0,74 V) (Tan y colbs., 2000b), lo que podria permitirle donar y aceptar electrones por si
misma aumentando el flujo electronico. El hecho de que la melatonina se pueda
intercalar entre los lipidos de las membranas celulares y, en este caso, de la membrana

interna mitocondrial, avala esta hipotesis (Venegas y colbs., 2011).

Para contrarrestar la generacion de ROS y RNS y protegerse de ellos, la
mitocondria posee sus propios sistemas antioxidantes, entre los que destaca el ciclo del
glutation. Este sistema es uno de los mas importantes debido a que es la principal via
mitocondrial para depurar el H,O,. El sistema del glutation convierte el HO, a H,O por
accion de la GPx. En este proceso, el GSH es oxidado a GSSG y la GRd restaura los
niveles de GSH. Nosotros hemos observado un aumento de GPx en ratones nNOS """ y
ratones nNOS™" durante la sepsis, lo que conlleva al consumo por oxidaciéon del GSH
presente en la mitocondrias. Ademas, existe una disminucién de la actividad de la GRd
mitocondrial en ratones sépticos, ya que este enzima se dafia facil e irreversiblemente
por los radicales libres. Por tanto, el GSSG generado por la GPx no puede volver a ser
reciclado a GSH, mermando su capacidad antioxidante (Martin y colbs., 2000a;

Anderson y Sims, 2002; Brealey y colbs., 2002). Todo ello se va a reflejar en un

aumento del cociente GSSG/GSH, que es un marcador muy fiable del estado redox de la
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mitocondria, lo que deja en evidencia que el sistema antioxidante del glutation no va ser
capaz de depurar todos los radicales libres que se producen durante la sepsis. Nuestros
resultados confirman que la sepsis promueve la produccion de radicales libres y
aumento de estrés oxidativo en la mitocondria (Alvarez y Boveris, 2004), y que la
produccion de NO™ va a jugar un papel crucial en el fallo mitocondrial durante la
enfermedad (Crouser y colbs., 2002; Crouser, 2004). Alvarez y Boveris (2004)
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 la detoxificacion de H,O,
en la mitocondria ocurre principalmente por el sistema del glutation y no por la catalasa
(Antunes y colbs., 2002), pero hay que tener en cuenta que ante un aumento importante
de NO" y O," como el producido durante la sepsis, la SOD también se va a afectar,

inhibiéndose (Demicheli y colbs., 2007).

Los efectos antioxidantes e i nflamatorios que posee la melatonina tanto en
mitocondrias como en células (Tan y colbs., 2000a; Acuna-Castroviejo y colbs., 2001;
Acuna-Castroviejo y colbs., 2002; Reiter y colbs., 2003b), con especial referencia al
musculo esquelético y cardiaco (Rodriguez y colbs., 2007a; Giacomo y Antonio, 2007),
posibilitan el aumento de la actividad de los complejos respiratorios mitocondriales
(Escames y colbs., 2003; Escames y colbs., 2006b; Escames y colbs., 2007; Lopez y
colbs., 2009). Ademas, su capacidad de prevenir la oxidacion de lipidos y proteinas en
las mitocondrias de células cardiacas, (Tan y colbs., 2000b; Tan y colbs., 2000a; Acuna-
Castroviejo y colbs., 2002), y de restaurar el contenido de glutation en mitocondrias
incubadas in vitro con agentes como el t-butil hidroperéxido, un p otente agente
prooxidante (Martin y colbs., 2000a), hacen pensar que la administracion de melatonina
debe ser igualmente efectiva para contrarrestar el aumento de radicales libres y el dafio

provocado por durante la sepsis.
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Nuestros datos muestran que también in vivo, la administracién de melatonina a
ratones normales y deficientes en nNOS restaura el contenido de GSH 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:
depurando radicales libres (Tan y colbs., 1993; Tan y colbs., 2000a; Acuna-Castroviejo
y colbs., 2002; Reiter y colbs., 2003a; Reiter y colbs., 2003b); estimulando los sistemas
antioxidantes como los enzimas del ciclo del glutation, GPx y GRd (Barlow-Walden y
colbs., 1995; Reiter, 1995; Blask y colbs., 1997; Martin y colbs., 2000a; Escames y
colbs., 2003; Escames y colbs., 2006b; Escames y colbs., 2007), y otras enzimas
antioxidantes (Antolin y colbs., 1996; Acuna-Castroviejo y colbs., 2001; Reiter y colbs.,
2003b; Ledn y colbs., 2004), y previniendo el exceso de NO™ (Crespo y colbs., 1999;
Escames y colbs., 2003; Escames y colbs., 2006b; Lopez y colbs., 2006b; Acuna-
Castroviejo y colbs., 2007). Ademas, la melatonina puede tener un efecto beneficioso
adicional sobre el GSH mitocondrial, ya que aumenta la sintesis del GSH a través de la

induccion de la y-glutamilcisteina (Urata y colbs., 1999).

Todos estos efectos de la melatonina, en Gltima instancia, se van a traducir en
una mejora de la homeostasis mitocondrial alterada durante la sepsis (Martin y colbs.,
2000b; Castillo y colbs., 2005); aumento de los niveles de ATP (Lépez y colbs., 2006a),
y disminucion del estrés oxidativo que tienen que soportar las células, aumentando la

supervivencia de las mismas (Escames y colbs., 2007).

En conclusion, nuestros datos sugieren que la isoforma constitutiva nNOS no
estd relacionada con el dafio oxidativo y disfuncién mitocondrial producidos en las
células cardiacas de ratones durante la sepsis, ya que la ausencia de la misma no
produce cambios significativos en dicho dafio. Ademads, nuestros resultados refuerzan

los datos publicados anteriormente en otros estudios indicando que la ausencia de iNOS
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(en ratones deficientes en esta isoforma), protegia a los ratones de la sepsis (Lopez y
colbs., 2006a; Lopez y colbs., 2006b; Escames y colbs., 2006b; Escames y colbs.,
2007), evidenciando que €l NO’ producido por la iNOS si era responsable directo de la
disfuncion mitocondrial. En el desarrollo de la sepsis, la disfuncion cardiaca es un
elemento importante que puede elevar su mortalidad (Blanco y colbs., 2008), por lo que
un mejor conocimiento de la fisiopatologia de la sepsis ayudara a combatirla en mejores
condiciones. En este sentido, el empleo de melatonina podria ayudar significativamente
a prevenir la disfunciéon mitocondrial durante la sepsis, ayudando a reducir la mortalidad

de esta patologia (Escames y colbs., 2007).

Los resultados de este estudio demuestran que la inhibicioén del estrés oxidativo
mitocondrial por la administraciéon de melatonina va pararelo a la inhibicién del proceso
inflamatorio durante la sepsis, lo que resulta en la normalizacion de la bioenergética

mitocondrial y de la funcion cardiaca (Zang y colbs., 2012)
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. Las mitocondrias del miocardio poseen una mtNOS con dos isoformas, i-mtNOS y c-
mtNOS. Ambas isoformas se expresan constitutivamente en condiciones normales.
La sepsis experimental produce un aumento significativo en la actividad y expresion

de la iINOS/i-mtNOS, sin cambios en la nNOS/c-mtNOS.

. Como consecuencia de ello, la sepsis experimental conlleva un a umento de los
niveles de NOx y LPO, y und esequilibrio del ciclo del glutation, lo que va a
provocar un estrés oxidativo/nitrosativo y disminucion de la actividad de la cadena

respiratoria mitocondrial.

. El dafio oxidativo/nitrosativo y la disfuncién mitocondrial es similar en los ratones
nNOS™"* y nNOS™, por lo que se puede deducir que la c-mtNOS no va a influir en el

dafio mitocondrial ocurrido durante la sepsis experimental.

. La administracion de melatonina inhibe la actividad y expresion de la iNOS/i-
mtNOS, contrarrestando el estado hiperoxidativo y normalizando la funcién
mitocondrial.

. Los efectos de la melatonina fueron similares en ambas cepas de ratones, nNOS™" y
nNOS™, lo que indica que su principal mecanismo de accion depende de la

inhibicidn de la iNOS/i-mtNOS.

. La inhibicion del estrés oxidativo mitocondrial por la administracion de melatonina
va pararelo a la inhibicién del proceso inflamatorio durante la sepsis, lo que resulta
en la normalizacion de la bioenergética mitocondrial y de la funcion cardiaca. Estos
resultados proporcionan nuevas bases experimentales para el uso clinico de la

melatonina en la sepsis.
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Abstract Increasing experimental evidence supports a
connection between inflammation and mitochondrial dys-
function. Both acute and chronic inflammatory diseases
course with elevated free radicals production that may
affect mitochondrial proteins, lipids, and mtDNA. The
subsequent mitochondrial impairment produces more
reactive oxygen species that further reduce the ATP gen-
eration, increasing the probability of cell death. Mito-
chondrial impairment in now considered a key factor in
inflammation because (1) there are specific pathologies
directly derived from mtDNA mutations, causing chronic
inflammatory diseases such as neuromuscular and neuro-
degenerative disorders, (2) there are neurodegenerative,
metabolic, and other inflammatory diseases in which their
progression is accompanied by mitochondrial dysfunction,
which is directly involved in the cell death. Recently, a
direct implication of mitochondrial reactive oxygen species
and, particularly, mtDNA in the innate immune response
has been reported. Thus, the mitochondria should be con-
sidered targets for new therapies related to the treatment of
acute and chronic inflammatory diseases, including the
auto-inflammatory ones.

G. Escames - L. C. Lépez - J. A. Garcia - L. Garcia-Corzo -
F. Ortiz - D. Acuifia-Castroviejo (D<)

Instituto de Biotecnologia, Centro de Investigaciéon Biomédica,
Parque Tecnoldgico de Ciencias de la Salud,

Universidad de Granada, Avenida del Conocimiento s/n,
18100 Armilla, Granada, Spain

e-mail: dacuna@ugr.es

G. Escames - L. C. Lépez - J. A. Garcia - L. Garcia-Corzo -
F. Ortiz - D. Acufia-Castroviejo

Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina,
Universidad de Granada, Granada, Spain

Published online: 07 July 2011

Introduction: inflammatory clues and mtDNA

Although inflammation constitutes a defensive response of
the organism against noxious stimuli, occasionally it can
become in a deleterious reaction responsible for tissue
injury in a variety of inflammatory diseases including the
so-called auto-inflammatory diseases (McMorrow and
Murphy 2011). Tissue damage, infection, and stressor
signals are sensed by the innate immune system through
pattern recognition receptors (PRRs), which initiate
defense and repair programs (Tschopp 2011). Normally,
the acute inflammatory response should be able to repair
the damage, preventing further injury to the cell or tissue.
However, when the acute inflammatory response is
excessive, there is a progressive damage and multiorgan
failure. A third condition, i.e. chronic inflammation, takes
place when a progressive cell death cannot be counteracted
by the acute response of the innate immune system. The
latter underlies a number of diseases, including neurode-
generative and metabolic diseases, and it is also applicable
to aging itself.

Inflammatory diseases course with increased reactive
oxygen (ROS) and nitrogen (RNS) species production that
may affect mitochondrial proteins, lipids, and DNA (Crimi
et al. 2006). Moreover, inducible nitric oxide synthase
(iNOS) induction during inflammation led to increased
mitochondrial iNOS (i-mtNOS) enzyme activity, produc-
ing high levels of nitric oxide (NO’) responsible for the
respiratory chain (RC) inhibition, ATP reduction (Escames
et al. 2003; Lopez et al. 2006b), and mtDNA damage
(Bartz et al. 2011), all of them related to the severity of the
inflammatory process (Brealey et al. 2002). In these con-
ditions, mitochondrial impairment produces ROS and RNS
that in turn reduces mitochondrial bioenergetics, favoring
cell damage and death (Escames et al. 2007; Lopez et al.
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2006b). On the other hand, there are specific pathophysi-
ological conditions directly derived from mtDNA muta-
tions, causing chronic inflammatory diseases including
neuromuscular and neurodegenerative disorders (Acuna
et al. 2011; DiMauro 2010; Muller et al. 2010; Reddy
2008). There are also multiple neurodegenerative, meta-
bolic, and other inflammatory diseases that course with
progressive mitochondrial dysfunction and cell death
(Reddy 2008). Finally, a direct implication of mitochon-
drial ROS and, specifically, mtDNA in the innate immune
response has been recently showed (Nakahira et al. 2011;
Zhou et al. 2011). Thus, the mitochondria-inflammation
interplay in these diseases will be revised here.

Mitochondrial DNA

Mitochondrion, the main energetic source of the cell, is the
unique mammalian organelle that contains its own genetic
material, i.e. mtDNA. Human mtDNA is a 16.569-kb cir-
cular, double-stranded molecule ([H]eavy and [L]ight
strands), which contains 37 genes: 2 rRNA genes,
22 tRNA genes, and 13 structural genes encoding subunits
of the mitochondrial respiratory chain complexes (Ander-
son et al. 1981). The genetics bases of mtDNA differ from
Mendelian genetics in some factors: (1) the mtDNA is
polyploid; (2) normal cells harbor homoplasmic mtDNA
copies but mutated cells harbor heteroplasmic mtDNA
copies; (3) at cell division, the proportion of mutant
mtDNAs in daughter cells may shift and the regulation of
this process (if any) is misunderstood. This phenomenon is
called mitotic segregation; and (4) the mtDNA is exclu-
sively inherited from the mother (Chen et al. 1995; DiM-
auro 2004; Van 2004).

Because mtDNA only codes 13 structural proteins, its
maintenance, replication and transcription totally depend
on nuclear DNA (nDNA)-encoded proteins that are
imported into mitochondria. Some of these proteins are
packaged together with mtDNAs in a macrocomplex called
nucleoid (Iborra et al. 2004; Legros et al. 2004). It has been
described that each mammal nucleoid is composed of 1-10
copies of mtDNA (Holt et al. 2007) and associated pro-
teins, which at least include major mtDNA binding proteins
involved in mtDNA maintenance, such as TFAM, mtSSB,
polymerase y, the mitochondrial helicase Twinkle, mito-
chondrial RNA polymerase, TFBM1, TFBM2, Terfl and
mitochondrial topoisomerase I (Bogenhagen 2010; Chen
and Butow 2005; Wang and Bogenhagen 2006). Other
proteins with helicase motifs and some factors involved in
protein folding and quality control have been also identi-
fied as components of the mitochondrial nucleoids (Mootha
et al. 2003; Wang and Bogenhagen 2006). In addition, an
antioxidant system composed by manganese-dependent

@ Springer

superoxide dismutase (Mn-SOD) and glutathione peroxi-
dase (GPx) seems to be an integral constituent of mito-
chondrial nucleoids (Kienhofer et al. 2009). These
antioxidant enzymes may protect mtDNA from oxidative
damage.

Using the nucleoid machinery, mtDNA is replicated in a
different way that nDNA. Two different models have been
purposed to explain the mtDNA replication mechanism: (1)
an asynchronous strand displacement model, and (2) a
strand-coupled bidirectional replication model (Brown
et al. 2005). In both models, the DNA polymerization
reaction is performed by polymerase y, which needs a
mitochondrial deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) pool
for the mtDNA synthesis. Interestingly, mitochondria have
their own biochemical pathway to produce the necessary
dNTPs for mtDNA replication. This biochemical pathway,
which is called salvage pathway, is independent of the cell
cycle because mtDNA is continuously replicating even in
postmitotic cells (Marti et al. 2003). Interestingly, defects
in the enzymes involved in the salvage pathway cause
mitochondrial diseases (Mandel et al. 2001; Nishino et al.
1999; Saada et al. 2001).

Besides mtDNA replication machinery, mtDNA also
needs a transcription process perfectly regulated by nDNA-
encoded transcription factors. This mtDNA transcription
has a particular characteristic because transcription from
both light strand promoter and heavy strand promoter is
polycistronic and produces near genome-length transcripts
(no individual gene transcription), which are processed to
release the individual RNA molecules. Several transcrip-
tion factors can regulate the initiation of the transcription,
including PGCla, NRF-1, NRF-2, TFAM, TFBIM and
TFB2M; but also some important transcription factors can
regulate the mtDNA transcription termination, including
MTEREF-1, -2, -3 and -4 (Falkenberg et al. 2007).

Together with mtDNA, all proteins and factors that
regulate mtDNA replication and transcription are modu-
lated to respond to the cell energy demand and patho-
physiological conditions including inflammatory disease
and oxidative stress related disorders.

The NLRP3 inflammasome-mtDNA connection

In the process of energy generation by the oxidative
phosphorylation system, mitochondria generate ROS in
such way that they are considered the main ROS-generat-
ing organelle in the cell. Besides ATP/heat production, last
years have provided evidences that imply mitochondria in
calcium homeostasis and apoptosis/necrosis regulation.
With the recent finding showing that NLRP3 (NLR-related
protein 3 nucleotide-binding domain leucine-rich repeat
containing receptors-related protein 3) inflammasome
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(Mariathasan et al. 2004; Martinon et al. 2002) can be
activated by mitochondrial ROS/mtDNA, an unexpected
new function for these organelle in controlling the innate
immune response is now emerging.

A particular case of inflammation: cryopyrinopathies

Cryopyrinopathies are a group of autoinflammatory dis-
eases different from autoimmune diseases that include
familial cold auto-inflammatory syndrome, Muckle—Wells
syndrome and chronic infantile neurologic cutaneous
articular syndrome (they are also grouped under CAPS,
cryopyrin-associated periodic syndromes). They are char-
acterized by recurrent episodes of fever and systemic
inflammation of tissues, such as joints and skin (Neven
et al. 2008).

Cryopyrinopathies are caused by inherited mutations in
the NLRP3 gene that encodes NLRP3/NALP3 protein or
cryopyrin (Hoffman et al. 2001), which belongs to the
family of NLR (nucleotide-binding domain and leucine-
rich-repeat containing) proteins (Ting et al. 2006). As a
difference with the NF-kB pathway activation, which is
initiated by stimulation of the Toll-like membrane recep-
tors (TLRs), the NLRP3 proteins act as intracellular sen-
sors of stressors to form a complex -called the
inflammasome (Martinon et al. 2002). NF-kB and NLRP3
constitute part of the innate immune responses and work
together to activate inflammatory cytokines, such as IL-1p,
IL-6, IL-18, and IL-33. Mutations in the NLRP3 gene
result in an inappropriate activation of the inflammasome,
leading to excessive IL-1f release and manifestation of
CAPS symptoms (Aganna et al. 2002; Hoffman et al. 2001;
Kubota and Koike 2010). Although there are IL-1f inhib-
itors able to counteract most of the symptoms of these
diseases (Gabay et al. 2010), the patients display symp-
toms, probably dependent on other inflammatory mediators
activated by NLRP3, which remain after the treatment.
From a preventive point of view, the development of
successful therapies for cryopyrinopathies should include,
besides IL-1f antagonists, molecules targeting mitochon-
dria to reduce their production of ROS and, thus, disabling
the inflammasome activation.

A view of the NLRP3-mtDNA relationship

Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) such as
bacterial lipopolysaccharides (LPS), and damage-associ-
ated molecular patterns (DAMPs), such as uric acid and
extracellular ATP, bind and activate specific pattern rec-
ognition membrane (TLRs) or cytosolic (NLRs) receptors.
One of the most characterized NLRs is NLRP3, which acts
as a cytosolic receptor sensing stressor signals, including
ROS, ATP and mtDNA (Dunne 2011;Masters et al. 2009),

and its activation leads to the inflammasome formation and
caspase-1 activation (Fig. 1).

NLRP3 or NALP3 contains an amino terminal pyryn
domain, a carboxyl terminal LRR domain (ligand binding
leucine-rich repeat domain), and a central NACHT domain
(nucleotide-binding and oligomerization) (Agostini et al.
2004; Cassel et al. 2009). When activated, NLRP acts as a
multiprotein complex named NLRP3 inflammasome, con-
stituted by NLRP3 protein, the ASC coupling protein
(apoptosis-associated speck-like protein containing CARD,
caspase activation and recruitment domain) and caspase-1
(Agostini et al. 2004). Once constituted, the inflammasome
activates caspase-1 that cleavages pro-IL-1f, pro-1L-18,
and pro-IL-33, yielding the corresponding active forms of
these cytokines (Mariathasan 2007). IL-18 induces TNF«
and INFy, which enhance the NF-xB inflammatory path-
way (Nakanishi et al. 2001; Takeda et al. 1998). The
combination of the NF-xB and NLRP3 inflammasome
pathways yields to a overstimulation of the inflammatory
response (Tsutsui et al. 2010).

Although the causative effect of ROS on NLRP3 in-
flammasome activation was recognized some years ago
(Schroder et al. 2010), it was not until recently when Zhou
et al. (2011) and Nakahira et al. (2011) demonstrated that
mitochondria can modulate the innate immunity through
the direct activation of the NLRP3 inflammasome. Na-
kahira et al. (2011) reported that autophagy inhibits the
NLRP3 inflammasome activation preventing the accumu-
lation of dysfunctional mitochondria. Zhou et al. showed
that mitochondrial ROS trigger the NLRP3 inflammasome.
Together, these data suggest that autophagy/mitophagy
inhibit the NLRP3 inflammasome by removing ROS-pro-
ducer dysfunctional mitochondria. A link between NLRP3
inflammasome and mitochondria is also supported by the
subcellular location of the organelle. Under resting condi-
tions, NLRP3 and ASC proteins are associated with the
endoplasmic reticulum (Zhou et al. 2011). Once activated,
the NLRP3 inflammasome moves to a perinuclear distri-
bution together with mitochondria (Zhou et al. 2011)
(Fig. 2).

The inflammasome activation also occurs in response to
cytosolic bacterial, viral and mammalian DNA, although
the sensing molecule is ASC and not NLRP3 (Muruve et al.
2008). mtDNA can act as a DAMP (Zhang et al. 2010)
because the activation of the NLRP3 inflammasome is
impaired in macrophages depleted from mtDNA (Nakahira
et al. 2011). Besides IL-1f, cytosolic mtDNA also
increases IL-18 secretion. Before mtDNA release to the
cytosol, mitochondrial ROS open the mitochondrial per-
meability transition pore (MTP). The mtDNA copy number
in the cytosolic fraction is increased with LPS (and ATP)
treatment, whereas antioxidants such as Mito-TEMPO, or
cyclosporine A, which closes the MTP, reduce the presence
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Fig. 1 Schematic representation of the NLRP3 components assembly
during the inflammasome activation. In its inactive form, NLRP3 is
constitutively expressed in the cytoplasm (upper). A series of PAMPs
or DAMPs may induce conformational modifications in NALP3,
which rapidly interacts with ASC through their respective pyrin
domains. Then, ASC can interact with procaspase 1 through their
caspase recruitment domains, activating caspase 1. In turn, active
caspase 1 activates the pro-inflammatory cytokines pro-IL-15 and
pro-IL-18 to their active IL-1f and IL-18 forms, respectively. In
addition, caspase 1 also can mediate several other cell functions,
including glycolysis, protein secretion, etc. ASC apoptosis-associated

of mtDNA in the cytosol. The activation of caspase-1 was
directly related to the amount of mtDNA in the cytosol,
suggesting a role of mtDNA as a coactivator of caspase-1.
Interestingly, deficiency in NLRP3 suppresses the mtDNA
release into the cytosol in response to LPS, although the
generation of ROS by mitochondria was not affected by
NLRP3 deficiency. Together with additional experiments,
Nakahira et al. (2011) suggested that the NALP3 inflam-
masome is required for MPT opening and mtDNA trans-
location to the cytosol in response to LPS plus ATP. In any
case, deficiency in the autophagic/mitophagic process leads
to the accumulation of dysfunctional mitochondria and
increased NARLP3 inflammasome activation. Therefore,
autophagy/mitophagy represents a survival mechanism for
the cell, removing damaged mitochondria and preventing
ROS/mtDNA-induced NLRP3 activation.

Mitochondrial DNA alterations in chronic
inflammatory diseases

The relationships between mtDNA and NLRP3-inflam-
masome activation suggest the participation of this innate

@ Springer

Glycolysis
Protein secretion...

speck-like protein containing a caspase recruitment domain, CARD
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Podospora anserina, Telomerase-associated protein 1, NAD NACHT-
associated domain, NALP3 NACHT leucine-rich repeat and pyrin
domains containing protein 3, PAMPs pathogen-associated molecular
pattern, PROCP [ procaspase 1, PYD pyrin domain

immune activation pathway in pathologies coursing with
mitochondrial dysfunction, but different from the autoin-
flammatory diseases. In this regards, we focus here on
some conditions involving chronic inflammation and
mitochondrial hyperoxidative status, including neurode-
generative disorders, and metabolic diseases. Specifically,
the NLRP3 inflammasome-mitochondria interplay as a
common inflammatory pathway in these diseases will be
analyzed. Other pathologies that may involve inflamma-
tion, such as primary mitochondrial disorders (DiMauro
and Schon 2008) and autoimmune disorders (Roifman et al.
2011), will be not considered here.

Neurodegenerative diseases

A common feature in neurodegenerative diseases is the
presence of oxidative/nitrosative stress, inflammation, and
mitochondrial impairment. Neurodegenerative disorders
include diseases that display mtDNA and nDNA mutations,
although in some of them it is yet unclear whether these
mutations are cause or consequence of the disease. Some
examples include Alzheimer’s disease (AD) and Parkin-
son’s disease (PD).
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Fig. 2 Cooperation between NF-kB and NLRP3 inflammasome in
the innate immune response. In canonical NF-«B (leff), stimulation of
the TLR4 or TNFR receptors lead to activation of a series of adaptor
proteins and kinases that activate IKK complexes. IKKs phosphor-
ylate IxB proteins, targeting them for polyubiquitination and posterior
degradation by the proteasome. As a result, the p50/p65 heterodimer
of the NF-xB is released, and enters the nucleus, activating gene
transcription. Among others, NF-xB induces the expression of pro-IL-
15 that, after activated to IL-1f, may act through its specific
membrane receptor to further increase the NF-xB pathway. In
parallel, the inflammatory condition that triggers the NF-xB pathway
also may induce mitochondrial damage and ROS production, which in

The mitochondria participate in the pathophysiology of
AD, although the exact mechanism is yet unclear (Reddy
and Beal 2008). Typically, AD shows accumulation of
extracellular f-amyloid (Af), and hyper-phosphorylated
forms of the microtubule-associated protein tau (Twig
et al. 2008). Mitochondrial accumulation of Af induces
ROS generation and that may explain the early mito-
chondrial failure and cell death in AD (Caspersen et al.
2005; Chen and Yan 2010; Devi et al. 2006; Manczak
et al. 2006). Inversely, mitochondrial inheritance was
related to the risk of AD (Chen et al. 2000; Swerdlow et al.
2010). Anyway, attempts to identify mtDNA mutations in

turn induces mtDNA damage and open the MPT pore. The releases of
ROS and mtDNA to the cytoplasm activate the NLRP3 inflamma-
some, activating caspase 1 that is responsible for the production of IL-
1 from the pro-IL-1f induced by NF-«xB. Once activated, NLRP3
inflammasome also participates in the MPT opening. Other factors,
including LPS and mediated NLRP3 activation. Interestingly,
activated NLRP3 inflammasome moves with mitochondria to a
perinuclear location. IxBax NF-xB inhibitor o, IL-1f interleukin 1,
IL-IR 1L-1f receptor, LPS lipopolysaccharide, MPT mitochondrial
permeability transition pore, NF-kB nuclear factor kappa B, ROS
reactive oxygen species, TLR4 toll-like receptor 4, TNF-a tumor
necrosis factor o, TNFR TNF-« receptor, Ub ubiquitination

AD brains have not given conclusive results (Aliev et al.
2008). Recent data support a role of mitochondrial fusion/
fission impairment in the pathogenesis of AD (Manczak
et al. 2011; Wang et al. 2009). Mitochondrial dynamics
change mitochondrial morphology and, depending on the
energy demand of the cell, mitochondria can move
through the cytosol (Frazier et al. 2006). Interestingly, it
was reported the accumulation of mitochondria in the
perinuclear area of hippocampal neurons over-expressing
APP (Wang et al. 2008), which resembles the mitochon-
drial redistribution after NLRP3 inflammasome activa-
tion. These data aims in studying the participation of
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mitochondrial ROS and mtDNA in the NLRP3 inflam-
masome activation during AD.

The mitochondrial involvement in Parkinson’s disease
(PD) is related to the deficiency of mitochondrial complex I
(C-I) activity in substantia nigra (Schapira 1999), with a
reduction in GSH levels, suggesting the existence of oxi-
dative stress and subsequent nDNA and mtDNA damage.
Together, these pathogenic mechanisms may lead to the
dopaminergic degeneration and death (Swerdlow et al.
2010). The existence of mtDNA and POLG mutations in
early-onset Parkinsonism in different families (Davidzon
et al. 2006) support the mitochondria connection in PD.
Anyway, there are no currently convincing proofs for a
primary role of mtDNA mutations in this disorder (Howell
et al. 2005). Mutations in a series of nuclear genes
(PARK2, PARK7, PINK1, SNCA, LRRK?2 and HTRA?2)
have been found to be associated with the familial form of
PD (DiMauro and Schon 2008). These genes coded for a
series of proteins involved in mitochondrial function, oxi-
dative stress damage, and control of MPT (Hardy et al.
2006). Following to dopaminergic death in substantia
nigra, there is an inflammatory reaction depending on the
induction of cytosolic iNOS (Liberatore et al. 1999) and
mitochondrial iNOS (i-mtNOS), yielding high amounts of
NO' responsible for the inhibition of the respiration (Acu-
na-Castroviejo et al. 2007; Tapias et al. 2009). The con-
sequence is an overproduction of mitochondrial ROS,
mtDNA damage and MPT opening that maintains the
inflammatory process. Any treatment of PD, from phar-
macological therapy to stem cell transplantation, lacks
efficacy due to the sustained hyperoxidative status and
inflammation in the substantia nigra. Moreover, no bene-
ficial effects were found after administration of anti-
inflammatory drugs to PD or AD patients (Driver et al.
2011; Sonnen et al. 2010). Consequently, inflammation in
these neurodegenerative diseases should be beyond from
the usual targets of the anti-inflammatory drugs. In this
regard, the participation of NLRP3 inflammasome in the
pathogenesis of PD should be now seriously considered.

Neurogenesis and mtDNA

Neurogenesis continues throughout life, with thousands of
new neurons generated daily in the dentate gyrus sub-
granular zone (Cameron and McKay 2001; Gage 2000) and
in the subventricular area (Alvarez-Buylla and Lois 1995).
It is known that neural cells have higher aerobic metabolic
rate than the neural stem cells (NSCs) (Siggins et al. 2008).
Stem cells have few mitochondria with poorly developed
cristae, and low mtDNA content (Baharvand and Matthaei
2003; Cho et al. 2006; St John et al. 2005), and tend to
localize in perinuclear groups. When cells differentiate,
they show larger mitochondria with distinct cristae. It has
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been proposed that the mitochondrial perinuclear arrange-
ment might be a cellular marker for stemness (Lonergan
et al. 2006) whereas an elevation in ATP content may
reflect a loss of stemness and subsequent onset of differ-
entiation (Lonergan et al. 2007). Increased aerobic activity
required for ATP production produces ROS that can
potentially influence the differentiation process, rendering
mitochondrial macromolecules vulnerable to oxidation
damage (Wang et al. 2010). Thus, the differentiation pro-
cess may damage mtDNA, whereas mtDNA integrity is
required for the initial development of RC complexes I, 111,
and IV (Stuart et al. 2005). Consequently, equilibrium
between mitochondrial maturation and ROS production
should be strictly maintained during neurogenesis.

Neural precursor cells die within a short period of time
after mtDNA depletion (Fike et al. 2009). Inhibition of
mitochondrial RC promotes rapid loss of mitochondrial
membrane potential in neurons (Bolanos and Almeida
2006), opening the MPT and initiating apoptosis. Complex
I defects are enough to decrease differentiation of ES cells
into the functional neurons (Kirby et al. 2009). Therefore,
mitochondrial inactivation has been suggested to be a
critical mechanism of cellular damage in neurodegenera-
tive diseases (Fukui and Moraes 2008). Voloboueva et al.
(2010) observed that 24 h of mitochondrial inhibition
produced no significant changes in astrocytes or oligo-
dendrocyte viability, but reduced viability of mature neu-
rons by 30%, and reduced survival of immature neurons by
60%. These authors showed that protecting the mitochon-
drial function reverses the inflammation-associated
impairment on neurogenesis.

These results suggest that mitochondrial function might
play an important role in neurogenesis. NSCs may play a
therapeutic role in some neurodegenerative diseases, such
as PD (Kim et al. 2002), as well as in the repair and
regeneration process after neurological damage secondary
to ischemia or injury (Johansson et al. 1999). But mito-
chondrial ROS and mtDNA damage produced during
neuronal differentiation, resulting in defective mitochon-
drial maturation and inflammation, limits the beneficial
therapy with NSCs. Therefore, the connection between
dysfunctional mitochondria, which produce ROS and
release mtDNA to the cytosol after MPT opening, and the
NLRP3 inflammasome, should be explored during NSCs
differentiation. If this connection exists, we will get a new
therapeutical strategy to improve the NSC survival.

Metabolic diseases

The metabolic syndrome, comprising obesity, insulin
resistance, and type-2 diabetes mellitus (Lim et al. 2010), is
closely associated with chronic inflammation (Hotamisligil
et al. 1993). Insulin resistance is also related to the
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production of ROS (Goldstein et al. 2005), and mito-
chondrial dysfunction (Frojdo et al. 2009; Semple et al.
2004). Some data suggest that reduced OXPHOS and ATP
production following mtDNA reduction, and increased
ROS formation, precede the development of type-2 dia-
betes mellitus (Lee et al. 1998; Morino et al. 2005; Stien-
stra et al. 2010).

Alteration in the expression of PGC-1a during the
inflammatory process of metabolic syndrome further sup-
ports a role of mtDNA in this disease. PGC-1a is an acti-
vator of mitochondrial biogenesis and OXPHOS, and its
expression is reduced during type-2 diabetes. Moreover,
the OXPHOS genes that are dysregulated in type-2 diabetes
are under transcriptional regulation of PGC-1« (Handschin
et al. 2007). Skeletal muscle-specific PGC-1a knockout
mice showed increased expression of pro-inflammatory
genes, which in turn suppresses glucose-stimulated insulin
secretion (Handschin et al. 2007). The deficiency of PGC-
la may be directly related with decreased mtDNA and
elevated production of ROS, both of them associated with
the NLRP3 inflammasome (Zhou et al. 2011), which acts
as a sensor of metabolic stress (Schroder et al. 2010).
NLRP3 agonists stimulate the association of NLRP3 with
thioredoxin-interactin protein (TXNIP). TXNIP, which is
normally bound to thioredoxin, is dissociated in the pres-
ence of ROS. Once dissociated from thioredoxin, TXNIP
interacts with NLRP3 in a ROS-dependent manner (Zhou
et al. 2010). A connection between TXNIP, NLRP3 and IL-
15 is now stated (Schroder et al. 2010). In this sense,
TXNIP expression is induced by glucose and repressed by
insulin, and it is elevated in type-2 diabetes (Chen et al.
2008). Therefore, ROS induce TXNIP dissociation and
binding to NLRP3, activating the inflammasome that trig-
gers IL-1p, and leading to pancreatic f-cell death.

These data suggest that glucose excess drives ROS
production by increasing the activity of the mitochondrial
RC (Nishikawa and Araki 2007), and the expression of
TXNIP. The activation of NLRP3 inflammasome and the
reduction in PGC-1a further favor mitochondrial dysfunc-
tion and mtDNA depletion, facilitating IL-1p release and
pancreatic ff-cell death. This vicious cycle contributes to
type-2 diabetes mellitus progression and suggests that
mitochondria ROS/mtDNA and NLRP3 inflammasome are
new targets for therapeutic intervention in metabolic
syndrome.

Mitochondrial DNA alterations in acute inflammatory
diseases

The recognition of pathogen-derived molecules by the
innate immune system is mediated by a number of recep-
tors, including members of the TLR (Toll-like receptor)

and of the NLR (NOD-like receptor) families. Whereas
Toll-like membrane receptors are linked to the recognition
of bacterial lipopolysaccharides (LPS) and other PAMPs,
NLRP3, a subtype of NLRs, acts as a cytosolic receptor
sensing stressor signals, including ROS, ATP and mtDNA
(Dunne 2011; Masters et al. 2009). As revised above,
activation of NLRP3 receptors leads to the assembly of the
inflammasome, activating caspase-1 that in turn activates a
series of pro-inflammatory cytokines. But before caspase-1
could act, the pro-cytokines should be produced through
the NF-kB pathway. Thus, the NF-kB-NLRP3 connection
is of great importance to understand the innate immune
response during inflammation.

Sepsis: a typical acute inflammatory disease

Sepsis constitutes the main cause of death in the intensive
care units across the world and consists in a pathological
process produced by the presence of bacteria in blood
(Angus and Wax 2001). NF-«B is a transcription factor that
plays a critical role in the innate immune response during
sepsis, controlling the expression of multiple genes. Pri-
marily described in 1986 (Sen and Baltimore 1986),
cytosolic NF-kB is expressed in most of the cells in an
inactive form associated with the inhibitory protein I-xB.
Once released from its inhibitor, NF-xB translocate to the
nucleus, where it regulates the expression of a series of
genes related with the immune and inflammatory responses
(Zingarelli 2005). Among others, these NF-xB-regulated
genes comprise cytokines, such as IL-1f, IL-6, IL-18, and
TNFo (Sen and Baltimore 1986; Zingarelli et al. 2003;
Zingarelli 2005), and the pro-inflammatory enzymes iNOS
and COX-2 (Fig. 2). Once produced, IL-1f and TNFa can
also activate NF-xB, constituting a vicious cycle that
increases the severity and duration of the inflammatory
response. The NF-xB-dependent transcription of I-xBa,
yields a negative feedback circuit that limits the activation
of the former (Sen and Baltimore 1986; Zingarelli et al.
2003; Zingarelli 2005).

The initial steps in the sepsis induced by LPS depend on
the neutrophil activation, yielding high amounts of ROS
and inflammatory mediators, such as TNFu, the latter under
NF-xB control (Janssen-Heininger et al. 2000; Zhou et al.
2001). Moreover, ROS produced during sepsis also activate
antioxidant enzymes, such as SOD, GPx and CAT,
attempting to control the hyperoxidative status (Asehnoune
et al. 2004; Biolo et al. 2007; Delerive et al. 2001; Harris
1992).

The pro-inflammatory mediators as well as ROS pro-
duced during sepsis, directly impair the mitochondrial RC
causing lipids, proteins and mtDNA damage, and ATP
depletion (Suliman et al. 2003, 2005). The impairment of
mitochondrial function in sepsis is well documented
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(Escames et al. 2003, 2007; Lopez et al. 2006a, b), and the
degree of mitochondrial impairment and mortality during
sepsis are well correlated (Svistunenko et al. 2006).
Together with ROS, iNOS/i-mtNOS induction in sepsis
enhances the production of mitochondrial NO' (Escames
et al. 2003, 2007; Lopez et al. 2006a, b), causing irre-
versible damage to mitochondrial macromolecules (Brown
2001; Poderoso et al. 1996). The parallel failure of the RC
and OXPHOS leads to energy depletion and cell death
(Brealey et al. 2002; Callahan and Supinski 2005).

Structural alterations in mitochondria can be observed in
different tissues during sepsis. These alterations, include
swelling, cristae disruption, and elongation, reflecting the
opening of the MPT caused by ROS/RNS. Septic mice
show oxidative damage to mtDNA with reduced density
of mtDNA (Bartz et al. 2011). As a consequence of the
sepsis-induced oxidative damage, mtDNA copy number is
reduced in the early phase of experimental sepsis (Haden
et al. 2007). After this initial phase, mtDNA copy number
is restored, suggesting an increase in mtDNA replication
and mitochondrial biogenesis (Haden et al. 2007). In fact,
septic mice also show high tissue levels of nuclear respi-
ratory factor-1 (NRF-1) and NRF-2, PGCla and TFAM
(Haden et al. 2007; Suliman et al. 2004; Sweeney et al.
2010). These changes may reflect mitochondrial biogenesis
and energy homeostasis recovery that takes place during
the resolution phase, which is activated by innate immunity
(Sweeney et al. 2010).

The signal transduction pathway that link sepsis-induced
inflammation to the upregulation of mitochondrial biogen-
esis involves the TLR receptors (Sweeney et al. 2010). This
response constitutes a pro-survival event that further pro-
tects mtDNA from oxidative damage during sepsis, whereas
it recovers the energy demands of the cell. However, the
relationships between mtDNA and sepsis are not reduced to
the mtDNA damage by ROS/RNS during the response of
the innate immune system. In fact, as it was discussed
above, mitochondrial damage by ROS results in MPT
opening and mtDNA release to the cytosol, that may be
sensed by the mechanisms involved in the NLRP3 inflam-
masome activation. This is another link between canonical
NF-kB activation by LPS, mitochondria damage during
sepsis, and inflammasome activation (Fig. 2). Pharmaco-
logical interventions in sepsis should now address not only
the NF-xB pathway, but also the control of the NLRP3
inflammasome activation.

Melatonin, a disruptor of the NLRP3
inflammasome-mtDNA connection?

From the data revised here, we know that the dysfunctional
mitochondria trigger the activation of the NLRP3
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inflammasome, which depends on the mitochondria ROS
production and mtDNA release after MPT opening. Thus,
one would predict that targeting antioxidants to mito-
chondria may be useful in reducing the overstimulation of
the innate immune response during inflammation (Galley
2010).

Whereas experimental evidence suggest that manipu-
lating autophagy mechanisms and/or mitochondrial ROS
production can reduce the NLRP3 inflammasome activa-
tion (Nakahira et al. 2011), the discovery of new pharma-
cological tools against this inflammatory pathway becomes
essential. From a pharmacological point of view, we can
act on mitochondria, reducing ROS production and/or
closing MPT, or impeding NLRP3 recruitment and acti-
vation. Herein, we revise some aspects of the antioxidant
melatonin as a type of molecule physiologically relevant in
mitochondrial homeostasis, and with important pharma-
cological properties in inflammation. Although there is not
information regarding a direct role of melatonin on the
NLRP3 inflammasome activation, the participation of
melatonin in the control of mitochondrial ROS production
and autophagy (Acuna et al. 2011; Acuna-Castroviejo et al.
2007; Lopez et al. 2009; Martin et al. 2000), and its potent
anti-inflammatory action (Crespo et al. 1999; Escames
et al. 2003, 2006a), support its involvement in the control
of the NLRP3 inflammasome activation.

Melatonin is a phylogenetic old molecule, present from
unicellular organisms to mammals (Tan et al. 2010). In
mammals is synthesized from tryptophan in many organs
and tissues besides the pineal gland (Halberg et al. 2005;
Rensing and Ruoff 2002). Whereas the pineal melatonin is
related to the synchronization of endogenous rhythms
(Kennaway and Wright 2002; Reiter 1980), extrapineal
melatonin is related to the antioxidant and anti-inflamma-
tory protection of the cell (Acuna et al. 2011; Acuna-
Castroviejo et al. 2001).

Melatonin is a potent-free radical scavenger with anti-
oxidant and anti-inflammatory properties (Crespo et al.
1999; Escames et al. 2003; Tan et al. 1993, 1998, 2001,
2007; Tang et al. 1998). Melatonin is a special class of
antioxidant because when scavenging free radicals, it
becomes in a series of metabolites that are also free radical
scavengers (Hardeland et al. 2009). Melatonin is taken up
by mitochondria (Lopez et al. 2009), providing an in situ
protection against oxidative damage (Acuna et al. 2002,
2011; Acuna-Castroviejo et al. 2007; Jou et al. 2010; Lopez
et al. 2009; Paradies et al. 2010). Under physiological
and pathological conditions, the ability of melatonin to
maintain mitochondrial homeostasis has been reportedly
showed (Acuna et al. 2011; Acuna-Castroviejo et al. 2001;
Escames et al. 2007; Lopez et al. 2006a, b). Melatonin,
but not other antioxidants including vitamins C and E,
and N-acetylcysteine, was highly efficient to maintain
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mitochondrial GSH homeostasis in extremely oxidative
conditions, closing the MPT (Paradies et al. 2010) and
promoting mitochondrial survival (Martin et al. 2000,
2002). In normal isolated mitochondria, melatonin
increased the activity of the RC complexes, reduced oxy-
gen consumption and decreased slightly the mitochondrial
inner membrane potential, decreasing ROS (Lopez et al.
2009). In the presence of t-butyl hydroperoxide (t-BHP),
which depletes the mitochondrial GSH pool and blunts
both GPx and GRd activities (Martin et al. 2002), 100 nM
melatonin restored the GSH pool and the normal activity of
the RC and ATP production. In these mitochondria, how-
ever, N-acetyl cysteine (NAC) and vitamins E and C had
any effect despite the doses of these compounds used were
10,000 higher than melatonin (Martin et al. 2000). In vivo,
melatonin also restored the normal mitochondrial function
impaired in different inflammatory status, including neu-
rodegenerative diseases (Acuna et al. 2011; Cardinali et al.
2010; Khaldy et al. 2003; Olcese et al. 2009; Tapias et al.
2009), aging (Carretero et al. 2009; Escames et al. 2010),
neuromuscular disorders (Chahbouni et al. 2010), meta-
bolic dysfunction (Cardinali et al. 2011; Kozirog et al.
2011), and sepsis (Escames et al. 2006a). In these condi-
tions, melatonin reduces mitochondrial ROS production to
normal levels, recovers the normal RC activity and ATP
production, and maintains the GSH homeostasis, closing
the MTP. Melatonin also blunted iNOS/i-mtNOS expres-
sion during sepsis, recovering full mitochondrial function
(Crespo et al. 1999; Escames et al. 2003, 2006b, 2007,
Lopez et al. 2006a, b). Although the initial mechanism
proposed for these effects of melatonin therapy was related
to the inhibition of the NF-xB pathway activation, the
capability of mitochondria to concentrate melatonin, and
the ability of the latter to reduce mitochondrial ROS pro-
duction, suggest that the indoleamine may also inhibits the
mitochondrial ROS-dependent NLRP3 inflammasome
activation. The relationship between melatonin and
autophagy (Coto-Montes and Tomas-Zapico 2006; Garcia
et al. 2010; Yoo and Jeung 2010), which seems to involve a
reduction in the oxidative stress by the indoleamine, further
support this hypothesis.

Concluding remarks and future direction

Apart from sepsis, there are a series of diseases coursing
with inflammation and mitochondrial impairment, with or
without mtDNA mutations, in which the exact mechanism
connecting mitochondria with inflammation is yet a matter
of debate. Interestingly, the common pathophysiological
events in these disorders include oxidative/nitrosative
stress, mitochondrial dysfunction and ROS generation,
which may in turn damage the mtDNA and/or release it to

the cytosol. In the light of new data, the connection
between ROS-generating mitochondria and NLRP3 in-
flammasome activation may explain the inflammatory
process in these pathologies, opening new perspectives for
therapeutical approaches.

Thus, NLRP3 inflammasome and/or mitochondria are
now major targets of interest from the pharmacological
management of these diseases. Herein, melatonin becomes
in a class of drug that fulfills these criteria, and it may also
constitute a template for the development of new anti-
inflammatory molecules. These new drugs may be of utility
in those diseases, such as PD and AD, in which the clas-
sical anti-inflammatory drugs have not effects (Driver et al.
2011; Sonnen et al. 2010).
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