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“No serdn ni los banqueros, ni los politicos, ni los abogados los que salvaran el mundo, si no

ustedes, los biologos”

Michael Volt

“And everything under the sun is in tune, but the sun is eclipsed by the moon”

Roger Waters






RESUMEN

La insuficiencia cardiaca es uno de los componentes mdas importante del fallo
multiorganico que se produce durante la sepsis. Esta patologia se asocia con una alta tasa de
mortalidad y morbilidad en la unidad de cuidados intensivos de los hospitales, siendo su
incidencia y susceptibilidad desproporcionadamente elevadas en los pacientes con edades
avanzadas. Hoy en dia se sabe que el envejecimiento se acompafia de una activacién en la
respuesta inmune que promueve el establecimiento de un estado inflamatorio crénico de
bajo grado conocido con el término de inflammaging. Esta condicién, asociada a la edad,
agrava significativamente el prondstico de las personas mayores a la sepsis y nos ayuda a
entender por qué los modelos animales envejecidos son mds sensibles a los efectos letales de
esta patologia. Debido a que la sepsis constituye un cuadro clinico especifico y que
actualmente no existe ninguna terapia eficaz, es de suma importancia comprender la
desregulacion que tiene lugar en la respuesta inmune innata durante el envejecimiento, para

poder entender mejor lo que ocurre durante la sepsis en organismos envejecidos.

Estudios previos han demostrado la importancia que tiene el factor nuclear kappaB (NF-
kB) durante el proceso de envejecimiento y en la fisiopatologia de la sepsis; en este sentido, el
reconocimiento de la sefial inflamatoria por sus receptores especificos inicia una cascada de
sefalizacién que finaliza en la translocacion nuclear y posterior activacién transcripcional de
NF-kB. En consecuencia, se induce la expresiéon de numerosos genes, incluidos citoquinas y
enzimas de caracter pro-inflamatorio, inmunoreceptores o moléculas de adhesion.
Asimismo, esta condicion inflamatoria se asocia con una profunda disfuncién mitocondrial y
consecuente apoptosis, lo que favorece la liberacién de especies reactivas de oxigeno (ROS),
ATP y DNA mitocondrial (mtDNA) al citosol. Tras su liberacién, estas sefiales asociadas al
dafio celular seran reconocidas por el inflamasoma NLPR3, un complejo multiproteico que

participa en la activacién de la caspasa-1 y, en consecuencia, en la produccién de las formas
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maduras de las citoquinas pro-inflamatorias, incluida IL-1P. Asi, la activacién paralela de las
vias de la inmunidad innata dependientes de NF-xB y del inflamasoma NLRP3, conduce a
una sobreproduccién de IL-1B, TNFa y otros mediadores pro-inflamatorios, los cuales se
encuentran significativamente elevados durante el proceso inflamatorio asociado a la edad y

a la sepsis.

Por otro lado, estudios previos han demostrado que las alteraciones que tienen lugar en la
expresion de los genes reloj durante el envejecimiento se asocian al estado de inflammaging, a
través de la caida en los niveles de NAD* y a la reduccién en la actividad deacetilasa de
SIRT1, lo que impide la inactivacién de NF-kB. Por tanto, el proceso séptico deberia
incrementar la cronodisrupcién que se da con la edad, exacerbando la respuesta inflamatoria

y el dafio asociado.

La falta de una estrategia terapéutica eficaz contra la sepsis puede deberse a la existencia
de la via de la inmunidad innata dependiente de la conexién mitocondria/inflamasoma
NLRP3, ademas de la via clasica dependiente de NF-xB. Por tanto, para modular el proceso
séptico se necesita de un medicamento capaz de atenuar todo el bucle de la inmunidad
innata representado por la conexion entre los genes reloj/NF-«xB/NLRP3, y que evite al
mismo tiempo la producciéon de ROS de origen mitocondrial. La melatonina (N-acetil-5-
metoxitriptamina) cumple totalmente estos criterios; es un potente antioxidante y depurador
de radicales libres; se acumula en la mitocondria a altas concentraciones, donde mantiene su
homeostasis; muestra potentes propiedades antisépticas, modulando la via de activacién de
la inmunidad innata dependiente de NF-xB. Asimismo, recientemente hemos demostrado
que la melatonina también es capaz de inhibir la activaciéon del inflamasoma NLRP3 durante

la sepsis.

De acuerdo con estos antecedentes, hemos estudiado en el corazén de ratones envejecidos

el papel del inflamasoma NLRP3 en el establecimiento del inflammaging y durante la

~ XVIII ~



respuesta inmunitaria exacerbada que se da en la sepsis, evaluando al mismo tiempo, los

mecanismos moleculares involucrados en la accién anti-inflamatoria de la melatonina.

Para ello, los objetivos de este trabajo fueron:

1)

Evaluar en ratones C57BL/6 de 18 meses de edad, controles y con sepsis, la
activacion del inflamasoma NLRP3 mediante el analisis de la expresion y contenido
de sus principales componentes (NLRP3 y ASC), activaciéon de la caspasa-1 y
maduraciéon de la IL-1B, comparando estos parametros con ratones controles
C57BL/6 de 3 meses de edad.

Estudiar en ratones C57BL/6 de 18 meses de edad, controles y con sepsis, la
activacion de NF-xB mediante su presencia en el ntcleo, unién al DNA y niveles de
expresion y contenido proteico de marcadores pro-inflamatorios. Comparar estos
parametros con ratones controles C57BL/6 de 3 meses de edad.

Estudiar en ratones C57BL/6 de 18 meses de edad, controles y con sepsis, el estado
de los genes reloj, la expresion y actividad de los principales enzimas antioxidantes,
asi como la funcién mitocondrial a través del andlisis en la actividad de los complejos
respiratorios, y la via apoptética intrinseca. Comparar con ratones controles C57BL/6
de 3 meses de edad.

Evaluar los efectos protectores del tratamiento agudo con melatonina sobre todos los
pardmetros mencionados anteriormente, asi como sus posibles mecanismos de accién

y dianas moleculares, en ratones sépticos C57BL/6 de 18 meses de edad.

Los resultados mostrados en esta tesis doctoral ayudan a comprender mejor los

mecanismos que subyacen durante el proceso de inflammaging, confirmando que la edad

produce, en primer lugar, una disrupciéon del bucle Clock/Bmall/SIRT1/NF-xB, una

activacion secundaria de la respuesta inmune dependiente de NF-kB, con el consiguiente

deterioro mitocondrial y estrés oxidativo asociado, que finalmente termina con la activacion
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del inflamasoma NLRP3, la amplificacion de la respuesta inflamatoria y, en tltima instancia,
la activacion de los procesos apoptéticos y la pérdida de la capacidad funcional de la célula.
A la vista de estos resultados, proponemos el término chronoinflammaging, como el proceso
asociado al envejecimiento responsable del estado inflamatorio subclinico observado en los

ratones de edad avanzada.

Por su parte, la sepsis incrementé atn mas las alteraciones observadas durante el
inflammaging, produciendo una respuesta inflamatoria desproporcionada en el corazén de
los ratones envejecidos. Por tanto, el estado pro-inflamatorio de bajo grado asociado al
proceso de envejecimiento contribuye a la elevada susceptibilidad y mortalidad de las

personas mayores frente a la sepsis.

Nuestros datos también demuestran que la administracion de melatonina contrarresta
totalmente la respuesta a la sepsis, reduciendo la inflamacién, el estrés oxidativo, y la
disfuncién mitocondrial hasta los niveles mostrados por los ratones envejecidos no sépticos.
Sin embargo, esta terapia no contrarresta el efecto del inflammaging, evidenciando una
importante dualidad en los efectos de la melatonina; por un lado, dosis bajas administradas
de forma crénica previenen el estado inflamatorio de bajo grado asociado a la edad, y por
otro, dosis altas administradas de forma aguda contrarrestan el proceso inflamatorio

asociado a la sepsis, sin afectar al estado inflamatorio basal de los ratones envejecidos.

En conjunto, nuestros resultados sugieren al chronoinflammaging como la base molecular y
bioquimica del proceso de envejecimiento, e identifican al inflamasoma NLRP3 como una
nueva diana molecular de la melatonina durante la sepsis en ratones de edad avanzada,
proporcionando una justificacién para su uso terapéutico en enfermedades inflamatorias

dependientes del inflamasoma NLRP3.
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SUMMARY

Cardiac impairment during sepsis is an important component of multiple organ failure in
the elderly. Sepsis is associated with high mortality and morbidity in the critical care units,
and its incidence and susceptibility are disproportionately elevated in aged patients, with
significantly high mortality rate during sepsis. It is now recognized the existence of a low-
level inflammation during aging, which results of the innate immune system dysregulation,
the so-called “inflammaging”. This condition may help to understand why aged mice are
more sensitive to the lethal effects of sepsis. Because sepsis constitutes a specific
pathophysiological and clinical picture, with not current effective therapy in elderly, it is
important firstly to realize the innate immunity dysregulation during aging, to understand

what happen during sepsis.

Previous reports show that nuclear factor kappa B (NF-xB) plays a critical role during
aging and sepsis pathogenesis, which trigger its nuclear translocation and transcriptional
activity, inducing the expression of pro-inflammatory cytokines and enzymes,
immunoreceptors or adhesion molecules. Inflammation also courses with mitochondrial
dysfunction and apoptosis, favoring reactive oxygen species (ROS), ATP and mitochondrial
DNA (mtDNA) release to the cytosol, promoting the NLRP3 inflammasome assembly, a
multiprotein complex that activates caspase-1. Once activated, caspase-1 processes the NF-
kB-dependent pro-inflammatory cytokines including pro-IL-1p to their mature forms. Thus,
the activation of both NLRP3 inflammasome and NF-«B innate immunity pathways leads to
overproduction of IL-1p, TNFa and other pro-inflammatory mediators, all of which rise

during the inflammatory process associated with age and sepsis in elderly.

Furthermore, previous studies have shown that alterations in the clock genes expression
during aging are associated with an enhanced proinflammatory state through a drop in

NAD* levels and reduction in the SIRT1 deacetylase ability, impeding its inactivation of NF-
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kB. Therefore, sepsis should increase chronodisruption, exacerbating the inflammatory

response and the associated damage.

The lack of an effective therapeutic strategy for sepsis may be now explained by the
existence of the NLRP3/mitochondrion innate immune pathway besides the classic NF-xB
pathway. Therefore, to control the septic process we need a drug able to blunt the whole
innate immune loop represented by the clock genes/NF-xB/NLRP3 connection, and
avoiding mitochondrial-deriving ROS at the same time. Melatonin (N-acetyl-5-
methoxytryptamine) fulfills these criteria; it is a potent antioxidant and free radical
scavenger; it is actively take up by the mitochondria where maintains their homeostasis, and
exerts potent antiseptic properties acting against the NF-xkB-dependent innate immune
pathway activation. Recently, we showed that melatonin also blunts the NLRP3

inflammasome activation.

According with this background, we assess whether the NLRP3 inflammasome is
involved in the inflammaging process itself, and also in the amplified response to sepsis in
heart of aged mice. Moreover, we evaluated the molecular mechanism(s) involved in the

anti-inflammatory actions of melatonin.

The objectives of this research were:

1) To assess the NLRP3 inflammasome activation and to study the cooperation between NF-
kB/NLRP3 signaling pathways.

2) To determine NF-xB signaling pathway activation through its nuclear content, DNA
binding and proinflammatory mediators levels.

3) To evaluate clock genes expression, antioxidant enzymes activity and mitochondrial

function.
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4) To evaluate the protective effects of an acute treatment of melatonin and the

mechanism(s) involved in its therapeutic action.

The results of this thesis help to understand the mechanisms underlying the
inflammaging process, supporting a primary effect of age on clock genes/SIRT1/NF-xB
disruption, a secondary activation of the NF-kB-dependent immunity, a subsequent
mitochondrial impairment and oxidative stress, ending with the activation of the NLRP3
inflammasome and amplifying the inflammatory response of aging. The ultimate goal of
these changes here showed in mouse heart is the initiation of apoptosis and loss functional

capacity. With these results, a chronoinflammaging theory has been proposed.

Sepsis further increases the alterations observed during inflammaging, yielding a
disproportionate inflammatory response in the heart of aged mice. Thus, the low-grade
proinflammatory status associated with aging contributes to the elevated susceptibility and

mortality of sepsis in aged population.

Our data also illustrate that melatonin administration counteracted the septic response,
reducing inflammation, oxidative stress, and mitochondrial dysfunction at the levels of non-
septic aged mice, but this therapy did not counteract the inflammaging response. These
results account for an important duality of melatonin effects, i.e., chronic, low-doses of
melatonin prevent inflammaging, whereas acute, high doses of melatonin counteract septic

inflammation without affect the basal inflammatory status of aged mice.

Together, our results suggest that, although with different strengths, chronoinflammaging
constitutes the biochemical substrate of aging and sepsis, and identify the NLRP3
inflammasome as a new molecular target for melatonin, providing a rationale for its use in

NLRP3-dependent diseases.
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Introduccion

1. ENVEJECIMIENTO

El conocimiento de la biologia basica del proceso de envejecimiento es fundamental para
afrontar uno de los mayores retos que plantea la sociedad del siglo XXI, el incremento

exponencial en el porcentaje y nimero absoluto de personas mayores.

Las Naciones Unidas han pronosticado que la poblacion mundial mayor de 60 afios
aumentard més de tres veces, llegando a alcanzar los 2 mil millones de individuos, durante la
primera mitad del siglo XXI, y que para 2050 excedera el tamafio de la poblacién mundial de
individuos jovenes, es decir, de aquellas personas menores de 15 afios de edad. Este
crecimiento sin precedentes de la poblacién envejecida se observa tanto en los paises en vias
de desarrollado como en los desarrollados, y se debe en parte, al aumento en la esperanza de
vida que paso de ser de 65,3 afios en 1990 a 71,3 en 2013 (GBD 2013 Mortality and Causes of
Death Collaborators, 2015). En Espafa, segun el Instituto Nacional de Estadistica (INE), entre
1992 y 2013, la esperanza de vida ha pasado de 73,9 a 80 afios en los hombres, y de 81,2 a 85,6
aflos en las mujeres. Estos cambios demograficos estan obligando a los paises a pensar en las
medidas de proteccion social y financieras necesarias para enfrentar la creciente poblacién
anciana. Por su parte, los paises en desarrollo encaran la doble tarea que implica impulsar el
estandar de vida de su poblaciéon y mantener al mismo tiempo a generaciones completas que

ya no puedan hacer un aporte a ese proceso.

1.1. CONCEPTO Y TEORIAS

El envejecimiento es un proceso multifactorial que conduce inexorablemente a la muerte.
A medida que nos hacemos mayores, la disminucioén progresiva de la capacidad fisiolégica y
la menor habilidad a la hora de responder a las constantes presiones ambientales, conducen
a una mayor susceptibilidad y vulnerabilidad a las enfermedades relacionadas con la edad y

al propio proceso de envejecimiento en si.
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Hay que aclarar que los términos envejecimiento y senescencia a menudo son utilizados
de forma sinénima, aunque estrictamente el envejecimiento consiste en el paso del tiempo,
desde el desarrollo embrionario hasta la senectud, mientras que la senescencia implica una
disminucién de la homeostasis, deterioro progresivo y aumento en la vulnerabilidad del

organismo (Troen, 2003).

Durante la vejez se dan varias caracteristicas distintivas que representan denominadores
comunes en los diferentes organismos, en especial en los mamiferos. Estas caracteristicas son
la inestabilidad genémica, el acortamiento de los telémeros, las alteraciones epigenéticas, la
pérdida de la proteostasis, la disfuncion mitocondrial, la senescencia celular, el agotamiento
de células madre y la alteracion en las comunicaciones intercelulares (Lopez-Otin y colbs.,
2013). En este sentido, el mayor reto al que se enfrenta la ciencia es poder diseccionar la
interconexiéon entre las distintas caracteristicas distintivas del envejecimiento y su
contribucion relativa al proceso, con el objetivo final de identificar dianas terapéuticas para

mejorar la calidad de vida de las personas mayores.

El envejecimiento es uno de los procesos mas multifactoriales y complejos que existen en
los organismos vivos, de forma que los intentos de comprension de las causas que lo
originan han contribuido a un gran niimero de definiciones y teorias. Historicamente, estas
teorias han sido divididas en dos categorias generales; las que afirman que el proceso de
envejecimiento seria el resultado de la suma de alteraciones que ocurren de forma aleatoria y
se acumulan a lo largo del tiempo (teorias estocasticas), y las que suponen que el
envejecimiento estaria predeterminado (teorias deterministas o genéticas y del desarrollo).
Ambas teorfas no resultan excluyentes entre si, tal y como evidencian las teorias
mitocondrial y de los radicales libres. De hecho, es probable que haya un momento a lo largo
de la vida en el que se refleje una disminucién en las influencias génicas con un incremento

de los efectos estocasticos (Troen, 2003).



Introduccion

Entre las muchas teorias que intentan explicar las causas del envejecimiento, quizas la
mas importante es la que sugiere la participacion de los radicales libres de oxigeno
(HARMAN, 1956; HARMAN, 1972). De acuerdo con esta idea, el envejecimiento resulta de
los efectos perjudiciales fortuitos causados por las especies reactivas de oxigeno (ROS, del
inglés Reactive Oxygen Species) en los tejidos. En este sentido, la conexién entre el proceso de
envejecimiento, las patologias asociadas a este y el dafio oxidativo, se basa principalmente en
tres grandes evidencias: 1) todos los organismos aerobios generan constantemente una alta
tasa de intermediarios reactivos resultado de la reduccion del oxigeno; 2) los productos del
dafio oxidativo se acumulan de manera exponencial en los organismos senescentes bajo
condiciones fisiol6gica normales, siendo esta acumulacién mucho mayor en condiciones
fisiopatologicas; 3) aquellos factores que promueven el estrés oxidativo pueden aumentar
considerablemente la mortalidad y morbilidad, acelerando el proceso, mientras que los
factores antioxidantes pueden reducir la tasa de envejecimiento y, la incidencia y severidad

de las patologias relacionadas con la edad (Poeggeler, 2005).

En base a todo esto, la teoria de los radicales libres fue modificada afios més tarde para
destacar el papel de las mitocondrias como el principal origen y diana de estos
intermediarios reactivos (Miquel y colbs., 1980), surgiendo asi la teoria mitocondrial de
radicales libres (MFRTA, del inglés Mitochondrial Free Radical Theory of Aging). Esta teoria
propone que el envejecimiento estd causado por la toxicidad de las ROS, a través de un
circulo vicioso en el cual el dafio producido en los componentes de las mitocondrias por
estas ROS conduce a la generaciéon de mas ROS, y a una pérdida gradual de la capacidad
bioenergética, que promovera la senescencia celular y finalmente la muerte (Fleming y colbs.,
1982; Wallace, 1992). La teoria se basa en numerosas observaciones, entre las que se incluyen:
1) la existencia de una fuerte correlacién entre la edad cronolégica, los niveles de produccion

de ROS y el dafio oxidativo; 2) la funcién mitocondrial se va perdiendo gradualmente
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durante el envejecimiento; 3) las alteraciones en la funcién mitocondrial incrementan la
producciéon de ROS; 4) varias enfermedades dependientes de la edad se asocian con un
incremento severo del estrés oxidativo (Hekimi y colbs., 2011). En base a todo esto, se acepta
que el envejecimiento estd estrechamente asociado a la producciéon de ROS de origen

mitocondprial y al dafio relacionado con esta produccién (Balaban y colbs., 2005).

Como ultimo punto de este primer apartado, cabe destacar que con el aumento de la
esperanza de vida, los individuos se encuentran expuestos por mds tiempo a distintos
antigenos que, junto con el envejecimiento del sistema inmunitario, favorecen el
establecimiento de un estado inflamatorio crénico de bajo grado que se acompafia con un
aumento en la expresion de varios mediadores pro-inflamatorios. Esta situacion,
denominada inflammaging (Franceschi y colbs., 2000), describe el estado inflamatorio
caracteristico del proceso de envejecimiento asociado a una exposicion crénica a factores de
estrés, como los antigenos, que conduciran a una desregulacién del sistema inmunoldgico.
Esta desregulacion en la respuesta inmunitaria asociada a la edad se conoce con el término
de inmunosenescencia (Franceschi y colbs., 1999). En base a esto, Chung y colaboradores
sugirieron la hipétesis inflamatoria del envejecimiento, la cual postula que durante la vejez
se produce un desbalance entre los factores anti-inflamatorios y pro-inflamatorios a favor de
éstos ultimos, dando lugar a un estado pro-inflamatorio persistente que ocasiona dafio en los

tejidos (Chung y colbs., 2001; Chung y colbs., 2002).

De acuerdo con estas tltimas teorfas inmunolégicas del envejecimiento, y al demostrado
estado pro-inflamatorio que acompafia a la edad, buena parte del estudio presentado en esta
tesis doctoral intentara dilucidar, a nivel molecular, el papel que juegan una serie de

marcadores clave en la respuesta inflamatoria que acompana al proceso de envejecimiento.
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2. SISTEMA INMUNITARIO, RESPUESTA INFLAMATORIA Y SU

PAPEL DURANTE EL ENVEJECIMIENTO

La inmunidad innata y adaptativa son los principales mecanismos de defensa de los
organismos superiores contra las amenazas inherentes y ambientales. Curiosamente, a
medida que envejecemos se produce una respuesta inflamatoria persistente como
consecuencia de una desregulacion en el funcionamiento del sistema inmunitario,
involucrando maltiples tipos de células, tanto de la inmunidad innata como de la adaptativa,
que varian en funcién del tejido y del estado de activacién celular (Shaw y colbs., 2013). De
la amplia gama de factores que contribuyen a este estado, la sobrecarga antigénica crénica
parece jugar el papel més importante, afectando al sistema inmunolégico a lo largo de toda
la vida a través de la activacion progresiva de macréfagos y células relacionadas (Franceschi
y colbs., 1999; De y colbs., 2006). Esta desregulacion en la respuesta inmunitaria asociada a la
edad, la inmunosenescencia, se traduce en una mayor susceptibilidad a los procesos
infecciosos, al cdncer y en una reduccién de la respuesta a la vacunacién (Cannizzo y colbs.,
2011), contribuyendo al proceso inflamatorio crénico referido como inflammaging (Franceschi

y colbs., 2000).

2.1. REACCION INFLAMATORIA Y ENVEJECIMIENTO

La inflamacién es una respuesta local del sistema inmunitario desencadenada u originada
en un organismo frente al dafio causado en sus células y tejidos vascularizados por
patégenos bacterianos o cualquier otro agresor de naturaleza fisica, quimica, biolégica o
mecanica (Nathan, 2002). Desde un punto de vista fisiologico, todo proceso inflamatorio
debe interpretarse como un intento del organismo para eliminar el estimulo perjudicial al
tiempo que se inicia una compleja red de interacciones moleculares y celulares que facilitan

los procesos de recuperacion de la homeostasis y la reparacién tisular (Henson, 2005; Barton,
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2008). Sin embargo, si la eliminacién, resolucién y reparacion del dafio no se organizan de
forma apropiada, la respuesta inflamatoria se activa de forma persistente y desmesurada,
perdiéndose asi su valor adaptativo (beneficioso para la eficacia biol6gica del organismo y su
eficacia reproductora), adquiriendo un caracter perjudicial asociado a un dafio tisular

permanente.

El anélisis de este concepto nos permite establecer dos grandes consideraciones; la
primera hace referencia al papel que juega el proceso inflamatorio a la hora de establecer una
nueva conexioén entre la respuesta inmune innata y adquirida. Asi, las células del sistema de
la inmunidad innata detectan y sefializan la presencia de dafio, inicidndose una cascada
inflamatoria que, ademds de contener al elemento agresor, permite la activacién especifica
del sistema adaptativo. Por tanto, los signos clasicos de la inflamacién aguda (tumefaccion,
rubor, calor y dolor) son iniciados por la inmunidad innata, si bien las células del sistema
adaptativo contribuyen y potencian tales efectos ya que la inflamaciéon surge igualmente
como mecanismo efector adaptativo tras el reconocimiento del “elemento extrafio” (Henson,
2005; Barton, 2008). La segunda consideracién se basa en el diferente proposito fisiologico y
consecuencias patolégicas que, en funcién del estimulo, muestra la respuesta inflamatoria
(Figura 1) (Medzhitov, 2008); como hemos dicho con anterioridad, todo proceso inflamatorio
tiene un enorme valor fisiologico siempre que se desencadene de forma organizada, rdpida y
controlada en cuanto al dafio que genera, lo que le permitird la eliminacién, resolucién y
reparacién del dafio, resolviendo la infeccién y recuperando la homeostasis del organismo.
Sin embargo, si la respuesta inflamatoria no se controla de forma adecuada no sélo falla en
su proposito de eliminar al estimulo nocivo, sino que ademas va a persistir en el organismos,
adquiriendo nuevas caracteristicas que hacen de esta respuesta inflamatoria una mayor
causa de dafio al hospedador que el propio estimulo que la originé inicialmente (Medzhitov,

2008).
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Figura 1. Causas, propdsito fisiologico y consecuencias patoldgicas de la inflamacién. En funcién
del estimulo, la respuesta inflamatoria tiene diferentes propositos fisiolégicos y consecuencias
patolégicas. De los posibles estimulos, sélo la inflamacién asociada a infeccién se acopla con una

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

Un ejemplo claro de respuesta inflamatoria permanente asociada a dafio tisular, es la que
se da durante el proceso de envejecimiento. A medida que nos vamos haciendo mayores, se
produce un incremento 2-4 veces mayor en los niveles séricos de mediadores pro-
inflamatorios como citoquinas y proteinas de fase, reflejando asi, la reaccién inflamatoria
cronica de bajo grado que acompaiia a la edad (Franceschi y colbs., 2000). La principal causa
de este estado pro-inflamatorio es la sobrecarga antigénica cronica (Franceschi y colbs., 1999;
De y colbs., 2006), que sumado a la carga genética, potencian la aparicién de enfermedades
inflamatorias relacionadas con el proceso de envejecimiento. Ahora bien, hay que tener en
cuenta que la esperanza de vida global para el ser humano, en ambos sexos, aumenté de 65,3
afios en 1990 a 71,5 afios en 2013 (GBD 2013 Mortality and Causes of Death Collaborators,
2015), por lo que, en las ultimas décadas, el sistema inmunitario se ha visto obligado a

mantener un estado de activacién durante mas tiempo. Asi, este periodo prolongado de
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activacion produce una serie de cambios en las células del sistema inmunolégico que
conducen a un proceso inflamatorio permanente que ocasionara inexorablemente un dafio
tisular y la aparicion de enfermedades crénicas vinculadas a la edad, como son la
enfermedad de Alzheimer, la aterosclerosis, la diabetes, la sarcopenia y el cancer, todas ellas

con un importante componente inflamatorio (Vasto y colbs., 2007).

2.2. SEPSIS Y ENVEJECIMIENTO

Como podemos observar en la figura 1, de los 3 posibles estimulos iniciadores de la
respuesta inflamatoria, sélo la respuesta inflamatoria inducida por un proceso infeccioso se

acopla con la activacion de la respuesta inmune en un estado patolégico.

Un ejemplo clasico de estado inflamatorio patolégico asociado a la respuesta inmune es la
sepsis y sus complicaciones (sepsis severa, shock séptico y el sindrome de disfuncién
organica multiple). La sepsis se define como una respuesta inflamatoria sistémica
desproporcionada del huésped frente a la infeccién, aunque no especifica de ésta al
observarse igualmente en agresiones severas como quemaduras, traumatismos severos o
pancreatitis (Figura 2), conduciendo a una reaccién inflamatoria desregulada y generalizada
que puede afectar a organos alejados del foco inicial de infeccién, causando fallo

multiorganico y eventualmente la muerte (Matot y Sprung, 2001).

A pesar de las diversas revisiones sobre los conceptos clinicos de la sepsis y sus
posteriores complicaciones, de las mejoras en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), y
de la constante bisqueda de terapias mas efectivas, la heterogeneidad etiolégica mostrada
por la sepsis provoca que, atin hoy en dia, se asocie a ella una alta tasa de mortalidad (Ulloa

y colbs., 2009; Wheeler y colbs., 2009).
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Figura 2. Interrelacién entre el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS), sepsis e
infeccion. El término sepsis implica una respuesta inflamatoria como resultado de una infeccién. Es
evidente que este tipo de respuesta, conocida como sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
(SIRS, del inglés Systemic Inflammatory Response Syndrome), puede darse en ausencia de un estimulo
infeccioso, como ocurre en agresiones severas como quemaduras, pancreatitis, trauma mdultiple y
lesion de los tejidos, quemaduras, isquemia o shock hemorragico. Adaptada de Bone y colaboradores

(Bone y colbs., 1992).

La sepsis es un problema particularmente grave en la poblacién geriétrica, tal y como
queda reflejado en la elevada tasa de incidencia y mortalidad que presentan las personas con
edades avanzadas frente a esta patologia (Angus y colbs., 2001). Desde 2001, la sepsis ha sido
la décima causa de muerte en los pacientes mayores de 65 afios en los EEUU (Starr y Saito,
2014). Ademas, las personas mayores constituyen la mayor proporcién (58-65%) de los
pacientes con sepsis (Angus y colbs., 2001; Martin y colbs., 2006; Dombrovskiy y colbs.,
2007). Angus y colaboradores determinaron que la incidencia de la sepsis grave se
incrementa mas de 100 veces con la edad (de 0,2 casos por cada 1.000 nifios, a 5,3 casos por
cada 1.000 pacientes de entre 60 y 64 afios, y 26,2 casos por cada 1.000 pacientes mayores de
85 afios) y que la mortalidad aumenta del 10% en nifios al 26% en pacientes de entre 60 y 64

afios, y al 38% en aquellos mayores de 85 afios (Angus y colbs., 2001). Por otro lado, Martin y
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colaboradores encontraron que la incidencia de la sepsis (todos los casos, no sélo la sepsis
severa) se incrementa de forma exponencial en todas las edades adultas con una tasa de
letalidad del 27,7% para las personas mayores de 65 afios frente al 17,7% para aquellos
menores de 65 afios (Martin y colbs., 2006). Estos investigadores también reportaron que los
ancianos eran un 26% mds propensos a morir durante la primera semana de hospitalizacion
por sepsis que sus homologos mas jovenes (Martin y colbs., 2006). Ademas, Dombrovskiy y
colaboradores reportaron que en el afio 2003 la tasa de incidencia de la sepsis grave fue de
7,05-7,15 casos por cada 100.000 nifios, de 161-197 casos por cada 100.000 personas con
edades comprendidas entre los 50 y 64 afios, de 442,2-596,7 casos por cada 100.000 personas
con edades comprendidas entre los 65 a 79 afios, y de 912-1320 casos por cada 100.000
personas mayores de 85 afios (Dombrovskiy y colbs., 2007). Cabe destacar que muchos de los
pacientes ancianos que mueren como consecuencia de una infeccién, no se documentan
como "sepsis" ya que a menudo reciben cuidados paliativos en lugar de ser enviados a la UCI
para el tratamiento agresivo (Starr y Saito, 2014). A nivel nacional, el andlisis de altas
hospitalarias del ano 2001 en la Comunidad de Madrid describe una incidencia de 14,1
episodios de sepsis grave por cada 10.000 habitantes, siendo maxima en los mayores de 84
afios con una incidencia de 230,8 casos por cada 10.000 habitantes. La edad media fue de 62,5
afos, y la mortalidad media del 33%, con un coste hospitalario que asciende a 70 millones de
euros, 26 de los cuales se destinan a la atencién de pacientes que no sobreviven a la patologia

(Inigo y colbs., 2006).

Todos estos datos epidemioldgicos nos ayudan a entender por qué, a nivel experimental,
los ratones con edades avanzadas son mas propensos a morir por sepsis que los jovenes,
asociandose este hecho a una mayor sensibilidad de los ratones envejecidos a la infeccién
bacteriana invasiva, y a un mayor proceso inflamatorio sistémico y local (Hyde y colbs., 1990;
Turnbull y colbs., 2009). Por otro lado se ha podido observar que la susceptibilidad de los

pacientes con edades avanzadas a la infeccion aumenta como consecuencia directa del
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marcado descenso en la funcién inmune humoral y celular que acompana al envejecimiento,
lo cual implica defectos en la funcién de las células B y T y, en definitiva, una menor
habilidad para ejecutar una respuesta rapida, especifica y efectiva frente a nuevos patégenos
(Opal y colbs., 2005). Igualmente, esta mayor susceptibilidad y mortalidad esta causada por
el incremento en la expresion y actividad de la 6xido nitrico sintasa inducible citosélica y
mitocondrial (iNOS e i-mtNOS respectivamente), estrés oxidativo y fallo severo hepatico y

pulmonar que acompafia al envejecimiento (Escames y colbs., 2006b).

2.3. ACTIVACION DE LA INMUNIDAD INNATA: RECEPTORES Y EFECTO

DEL ENVEJECIMIENTO

El sistema inmune innato es capaz de reconocer estructuras antigénicas altamente
conservadas en diversos microorganismos que, en su conjunto, reciben el nombre de
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs, del inglés Pathogen-Associated
Molecular Patterns). Estos PAMPs son reconocidos por receptores propios del sistema inmune
innato que reciben el nombre de receptores de reconocimiento de patrones (PRR, del inglés
Pattern Recognition Receptor). Todos los PRR presentan, desde un punto de vista estructural,
un dominio especifico para el reconocimiento de PAMPs y una regiéon de interaccién
proteina-proteina esencial para iniciar los procesos de sefializacion celular (Medzhitov, 2007).
Los distintos tipos de PRR se pueden agrupar segtn las diferencias funcionales que
presentan:

a) PRR secretados y presentes tanto en fluidos corporales como en el espacio
extracelular, entre los que se incluyen receptores del complemento, proteina C
reactiva, proteina componente P amiloide sérico o la proteina relacionada con la
pentraxina PTX3.

b) PRR transmembrana, entre los que se encuentran los receptores de tipo Toll (TLRs,

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

c) PRR citosélicos, incluidos los receptores tipo RIG-I (RLRs, del inglés Retinoic acid-
inducible gene I (RIG-I)-like Receptors) y los receptores NLRs (del inglés Nucleotide-
binding domain and Leucine-rich repeat containing Receptors). Ambos actian como
sensores intracelulares detectando la presencia de virus, productos microbianos,
sustancias relacionadas con el estrés celular o particulas cristalinas de origen no
infeccioso. De este modo, los PRR citosolicos median la respuesta inmune una vez
que la célula esta infectada, cooperando asimismo con los PRR transmembrana a la
hora de dar continuidad a la sefializaciéon intracelular asociada a la presencia de un

elemento “extrafio” (Martinon y colbs., 2009; Pichlmair y Reis e Sousa, 2007).

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

forma eficiente (Ishii y colbs., 2008) (Figura 3).
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No obstante, una respuesta inflamatoria desproporcionada puede causar muerte celular y
dafio tisular en el propio hospedador, con la consecuente liberaciéon de componentes
celulares al medio extracelular. Estos componentes o sefiales de peligro reciben de forma
conjunta el nombre de patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs, del inglés Damage-
Associated Molecular Patterns), e incluyen tanto proteinas celulares (HMGB1, del inglés High-
mobility group protein B1, interleuquina-1, SAP130, del inglés Histone deacetylase dependent
SIN3A) como moléculas relacionadas con acidos nucleicos (DNA, ATP o acido drico). A
pesar de mostrar un papel importante a la hora de combatir a los patégenos, estos DAMPs
pueden ser reconocidos por algunos de los PRR especificados anteriormente, lo que
desencadena no s6lo una mayor respuesta inflamatoria contra el patégeno sino también un

fallo importante en la regulacién de las vias inflamatorias (Matzinger, 1998; El y colbs., 2007;

Jounai y colbs., 2012).
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Figura 3. Comunicacion entre los PRR y amplificacién de la respuesta inflamatoria (Ishii et al, 2008).
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Los mecanismos que subyacen durante el proceso inflamatorio basal asociado al
envejecimiento parecen implicar cambios en el ntimero y funciones de las células de la
inmunidad innata, con alteraciones en la expresion y cascada de sefializacion iniciada por la
activacion de los PRR, que conducen finalmente a una secrecion descontrolada de
mediadores pro-inflamatorios. Asi, la cascada de sefializacién iniciada por estos receptores
juega un papel crucial en la conexién entre la respuesta innata y adaptativa a través de la
expresion de citoquinas pro-inflamatorias y moléculas coestimuladoras. Durante el
envejecimiento, se ha observado que se produce una disminucion en la expresiéon de los TLR
en células del sistema inmune innato (Shaw y colbs., 2013). De hecho, uno de los primeros
estudios que evaluaron la funcién de los TLR en ratones C57BL/6 envejecidos mostré una
disminucién general en la expresiéon génica de todos estos receptores (TLR1-TLRY) y una
induccién en la producciéon de TNFa e IL-6 dependientes de TLR en macréfagos peritoneales
y esplénicos, asi como una reduccion en el contenido proteico de TLR4 (Renshaw y colbs.,
2002). Estos datos proporcionan una evidencia clara del deterioro en la funcién de los TLR,
con el consiguiente aumento de la respuesta inflamatoria debido al aumento en Ia

produccién de citoquinas pro-inflamatorias durante el envejecimiento (Figura 4).

Por otro lado, se conoce muy poco sobre los efectos que tiene la edad en el
funcionamiento de los PRR citosélicos NLRs. En concreto, un estudio de 2013 con ratones
envejecidos deficientes en NLRP3 (del inglés NACHT-, LRR- and PYD domains-containing
Protein 3) demostré la implicacion del inflamasoma NLRP3 en la inflamacién sistémica
asociada a la edad en tejido adiposo y cerebro, de manera que la ausencia de esta proteina
mejord la tolerancia a la glucosa, asi como las pruebas de memoria y aprendizaje en los
ratones de edad avanzada (Youm y colbs., 2013). A parte de este trabajo, las revisiones de
Shaw y colaboradores (Shaw y colbs., 2013) y, Feldman y colaboradores (Feldman y colbs.,
2015), reportaron la posible conexién existente entre la activacion del inflamasoma NLRP3,

mediada por el reconocimiento de DAMPs, y el establecimiento del estado inflamatorio
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crénica de bajo grado que acompafia al envejecimiento y a las enfermedades asociadas a este

proceso.

En conjunto, todos estos hallazgos relacionan muy bien la desregulacién en la activacién

de la inmunidad innata y el proceso pro-inflamatorio permanente que se da con la edad

(Figura 4).
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Figura 4. Efectos del envejecimiento sobre la sefializacién de la inmunidad innata dependiente de
los PRR. Representacion de las vias de sefalizacion mediadas por TLR y NLRP3 durante el
envejecimiento, el cual cursa con niveles altos de PAMPs y DAMPs. dsRNA, ARN de doble cadena;
IFN, interferén; IFNAR, receptor IFN o/p; IL-1p, interleuquina-1p; IRF, factor regulador IFN; LPS,
lipopolisacarido; MD2, factor de diferenciacién mieloide 2; MYD88, proteina 88 de respuesta primaria
a diferenciacién mieloide; NF-xB, factor nuclear kappa B; PI3K, fosfoinositol 3-quinasa; SOCS,
supresor de la sefalizacién de citoquinas; ssARN, ARN de cadena sencilla; TAM, TYRO3, AXL y
MER, molécula adaptadora relacionada con TRIF-; TRIF, proteina adaptadora inductora de IFNf con
dominio TIR (Shaw y colbs., 2013).
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3. NF-xB: REGULADOR CLAVE DE LA RESPUESTA INMUNE E

INFLAMATORIA

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

inhibidor.

3.1 MIEMBROS Y ESTRUCTURA DE LA FAMILIA NF-xB/Rel

En mamiferos, la familia de factores de transcripcion NF-kB/Rel consta de cinco
miembros identificados como p105/p50, p100/p52, p65 (RelA), c-Rel y RelB. Estas distintas
subunidades tienen la capacidad para formar homo o heterodimeros in vivo, con excepciéon
de RelB que sélo forma heterodimeros in vitro. Una vez formados, estos dimeros se unen a
sitios especificos presentes en el DNA, denominados sitios kappaB, constituidos por 9-10

pares de bases de gran variabilidad: 5-GGGRNWYYCC-3’, donde: R es adenina o guanina,
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N es cualquier nucleétido, W es adenina o timina e Y es citosina o timina (Gilmore, 2006). Sin
embargo, los distintos homo y heterodimeros muestran diferente habilidad a nivel
transcripcional. Asi, por ejemplo, los heterodimeros p65/p50, que constituyen la forma
mayoritaria, promueven fuertemente la transcripciéon de genes (efecto que es consecuencia
de la actividad de p65, limitandose el papel de p50 a facilitar la unién al DNA), mientras que
los homodimeros p50/p50 reprimen la transcripciéon génica tras su unién a los sitios kappaB
(Schmitz y Baeuerle, 1991; Grimm y Baeuerle, 1993). Como rasgo comun, todos los miembros
de la familia comparten un dominio N-terminal homoélogo a Rel altamente conservado
(RHD, del inglés Rel Homology Domain) constituido por secuencias de 300 aminoacidos que
resultan clave en la dimerizacién de los diferentes miembros, unién al DNA e interaccién con
los inhibidores IxB (Figura 5). En dicho dominio también se identifica una secuencia de
localizaciéon nuclear (NLS, del inglés Nuclear Localization Sequence) que permite a estas
proteinas translocarse al nicleo y llevar a cabo su funcién transcripcional (Gilmore, 1990).
Por otro lado, las diferencias presentes en las secuencias de la regiéon C-terminal permiten
clasificar a la familia NF-xB/Rel: c-Rel, p65 y RelB contienen un dominio C-terminal de
activacion de la transcripciéon susceptible de sufrir modificaciones post-translacionales que
potencian su unién al DNA y actividad transcripcional. Por el contrario, NF-xB1 (p105/p50)
y NF-xB2 (p100/p52) presentan en esta regién repeticiones ricas en ankirina que acttan
como sitios de interaccion proteina-proteina (Figura 5). Ademas, NF-xB1 y 2 son sintetizados
como largos polipéptidos de 105 y 100 KDa, respectivamente, que serdn “rotos” post-
transcripcionalmente para generar las subunidades de unién al DNA p50 y p52 (Betts y

Nabel, 1996).
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Figura 5. Miembros de la familia NF-xB/Rel. El ntimero de aminoicidos de cada proteina en
humanos se indica a la derecha. En RELA (p65) se indica los principales residuos que sufren
modificaciones post-translacionales clave para su activacion transcripcional (Ser276, Ser529 y Ser536).
En p105/p50 y p100/p52 se indican los sitios donde tiene lugar su procesamiento proteolitico, en los
residuos 435 y 405 (flechas negras), generando las subunidades de NF-kB p50 y p52, respectivamente.
La region rica en glicina (GRR) y los sitios C-terminal de fosforilacién inducible (secuencias DSVCDS
y EVKEDSAYGS para pl05 y pl00, respectivamente) son necesarios para el procesamiento
proteolitico. RHD, dominio homélogo a Rel; NLS, secuencia de localizacién nuclear; TD, dominio de
transactivacion; LZ, dominio cremallera de leucina; ANK, repeticiones ricas en ankirina (Li y Verma,

2002).

3.2. INHIBICION Y ACTIVACION DE NF-«B

Los miembros de la familia NF-xB/Rel son activados por una amplia variedad de
estimulos, incluyendo citoquinas de cardcter pro-inflamatorio como TNFa o IL-13, mitégenos
de células B o T, bacterias y sus productos bacterianos como el LPS, virus y proteinas virales,
RNA de doble cadena o incluso situaciones de estrés fisico o quimico (Karin y Ben-Neriah,
2000). El correcto reconocimiento de estos ligandos por sus receptores especificos conlleva la
activacion de NF-xB, la cual puede llevarse a cabo mediante dos posibles vias de activacion,

candnica y no canénica. De estas dos vias, describiremos brevemente la primera, ya que es la
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que se activa principalmente en respuesta a productos bacterianos y sefales pro-
inflamatorias, con un papel clave en la patogénesis de enfermedades inflamatorias, incluida
la sepsis. En esta via, la translocacién nuclear de los heterodimeros p50/p65 tiene lugar

gracias a la fosforilacion y posterior degradacion del inhibidor IxBa.

En células en estado de reposo, los dimeros de NF-xB residen en el citosol en forma
inactiva gracias a su unién con proteinas inhibidoras pertenecientes a la familia IxB,
principalmente la isoforma IkBa. Este inhibidor presenta 6 repeticiones de ankirina a través

ANK de las cuales se une al dominio RHD de NF-«B (Figura

IxBa IR 317 6), enmascarando la secuencia NLS para asi evitar su

Figura 6. Estructura de IxBa. ANK, translocacién nuclear (Verma y colbs., 1995). Ademas,

repeticiones ricas en ankirina el efecto de este inhibidor sobre NF-«B no sélo es
citoplasmaético ya que es capaz de entrar al ndcleo, posiblemente gracias a la presencia de
NLS (Malek y colbs., 2001), y secuestrar a NF-xB deacetilado y no unido a histonas,
transportandolo al citoplasma gracias a la existencia de secuencias de exporte nuclear (NES,

del inglés Nuclear Export Signal) en IxBo (Chiao y colbs., 1994; Arenzana-Seisdedos y colbs.,

1995; Arenzana-Seisdedos y colbs., 1997; Chen y colbs., 2001).

Como podemos observar en la figura 7, tras el reconocimiento del ligando por su receptor
especifico, LPS para TLR4 e IL-1 para IL-1R, se desencadena el reclutamiento y fosforilacién
de una serie de quinasas especificas serina/treonina esenciales para permitir la transmisiéon
de senales desde el receptor al carecer éste de actividad quinasa intrinseca (Janssens y
Beyaert, 2003). La activacién de estas quinasas adaptadoras permitira la fosforilacién y
activaciéon de las subunidades cataliticas a y B del complejo IKK (del inglés IxB Kinase
Complex). Estas subunidades van a fosforilar al inhibidor IkBa en residuos especificos de
serina (Ser32 y Ser36) presentes en el extremo N-terminal, conduciendo a su ubiquitinacion

en residuos especificos de lisina (Lys21 y Lys22). Ambas modificaciones marcan al inhibidor
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para su rdpida degradacion por el proteosoma 26S, lo que deja expuesta la secuencia NLS de
NF-xB, permitiendo su translocacién al ntucleo (Alkalay y colbs., 1995; Lin y colbs., 1995).
Como evento final y, una vez en el interior del nicleo, el factor de transcripciéon NF-kB sufre
una serie de modificaciones, principalmente fosforilaciones y acetilaciones, que afectan a su
habilidad para activar la transcripcion de sus genes diana; en este sentido, numerosos
estudios proponen que la fosforilaciéon de p65 en su residuo Ser276 por la proteina quinasa A
(PKA, del inglés Protein Kinase A) aumenta su actividad transcripcional al facilitar la
interaccion de p65 con el coactivador CBP/p300 (del inglés CREB-Binding Protein and p300),
presentando éste una actividad histona acetiltransferasa intrinseca necesaria para abrir la
estructura de la cromatina (Karin y Ben-Neriah, 2000). Mas importante atn, el estado
acetilado de p65 va a determinar la eficiencia de su interaccion con IxBa. Asi, la acetilacion
de p65 en su residuo Lys310 mediada por CBP/p300 causa una débil interacciéon entre p65 e
IxBa, mientras que la subsecuente deacetilaciéon por la interaccién especifica de p65 con
histonas deacetilasas, como por ejemplo la histona deacetilasa HDAC3 (del inglés, Histone
Deacetylase Type 3) o la deacetilasa dependiente de NAD* sirtuina-1 (SIRT1, del inglés Silent
mating type Information Regulation 2 homolog), hace que esta unién p65: IxkBa sea mas estable,
lo que permite a este complejo salir del niicleo y restaurar el pool citosolico p65: IxBa (Chen y

colbs., 2001; Yeung y colbs., 2004).

Finalmente, y como se deduce de lo comentado durante este apartado, el caracter
inducible de la respuesta transcripcional dependiente de NF-xB implica la existencia de
diferentes mecanismos de retroalimentacion negativa puestos en marcha tras el
reconocimiento de la sefial activadora. Ademds, dichos mecanismos se caracterizan por
presentar marcadas diferencias en su reversibilidad y efectividad, lo que desencadena una
respuesta bifasica en condiciones de estimulaciéon crénica: una actividad transcripcional de
NF-«B completa y sin restricciones en una ventana temporal temprana, seguida de una fase

de menor expresion génica dado que los principales reguladores negativos son genes diana
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de NF-xB (Renner y Schmitz, 2009). Tal y como hemos mencionado anteriormente, el
principal mecanismo de retroalimentacion negativa estudiado es el dependiente de la
proteina inhibidora IxBa, importancia que se fundamenta en: a) enmascaramiento de NLS de
p65, con la consiguiente localizacién citoplasmatica del complejo inactivo NF-xB: IkBa, y b)
rédpida transcripcion de IkBoa dependiente de NF-kB al determinarse la existencia de sitios

kappaB en el promotor del gen IxBa.
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Figura 7. Via de activacion canénica de NF-xB a partir de sefales pro-inflamatorias clasicas como IL-
1pB o lipopolisacarido (LPS). Ver texto para mas detalles y nomenclatura de las principales moléculas

implicadas. P, fosforilacién; U, ubiquitinizacién; A, acetilacién. Adaptado de Janssens y Beyaert, 2003.

3.3. PAPEL DE NF-xB DURANTE EL ENVEJECIMIENTO

En base a la idea de que la regulaciéon transcripcional, junto con los factores de

transcripcion especificos, son la base de la morfogénesis tisular que tiene lugar durante el
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desarrollo, se podria argumentar que si el envejecimiento estd regulado genéticamente,
deberfan existir cambios a nivel transcripcional durante este proceso (Salminen y colbs.,

2008).

Hace casi 20 afios atrds Helenius y colaboradores evaluaron, en extractos nucleares de
varios tejidos procedentes de roedores jovenes y viejos, la capacidad de unién al DNA de
una serie de factores de transcripcion (NF-xB, AP-1 y Sp-1), encontrando un incremento
significativo en la unién al DNA de los complejos de NF-xB en todos los tejidos de los
animales viejos, lo que indica una activaciéon de la via de este factor nuclear durante el
envejecimiento (Helenius y colbs., 1996a; Helenius y colbs., 1996b). Sin embargo, el patrén de
union de los complejos de NF-xB al DNA no presenté diferencias entre los animales jovenes
y viejos, indicando que el envejecimiento no afecta a la composicion proteica de los
componentes de este factor de transcripcién, pero si a su capacidad transcripcional. Por otro
lado, la capacidad de unién al DNA de AP-1 y Sp-1 no se modificé o se vio disminuida con la
edad, demostrando la importancia que juega la activacion de NF-xB durante el proceso de
envejecimiento, a diferencia de otros factores de transcripcién relacionados también con la
activacion del sistema inmunitario. De acuerdo con esto, en un estudio posterior, Helenius y
colaboradores observaron en higado de rata envejecida que los niveles de los componentes
de NF-xB, p52 y p65, aumentaban de forma considerable en la fraccién nuclear, pero sin

modificarse en la citosdlica (Helenius y colbs., 2001).

Esta activacion “constitutiva” de NF-«xB asociada a la edad ha sido demostrada también
por otros estudios (Korhonen y colbs., 1997; Spencer y colbs., 1997; Kim y colbs., 2000; Kim y
colbs., 2002b; Zhang y colbs., 2013). Asi, por ejemplo, Spencer y colaboradores demostraron
una activacién constitutiva de NF-xB con la edad tanto en tejidos linfoides como células
aisladas del sistema inmunitario. Ademds, mostraron que el tratamiento dietético con a-

tocoferol y un agonistas de PPARa (del inglés Peroxisome Proliferator-Activated Receptor alpha)
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disminuia la expresién, dependiente de la uniéon de NF-xB al DNA, de IL-6 e IL-12 (Spencer
y colbs., 1997). Kim y colaboradores también demostraron que los antioxidantes reducen la
activacion de NF-xB asociada a la edad (Kim y colbs., 2006). Estas observaciones sugieren
que el estrés oxidativo desempefia un papel importante en la activacién de NF-«B durante el
envejecimiento. Ademas, la activacion constitutiva de NF-«xB observada en las células del
sistema inmunitario, junto con la sobrecarga antigénica cronica, podrian ser unos de los
factores causantes de la inmunosenescencia (Salminen y colbs., 2008). Sin embargo, tal y
como reportaron Giardina y Hubbard en una revision de 2002, existen estudios en los que se
demuestra que la pérdida de respuesta asociada a la edad por parte de los linfocitos T
periféricos se debe a una reduccién significativa en la activaciéon de NF-xB (Giardina y
Hubbard, 2002). Esta disminucién en la actividad de NF-xB en células T envejecidas se puede
explicar por una deficiencia que tiene lugar en una etapa previa a la degradacion
proteosomal del inhibidor IxBo, y que involucra cambios en la actividad de la proteina
quinasa A. Asi, los linfocitos T envejecidos presentan una menor actividad proteosomal vy,
por tanto, menor capacidad para degradar a IxBa, lo que se traduce en una menor
translocacion nuclear de NF-xB (Giardina y Hubbard, 2002). Este ultimo hallazgo, no
obstante, nos da una idea tanto de la complejidad del proceso de envejecimiento como de la

manera altamente especifica en la que las células regulan su propia actividad de NF-xB.

Otro enfoque que nos ayuda a entender el papel que tiene la via de sehalizacién
dependiente de NF-xB durante el proceso de envejecimiento, es a través del estudio de las
interacciones de este factor de transcripcién con las distintas redes de sefalizacion
relacionadas con la edad. En este sentido, la deacetilasa dependiente de NAD* SIRT], la cual
acttia como factor de supervivencia y resistencia al estrés durante el envejecimiento (Donmez
y Guarente, 2010), juega un papel clave al unirse fisicamente al complejo NF-kB, inhibiendo

su actividad transcripcional mediante la deacetilaciéon de la subunidad p65 (Yeung y colbs.,
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2004). Asi, la disminucién en los niveles de NAD* que se da durante el envejecimiento,
reduce drasticamente la actividad deacetilasa de SIRT1, lo que conduce a una mayor

actividad transcripcional de NF-xB (Jenwitheesuk y colbs., 2014).

En conjunto, todos estos datos evidencian que la sefalizacion dependiente de NF-xB es
una de las principales responsable del establecimiento del estado pro-inflamatorio crénico
asociado con la edad, ya que este sistema de sefializacion integra la regulacion intracelular de
la respuesta inmune tanto en el envejecimiento como en las enfermedades relacionadas a este

proceso.

3.4. PAPEL DE NF-xB DURANTE LA SEPSIS

El shock séptico es un sindrome clinico de etiologia diversa causado por una enorme
variedad de bacterias, productos bacterianos y citoquinas pro-inflamatorias, que una vez
liberadas, muestran como diana final la activacion de NF-xB. El nivel de activacién de este
factor nuclear se correlaciona positivamente con la severidad de la enfermedad al
monitorizarse una actividad mayor en pacientes sépticos que no sobreviven en comparacion
con aquellos que si lo hacen (Bohrer y colbs., 1997; Arnalich y colbs., 2000; Fan y colbs., 2001).
La importancia que juega la activacion de NF-xB durante la patologia de la sepsis en ratones
queda mas que demostrada con el trabajo de Garcia y colaboradores (Garcia y colbs., 2015).
Una vez activado, NF-xB media la transcripcion de numerosos genes clave en la respuesta
inmune innata, entre los que se incluyen citoquinas (factor estimulante de colonias de
macroéfagos, granulocitos, TNFa, IL-1p, IL-2, 3, 12 o 18...), quimioquinas (IL-8, proteinas
inflamatorias de macréfagos, CCLS5,...), moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM-1, E-
selectina...), inmunoreceptores, enzimas pro-oxidantes (6xido nitrico sintasa inducible
(INOS), ciclooxigenasa-2 (COX-2), lipoxigenasa) o proteinas de la fase aguda, todos ellos con
un papel clave en diferentes eventos implicados en la fisiopatologia de la sepsis: aparicién de

los signos clasicos de inflamacion, amplificacion de la respuesta inflamatoria, coagulacion
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intravascular diseminada, hipotension sistémica, menor contractibilidad cardiaca,

hiperreactividad vascular y dafio endotelial microvascular (Liu y Malik, 2006) (Figura 8).
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Figura 8. La activacién de NF-kB juega un papel central en la fisiopatologia del shock séptico. TF,
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factor tisular; PAI-1, inhibidor del activador del plasminégeno-1 ; TNFa, factor de necrosis tumoral
alfa; IL, interleuquina; IFN-y, interferén gamma; ICAM-1, molécula de adhesiéon intercelular 1;
VCAM-1, proteina de adhesién celular vascular; COX-2, ciclooxigenasa 2; 5-LO, 5-lipooxigenasa;
FLAP, proteina activadora de la 5-lipooxigenasa; iNOS, 6xido nitrico sintasa inducible, NO, éxido
nitrico; DIC, coagulacién intravascular diseminada; ROS, especies reactivas de oxigeno; RNS, especies

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

El estrés oxidativo, definido como el desbalance entre la formaciéon de ROS y especies
reactivas de nitrégeno (RNS, del inglés Reactive Nitrogen Species) y su correcta eliminaciéon
por los sistemas antioxidantes enddégenos (Figura 9), constituye otro importante nexo de

unién entre NF-xB y la fisiopatologia de la sepsis. En mamiferos, la mayoria de las ROS se

forman durante la respiracién celular, si bien también son producidas por los leucocitos
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como parte de la defensa normal del huésped contra los microorganismos invasores
(Webster y Nunn, 1988). No obstante, las ROS son importantes mensajeros intracelulares que
participan activamente en la via clasica de NF-kB, bien como producto de su activacién o
como agente causal, demostrandose que el peroxido de hidrégeno (H20,) o hidroperéxidos
organicos activan NF-kB de forma temporal y dosis-dependiente (Zhou y colbs., 2001;
Horton, 2003). Asimismo, las diferentes citoquinas pro-inflamatorias cooperan a la hora de
inducir la iNOS, generandose una sobreproducciéon de 6xido nitrico (NO*) y RNS que
aumentan ain mas el dafio celular durante el proceso séptico (Lanone y colbs., 2000). Esta
produccién descontrolada desencadena una vasodilatacion excesiva y depresién miocardica
durante el shock séptico (Weitzberg, 2005), menor depuraciéon del H>O» por la catalasa
(Brown, 2001) y generaciéon de nuevas ROS/RNS como los peroxinitritos (ONOO-) al
reaccionar con el anién superéxido (Oz*-) (Lipton y colbs., 1993). Todos estos eventos van a

extender el dafio oxidativo, afectando negativamente a la funcién celular.
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Figura 9. Sistemas antioxidantes enzimaticos citosdlicos. La reduccion univalente del oxigeno

molecular origina la formacién de O2°-, el cual serd dismutado a H>O> por accién de la superdxido
dismutasa dependiente de Cu/Zn (Cu/Zn-SOD). Este H,O, puede ser depurado a H>O y O bien por
accion de la catalasa o bien por accién de la glutation peroxidasa (GPx). Esta ultima utiliza glutation
(GSH) para tal conversién y, en consecuencia, se oxida a GSSG, siendo necesario un sistema de
reciclaje que restaure los niveles de GSH. Asi, la glutation reductasa (GRd) reduce el GSSG a GSH,
requiriendo para ello el poder reductor del NADPH que pasa a NADP*, restableciéndose nuevamente

los niveles de NADPH por accién de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH).
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En la mitocondria, los elevados niveles de NO* producidos por la i-mtNOS reducen la
transferencia de electrones a lo largo de la cadena de transporte electrénico y, como
consecuencia del mayor escape de electrones, tiene lugar una mayor produccion de O*~ y
ONOO-. Tal situacién de estrés oxidativo/nitrosativo mitocondrial causa la inhibicién de los
cuatro complejos respiratorios y la ATP sintasa, disminuyendo la sintesis de ATP y afectando
profundamente a la funcién mitocondrial (Escames y colbs., 2003; Escames y colbs., 2006c).

En definitiva, dado que la respuesta inmune innata dependiente de la activaciéon de NF-
kB controla procesos tan diversos, es necesario un mejor conocimiento de todos los
mecanismos moleculares que desencadenan dicha activacién para poder dar con una terapia

efectiva contra la sepsis.
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4. FAMILIA DE RECEPTORES NLR DE LA INMUNIDAD INNATA:

IMPORTANCIA DEL INFLAMASOMA NLRP3

Como ya hemos mencionado, una respuesta inflamatoria desproporcionada puede causar
muerte celular y dafio tisular, con la consecuente acumulacién de sefiales de peligro o
DAMPs, al tiempo que se da la activacién de la via cldsica de NF-xB, tal y como ocurre
durante el envejecimiento y la sepsis. Una vez liberados, estos DAMPs seran reconocidos,
entre otros PRRs, por la familia NLRs. De este modo, los NLRs cooperan con los receptores
transmembrana TLRs a la hora de activar la respuesta inmune innata y procesos de
apoptosis mediante la formacién de complejos de sefializacién, tales como inflamasomas y
signalosomas NOD (del inglés, Nucleotide-binding Oligomerization Domain) (Martinon y colbs.,

2002).

4.1. RECEPTORES TIPO NOD

Los receptores tipo NOD, NOD1 y NOD2, son receptores citosélicos especializados en
detectar la presencia de peptidoglucanos bacterianos liberados tras la fagocitosis de la
bacteria, si bien las estructuras que detectan son diferentes. Asi, NOD2 detecta muramil
dipéptido, constituyente de la pared celular de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas,
mientras que NODI1 reconoce de forma exclusiva el acido meso-diaminopimélico
caracteristico de bacterias Gram-negativas (Girardin y Philpott, 2004). Una vez activados,
NOD1 y NOD?2 inician una respuesta inflamatoria a través del reclutamiento de la proteina
RIP2 (del inglés Receptor Interactin Protein 2). La oligomerizacién de RIP2 permite al
signalosoma NOD unirse directamente a IKKy, mediar su ubiquitinizacién ligada a K63
(Lys63) y su posterior degradacién proteosomal; como consecuencia, se activan las

subunidades cataliticas IKKa e IKKp que actuaran a nivel del inhibidor IxBa, induciendo su
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degradacion por parte del proteosoma 26S y la consecuente translocaciéon de NF-xB al nticleo

(Tattoli y colbs., 2007).

4.2. INFLAMASOMA NLRP3

Tres miembros de la familia NLR, concretamente los receptores NLRP1, NLRP3 y NLRC4,
junto con la proteina inducible por interferén AIM-2 (del inglés Absent In Melanoma 2), tienen
la capacidad para formar inflamasomas, que se definen como unos complejos multiproteicos
de alto peso molecular que regulan la activacién de las caspasas inflamatorias y, en
consecuencia, la maduracion de sus respectivos substratos (Martinon y colbs., 2002; Agostini
y colbs., 2004). Estas caspasas son producidas en forma de proenzimas inactivos
cataliticamente que, una vez detectada la sefial, se integran y dimerizan en el inflamasoma, lo
que desencadena su activacion mediada por procesamiento proteolitico a fin de conducir a la

maduracién de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1f3, IL-18 e IL-33 (Martinon y colbs., 2009).

De los diversos tipos de inflamasoma, el mejor caracterizado y estudiado hasta el
momento es el constituido por el receptor NLRP3 o NALP3, la proteina adaptadora ASC (del
inglés Apoptosis-associated Speck-like protein Containing a caspase recruitment domain) y la
cistein-proteasa caspasa-1 (Agostini y colbs., 2004). Como podemos observar en la figura 10,
el receptor NLRP3 consta de 3 dominios claramente diferenciados: un dominio N-terminal
denominado PYD (del inglés Pyrin Domain), un dominio central NATCH-NAD (dominio de
oligomerizacién y unién a nucleétido) y un dominio C-terminal LRR (dominio con
repeticiones ricas en leucina). NLRP3 se expresa constitutivamente y de forma inactiva en el
citoplasma dada la interaccién interna que se establece entre los dominios NACHT-NAD y
LRR del receptor. Sin embargo, en presencia de las sefiales activadoras adecuadas, la
proteina NLRP3 sufre importantes modificaciones conformacionales que exponen el dominio
central NACHT-NAD, lo que permite la asociacién de la proteina adaptadora ASC, a través

de interacciones de tipo PYD, y la interaccién con la pro-caspasa-1 mediante interacciones
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tipo CARD (del inglés Caspase Activation and Recruitment Domain). Como consecuencia de
estas modificaciones conformacionales e interacciones, se induce la actividad proteolitica de
la caspasa-1 y el subsecuente procesamiento de las citoquinas pro-inflamatorias pro-IL1{,

pro-IL-18 y pro-IL33 a sus formas activas IL-1p, IL-18 e IL-33, respectivamente (Dunne, 2011)

(Figura 10).
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Figura 10. Representacion esquematica del ensamblaje y activacion de los componentes del
inflamasoma NLRP3. Ver texto para mas detalles (Escames y colbs., 2012).
Hoy en dia se sabe que la activaciéon del inflamasoma NLRP3 tiene lugar en respuesta a

una amplia variedad de estimulos, tal y como se representa en la figura 11.

De acuerdo con todo lo comentado con anterioridad, la activacién del inflamasoma, con la
consecuente produccion de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1f, IL-18 e IL-33, requiere dos
sefiales esenciales: la primera, definida como sefial priming o sefial preestimuladora, se asocia
a una mayor transcripcién y traduccién de las citoquinas pro-inflamatorias pro-IL-1f3, pro-IL-
18 y pro-IL-33, asi como del propio receptor NLR que participara en la formacién del
inflamasoma; mientras tanto, la segunda sefal, producida por un amplio ntimero de

estimulos diversos, dispara el ensamblaje de los diferentes componentes del inflamasoma, la
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activacion de la caspasa-1 y la consecuente secrecion de las formas maduras de las citoquinas

anteriormente mencionadas (Escames y colbs., 2012).

DAMP/PAMP  K*

DAMP/PAMP IL-1B-dependent
inflammatory response...

Reactive

Crystalline/particulate
y oxygen ligands
species

CASPASE

Figura 11. Modelos implicados en la activacién del inflamasoma NLRP3. La oligomerizacién de
NLRP3 junto con el reclutamiento de ASC y procaspasa-1, desencadenan la autoactivacion de la
caspasa-1, y la consecuente maduracién y secrecién de citoquinas pro-inflamatoria, tales como IL-1p.
Los mecanismos que desencadenan tales eventos permanecen en debate, sugiriéndose tres modelos
que pueden no ser completamente exclusivos: (1) El inflamasoma NLRP3 se activa por ATP
extracelular mediante uno de los siguientes mecanismos: activacién de receptores purinérgicos P2X7
con el consecuente reclutamiento de hemicanales de panexina-1 y la formacién de poros que permiten
la entrada al citoplasma de factores extracelulares que son ligandos directos de NLRP3; o bien NLRP3
detecta directamente la salida de iones K* o la pérdida de integridad de membrana. (2) Fagocitosis de
particulas o estructuras cristalinas que conducen a la ruptura lisosomal y liberacién del contenido
lisosomal. Esta via es sensible al inhibidor de la catepsina B, Ca-074-me, lo que sugiere que la
catepsina B potencializa este proceso. (3) La produccién de ROS, producidas bien en respuesta al
reconocimiento de PAMPs/DAMPs o bien como consecuencia de la disfuncién mitocondrial,

conducen a la activacién del inflamasoma NLRP3 (Schroder y colbs., 2010).
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4.2.1. PAPEL DEL INFLAMASOMA NLRP3 DURANTE EL ENVEJECIMIENTO

La exposicion a lo largo de la vida a diferentes antigenos y factores de estrés se traduce en
una situacién de estrés oxidativo crénico (Baylis y colbs., 2013). Esta situacion permite la
liberacion de ROS de origen mitocondrial, lo que provoca un mayor dafio oxidativo en las
biomoléculas de las células senescentes, contribuyendo fuertemente al deterioro celular
asociado a la edad (Barja, 2014). Asi, este proceso oxidativo que acompafia al envejecimiento
conduce a la liberacién y acumulacién de DAMPs que inician un proceso inflamatorio a
través de PRRs, tales como TLRs y NLRP3, desencadenando la activacion del inflamasoma
NLRP3, el incremento en los niveles de IL-1B y una respuesta inflamatoria permanente
(Feldman y colbs., 2015). Ademas de las ROS, los cristales de colesterol también tiene la
capacidad de activar al inflamasoma NLRP3 a través de mecanismos que implican la
liberacién lisosomal de catepsinas, ROS y salida de iones K+, desencadenando una respuesta
inflamatoria como resultado de la liberaciéon de IL-13 (Rajamaki y colbs., 2010; Duewell y
colbs., 2010). En este sentido, se sabe que el envejecimiento contribuye al desarrollo de
aterosclerosis, una enfermedad arterial inflamatoria crénica caracterizada por la deposiciéon
de lipidos, y dado que los cristales de colesterol son abundantes en las lesiones
ateroscleréticas, y que los niveles de IL-1f3 se han relacionado con la aterogénesis, cabe la
posibilidad de que los cristales de colesterol promuevan la inflamacién de la pared arterial
mediante la activaciéon del inflamasoma NLRP3 (Rajamaki y colbs., 2010; Duewell y colbs.,
2010). Aparte de la aterosclerosis, la posible relacién existente entre la activacion de este
inflamasoma, a través del reconocimiento de DAMPs, y el establecimiento de la respuesta
inflamatoria que acompafia a otras patologias asociadas al envejecimiento (enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, degeneracién macular asociada a la edad y gota), se
discute en las revisiones de Shaw y colaboradores (Shaw y colbs., 2013) y, Feldman y

colaboradores (Feldman y colbs., 2015).

~ 35 ~



Huayqui Sol Volt Valdivia

A pesar de estos datos que relacionan los efectos de la edad sobre la activacion del
inflamasoma NLRP3, tiinicamente existe un estudio que presenta evidencias experimentales
directas de la implicacién de este inflamasoma con el proceso inflamatorio sistémico
asociado al envejecimiento (Youm y colbs., 2013). En este estudio, Youm y colaboradores
demuestran que los ratones envejecidos deficientes en el receptor NLRP3 presentan, en
comparacién con ratones envejecidos normales, una disminucién en la pérdida de masa 6sea
y una mejora en el control glucémico, funcionamiento del timo y, en las pruebas de memoria,
aprendizaje y desempefio motor (Youm y colbs., 2013). Estos datos proporcionan evidencias
de que la inhibicion de la actividad aberrante del inflamasoma NLRP3 durante el
envejecimiento podria reducir el proceso inflamatorio caracteristico de las enfermedades
cronicas relacionadas con la edad. Por esta razén, decidimos evaluar el papel que ejerce el
inflamasoma NLRP3 durante la activacion de la respuesta inmune asociada al proceso de

envejecimiento, considerando asi su participacién en el desarrollo del inflammmaging.

4.2.2. PAPEL DEL INFLAMASOMA NLRP3 DURANTE LA SEPSIS

En un estudio reciente hemos identificado, por primera vez, la participacién clave que
tiene el inflamasoma NLRP3 durante el proceso inflamatorio asociado a la sepsis en corazén
de ratén (Garcia y colbs., 2015), identificando claramente la presencia de las dos sefiales
necesarias para la activacion del inflamasoma: la sefal priming o preestimuladora y la sefial

especifica del receptor NLR (Figura 12).

Como ya hemos comentado antes, la estimulacién de los receptores TLR4, IL-1R o
receptores para TNF (TNFR, del inglés TNF Receptors) inducen la activacion cldsica de la via
dependiente de NF-xB; tras la liberaciéon de su inhibidor, NF-xB se transloca al ntcleo y
regula la expresion de numerosos genes relacionados con las respuestas inmune e
inflamatoria puestas en marcha durante la sepsis, entre los que se incluyen tanto citoquinas

de carécter pro-inflamatorio como pro-IL-1f, pro-IL-18 y TNFa, asi como enzimas pro-
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oxidantes como la iNOS y COX-2 (Zingarelli, 2005). Una vez activada, IL-1p junto con TNFa
muestran la habilidad para inducir la via de NF-xB, credndose de esta forma un ciclo vicioso
por el cual se incrementa la severidad y duracién de la respuesta inflamatoria a pesar de la

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

4 }' ATP
wr
NLRP3 ACTIVATION

AND
MITOCHONDRIA MIGRATION

= % Ce

IxBa " / degradation Pro-IL-1B

i :/ other cytold;e\s\

iNOS S
COX-2
Antioxidants,...

Figura 12. Cooperacion entre NF-xB e inflamasoma NLRP3 en la respuesta inmune innata durante

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

De forma paralela, las condiciones responsables de activar la via de NF-xB son también
inductoras de la sobreproduccién de ROS, no s6lo como consecuencia directa de la activacion
de los neutréfilos durante la respuesta inflamatoria (Janssen-Heininger y colbs., 2000), sino

también como resultado del dafio en la funcién mitocondrial asociado a la sepsis (Suliman y

colbs., 2003; Suliman y colbs., 2005). En este sentido, nuestro grupo de investigaciéon ha
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demostrado ampliamente la disfuncién mitocondrial durante la sepsis, junto con la
generacion de ROS y RNS debido al dafio en los complejos respiratorios y, a la induccién de
la actividad y expresiéon de la i-mtNOS, relacionando de forma directa la mortalidad
asociada con esta patologia (Escames y colbs., 2003; Escames y colbs., 2006c; Lopez y colbs.,
2006b; Lopez y colbs., 2006a). En definitiva, la sepsis altera la estructura mitocondrial,
desencadenando la apertura del poro MPT (del inglés Mitochondrial Permeability Transition) y
la consecuente liberacion de ROS y mtDNA al citoplasma, permitiendo la activacion del
inflamasoma NLRP3, responsable no sélo de producir IL-1p madura con capacidad para
activar y potenciar la via de NF-xB, sino también de facilitar la apertura del poro MPT,
potenciando asi su propia activacién, y permitiendo una distribucién perinuclear de las
mitocondprias, la cual es una caracteristica de numerosas patologias de caracter inflamatorio

(Escames y colbs., 2012) (Figura 12).

En definitiva, la cooperacién que se establece entre las vias de NF-xB y NLRP3 durante la
respuesta inflamatoria asociada a la sepsis en miocardio de ratén (Garcia y colbs., 2015), nos
lleva a evaluar el papel que juega esta conexion durante la respuesta inflamatoria
desproporcionada que se da en los organismos envejecidos durante al sepsis (Hyde y colbs.,

1990; Saito y colbs., 2003; Turnbull y colbs., 2009; Starr y Saito, 2014).
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5. MELATONINA: RELACION CON EL ENVEJECIMIENTO Y PAPEL

TERAPEUTICO EN LA SEPSIS

La melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina es una HiC—0
indolamina producida por la glandula pineal que, de
manera indirecta, se relacioné con el aclaramiento de la
piel del renacuajo (McCord CP and Allen FP, 1917). Esta
indolamina se aislé por primera vez en 1958 a partir de
extractos de glandula pineal de vaca (Lerner AB y colbs.,

1958), y en 1959 se identific6 su estructura quimica,

proponiéndose el nombre de melatonina (Lerner AB y

colbs., 1959). Desde un punto de vista quimico, la

Figura 13: Estructura quimica

. . L. de la melatonina
melatonina es un cristal organico, de color blanco, con un

peso molecular de 232,38 g/mol, cuyo punto de fusiéon se encuentra entre 116-118°C, poco

soluble en agua y muy soluble en etanol (Szmuskowvicz AW and Heinzelman RV, 1960).

La melatonina estd muy conservada a lo largo de la evolucién ya que se encuentra desde
organismos muy primitivos como cianobacterias, algas unicelulares, y pardasitos, hasta
organismos actuales (Paredes y colbs., 2009; Hardeland, 2008; Hardeland y Poeggeler, 2003;
Macias y colbs., 1999). Esta indolamina se distribuye ubicuamente a través de todo el
organismo, ya que su naturaleza anfipatica le permite atravesar todas las barreras celulares.
En base a estas caracteristicas, se cree que la aparicion de la melatonina podria deberse a una
adaptacion de los organismos para utilizar el oxigeno, dada su demostrada habilidad a la
hora de neutralizar el efecto dafiino que ejerce este gas sobre las diferentes estructuras
celulares. Asimismo, se sabe que las principales dianas celulares de la melatonina, donde

previene este dafio oxidativo-nitrosativo, son la mitocondria y el nticleo (Menendez-Pelaez y
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colbs., 1993; Acuia-Castroviejo y colbs., 2003; Venegas y colbs., 2012). En este sentido, se han
identificado y caracterizado receptores nucleares para la melatonina en érganos periféricos
(Acufa-Castroviejo y colbs., 1994) y células del sistema nervioso central (Becker-Andre y
colbs., 1994; Carlberg y Wiesenberg, 1995). Asimismo, diversos trabajos han demostrado el
importante papel que tiene la melatonina en el mantenimiento de la homeostasis
mitocondrial (Martin y colbs., 2000; Acufia-Castroviejo y colbs., 2001; Acufia-Castroviejo y

colbs., 2003; Leon y colbs., 2004; Leon y colbs., 2005).

5.1. SINTESIS DE LA MELATONINA

En un principio, se pensaba que la melatonina se originaba tnicamente en la glandula
pineal, desde donde se liberaba rdpidamente al torrente sanguineo, accediendo a todos los
tejidos, compartimentos celulares y fluidos corporales. No obstante, mas tarde se ha
demostrado que ademds de la producciéon pineal, la melatonina es sintetizada en
practicamente todos los 6rganos y tejidos del organismo, entre los que se incluyen retina,
rifién, piel, higado, timo, tiroides, pancreas, cerebelo, epitelio intestinal, epitelio respiratorio,
ovarios, placenta, endometrio, higado, cerebro, corazon, asi como células no endocrinas tales
como eosindfilos, plaquetas, células endoteliales y células natural killer (Kvetnoy y colbs.,
2002; Acufa-Castroviejo y colbs., 2014). Cabe destacar que la produccién de melatonina
extrapineal es mucho mayor que la pineal, variando en funcién del tejido y alcanzando
valores del rango micromolar (Venegas y colbs., 2012; Acufia-Castroviejo y colbs., 2014).
Ademéds, no exhibe el ritmo caracteristico de la melatonina pineal, la cual si presenta un
ritmo circadiano que alcanza sus niveles maximos durante la noche, sobre las 2-4 de la
madrugada. Por otro lado, una caracteristica a destacar es que la melatonina extrapineal
permanece en el interior de la célula y no sale a la circulacion, a pesar de encontrarse en
concentraciones muy elevadas, lo que sugiere que su accién biolégica debe ser diferente a la

de origen pineal (Venegas y colbs., 2012; Acufia-Castroviejo y colbs., 2014).
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Figura 14. Sintesis de la melatonina a partir del triptéfano en la glandula pineal.

A nivel de la glandula pineal, la melatonina se sintetiza a partir del triptéfano,
aminoacido captado del torrente circulatorio por parte del pinealocito a través de un
mecanismo de transporte activo bajo control adrenérgico. Este triptéfano es hidroxilado en
posicion 5 por el enzima L-triptéfano hidroxilasa (TPH) generdndose 5-hidroxitriptéfano, el
cual sufre una descarboxilacion mediada por la 5-hidroxitriptéfano descarboxilasa
transformandose en serotonina (5-hidroxitriptamina). Una vez sintetizada, la serotonina
sufre una acetilacién por acciéon de la arialquilamina N-acetiltransferasa (AANAT),
origindndose en consecuencia la N-acetil-serotonina (NAS), que finalmente sera metilada por
la N-acetilserotonina O-metiltransferasa (ASMT) produciendo la molécula de melatonina o
N-acetil-5-metoxitriptamina (Figura 14). Si bien inicialmente se identificé a la AANAT como
el enzima limitante de todo este proceso, al exhibir el mismo ritmo circadiano que la
melatonina e inhibirse igualmente su actividad con la luz, estudios recientes demuestran que
la sintesis de melatonina no se ve afectada tanto por una notable disminucién o incremento
mantenido en la actividad de la AANAT, lo que pone de manifiesto que el enzima limitante

de la biosintesis de esta hormona podria ser la ASMT (Liu y Borjigin, 2005). Una vez liberada
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en la glandula pineal, la melatonina pasa rapidamente al torrente sanguineo, accediendo a
todos los tejidos, compartimentos celulares y fluidos corporales. Debido a esta caracteristica,
los niveles de esta hormona en sangre son considerados la principal sefial de su sintesis

pineal (Reiter, 1991).

Respecto a la melatonina no pineal, cabe mencionar que se sintetiza a través de la misma
via metabolica que la pineal y en la cantidad necesaria para el tejido en cuestion sin difundir

de unos a otros.

5.2. MECANISMOS DE ACCION DE LA MELATONINA

Serotonina

WﬁﬁﬂﬂﬂﬁﬂﬂﬁmmEMEHMEEMMMEEEI{MHEEHEM

Mel 1a

Proteina

Calmodulina

ROS/RNS

Figura 15. Mecanismos de accion de la melatonina. La melatonina puede actuar a través de la
interaccién con receptores de membrana y nucleares, mostrando en algunos casos un efecto
cooperativo. Ademads, la melatonina ejerce funciones no mediadas por receptor al interaccionar
directamente con algunas proteinas citosélicas como el complejo calcio-calmodulina y calreticulina.

Por dltimo, puede depurar directa o indirectamente ROS/RNS.
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El descubrimiento en los ultimos afios de diferentes dianas moleculares, sumado a la
naturaleza altamente lipofilica de la melatonina, gracias a la cual es capaz de atravesar
membranas celulares, sugiere que sus acciones fisiol6gicas van a estar mediadas por una
amplia variedad de mecanismos de accién, entre los que se incluyen su unién a receptores
(tanto de membrana como nucleares), interacciéon con proteinas citosélicas, acciéon

antioxidante directa e indirecta, e interaccién con la mitocondria (Figura 15).

5.2.1. UNION A RECEPTORES: IMPORTANCIA DEL RECEPTOR NUCLEAR ROR

A nivel de la membrana han sido identificados y caracterizados dos receptores de
melatonina acoplados a proteinas G, denominados como MT1 y MT2. Ambos receptores se
expresan por separado o conjuntamente en varios tejidos del cuerpo, estando la distribucion
de MT2 mas limitada al cerebro. El reconocimiento de la melatonina por cada uno de estos
receptores causa distintos efectos: mientras que MT1 est4 asociado a proteinas G que median
la inactivacién de la adenilato ciclasa y activacion de la fosfolipasa C[3, MT2 adicionalmente

inhibe la via de la guanilato ciclasa soluble (von y colbs., 2002).

En lo que se refiere a los receptores nucleares, el primer indicio de una posible interaccién
de la melatonina con el material nuclear se obtuvo al encontrarse una elevada concentracion
de la hormona asociada a la cromatina (Withyachumnarnkul y colbs., 1986). Posteriormente
Menéndez-Peldez y colaboradores demostraron la presencia de melatonina en el ntcleo
(Menendez-Pelaez y colbs.,, 1993) y, mediante el uso de !*l-iodomelatonina, Acuha-
Castroviejo y colaboradores demostraron su unién especifica a la fraccién proteica del ntcleo
de higado de rata (Acufa-Castroviejo y colbs., 1993; Acufa-Castroviejo y colbs., 1994),
sugiriendo la existencia de receptores nucleares para la melatonina. En 1994 Becker-Andre y
colaboradores (Becker-Andre y colbs., 1994) demostraron una accién gendémica de la
melatonina a través de los receptores nucleares RORo, una subfamilia de receptores

nucleares o factores de transcripciéon dependientes de ligando que proporcionan a los
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organismos la capacidad para controlar la expresion génica en respuesta a un amplio rango

de factores ambientales, fisiol6gicos y de desarrollo.

La subfamilia de receptores ROR/RZR (del inglés Retinoid-related Orphan Receptor/Retinoid
Z Receptor) se divide en tres subtipos, RORa (Becker-Andre y colbs., 1993; Giguere y colbs.,
1994; Giguere y colbs., 1995), RORp (Carlberg y colbs., 1994; Andre y colbs., 1998a) y
RORy (Hirose y colbs., 1994; He y colbs., 1998). Cada subtipo posee varias isoformas debido a
diferentes variantes de splicing, que se diferencian tinicamente en su dominio N-terminal
(Giguere y colbs., 1994; Hamilton y colbs., 1996; Andre y colbs., 1998a). Los diferentes
miembros de la subfamilia van a presentar una estructura constituida en base a 5-6 dominios
funcionales diferenciados, dos de los cuales se encuentran altamente conservados desde un
punto de vista funcional en todos los miembros de la subfamilia: el dominio de unién al
DNA (DBD, del inglés DNA-Binding Domain) y el dominio de unién a ligando (LBD, del
inglés Ligand Binding Domain) (Evans, 1988; Moras y Gronemeyer, 1998; Giguere, 1999;
Jetten y colbs., 2001) (Figura 16). El dominio DBD esta constituido por dos dedos de zinc
que permiten el reconocimiento y unién especifica de monémeros de ROR al DNA, gracias a
la existencia de un elemento de respuesta de ROR (RORE, del inglés ROR Response Element),
el cual consta de una secuencia consenso (AGGTCA) precedida de una secuencia de 6 pares
de bases rica en AT (Carlberg y colbs., 1994; Giguere y colbs., 1994; Andre y colbs., 1998b;
Jetten y colbs., 2001). El domino LBD, mucho menos conservado que el anterior, se sitda en el
extremo C-terminal y presenta una secuencia de funcién de activacion (AF-2) responsable de

la actividad transcripcional del receptor nuclear (Jetten, 2009; Smirnov, 2001).

Una vez unido al DNA a través de su elemento de respuesta, ROR va a mediar la
regulaciéon de numerosos procesos bioldgicos, entre los que se incluyen el desarrollo
embrionario, los ritmos circadianos, procesos de diferenciaciéon y proliferacion celular,

repuesta del sistema inmune y metabolismo celular. Los efectos de ROR sobre estas
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funciones, y especialmente en la regulacion del ritmo circadiano, los veremos con mas detalle

cuando discutamos el papel que juega la melatonina durante el proceso de envejecimiento.

A

A/B C D E AF2

B
18 84 468
10 76 459
— _.— ror
31 97 516

Figura 16. Estructura de los miembros de la subfamilia de receptores nucleares ROR/RZR. A)
Estructura general de los miembros de la superfamilia de receptores nucleares. B) Estructura de los
receptores miembros de la subfamilia ROR/RZR. Los ntiimeros encima de cada receptor representan la
posiciéon del aminoacido. A/B-F, dominios funcionales; DBD, dominio de unién al DNA; LBD,

dominio de unién al ligando; AF2, secuencia de funcién de activacién (Kojetin y Burris, 2014).

Ahora bien, se hace necesario destacar en este apartado la participacion de RORa en la
regulacion de la respuesta inmune. En este sentido, Steinhilber y colaboradores observaron
que la actividad transcripcional de RORa se relaciona con la inhibicién de la enzima 5-
lipooxigenasa, la cual participa en el proceso de biosintesis de leucotrienos pro-inflamatorios
en los linfocitos B humanos (Steinhilber y colbs., 1995). Asimismo, Delerive y colboradores
demostraron el papel de RORal como regulador negativo de la respuesta inflamatoria al
causar una profunda inhibicién de la expresion de mediadores pro-inflamatorios como IL-6,
IL-8 y COX-2, efecto inhibidor que se debe a la presencia de elementos de respuesta a RORa

en el promotor del gen Ikba, lo que le permite interferir negativamente en las vias de
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sefializacion dependientes de NF-«xB (Delerive y colbs., 2001). Posteriormente, Stapleton y
colaboradores confirmaron estas propiedades al observar que los ratones mutantes naturales
para RORa presentaban un mayor grado de reaccion inflamatoria inducida por LPS, en
términos de niveles de neutrdfilos y expresion de mediadores pro-inflamatorios, en
comparacién con los ratones de tipo silvestre (Stapleton y colbs., 2005). Estas propiedades
anti-inflamatorias de RORa nos pueden sugerir una via de conexién entre este factor de
transcripcion y la deacetilasa SIRT1, debido a la capacidad que presenta este enzima para
deacetilar residuos de lisina en posicion 310 de NF-xB, reprimiendo asi su actividad
transcripcional (Yeung y colbs., 2004). En este sentido, hemos demostrado recientemente que
parte de los efectos anti-inflamatorios que tiene la melatonina durante la sepsis, estan
mediados por RORa y son precisamente a través de la modulacién de la respuesta inmune

innata dependiente de NF-xB (Garcia y colbs., 2015).

5.2.2. UNION A PROTEINAS CITOSOLICAS

La melatonina puede interactuar con proteinas citosolicas como: la calmodulina,
modulando la actividad del enzima fosfodiesterasa y, por tanto, las sefiales intracelulares del
calcio (Benitez-King and Anton-Tay, 1993); la calreticulina (Macias y colbs., 2003); la tubulina
(Cardinali y Freire, 1975); y la proteina quinasa C (Benitez-King y colbs., 1996). Todas estas
proteinas participan en el metabolismo del calcio, asi como en la modulacion de la estructura

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

5.2.3. ACCION ANTIOXIDANTE DIRECTA E INDERECTA

La melatonina, asi como algunos de sus metabolitos; la N1-acetil-5-metoxikinuramina
(AMK) y la N1-acetil-N2-formil-5-metoxikinuramina (AFMK), van a ser capaces de depurar
directamente ROS/RNS (Acuha-Castroviejo y colbs., 2001; Reiter y colbs., 2003a; Leon y

colbs., 2004; Galano y colbs., 2013; Manchester y colbs., 2015) (Figura 17).

~ 46 ~



Introduccion

CH3 CHs CH 3
CHs
o HsC
(> = © H \cf
N —— Q 4)- — H 3
H ROS Ill cyclic-3-hydroxymelatonin
melatonin . " " melatoninyl neutral
melatonin radical cation radical .
superoxide radical l weH
CYP450 CH3 O N\ 2 ROS oH
3
os NH 5 NH, O /go
NH
AMK oligomers
| N AMMC and AMNK
0N
N CHs
6~hydroxymelatomn AMK AFMK

Figura 17. Cascada antioxidante de la melatonina. En este esquema aparecen la melatonina y sus
metabolitos: la 6-hidroximelatonina, la 3-hidroximelatonina ciclica, la N1-acetil-N2-formil-5-
metoxikinuramina (AFMK) y la N1-acetil-5-metoxikinuramina (AMK). Todas estas moléculas tienen la
capacidad de eliminar radicales libres. Asi, una tinica molécula de melatonina junto con su

metabolitos pueden depurar numerosas ROS/RNS (Johns y Platts, 2014).

Independientemente de la ruta seleccionada, tanto la 3-hidroximelatonina ciclica como el
AFMK muestran una alta capacidad antioxidante, aumentando por tanto el valor de la
melatonina como potente depurador de radicales libres (Acufia-Castroviejo y colbs., 2001;

Reiter y colbs., 2003a).

Asimismo, la melatonina es capaz de reaccionar con otros radicales de oxigeno, como el
oxigeno singlete (Cagnoli y colbs., 1995), peroxido de hidrégeno (Tan y colbs., 2000) y el Oz*-,
si bien este tultimo hecho atn estd por confirmar, especialmente in vivo, ya que la reaccién
por la cual la melatonina ejerceria esta accion no es conocida (Reiter y colbs., 2003b; Leon y
colbs., 2004; Acuna-Castroviejo y colbs., 2007). Por otro lado, la melatonina también puede
depurar radicales de nitrégeno como los peroxinitritos (ONNO-) (Zhang y colbs., 1999) o
radicales perdxido (LOO*), interfiriendo asi en la propagacién de la peroxidacién lipidica.

Ademés, la melatonina es especialmente eficaz a la hora de depurar el radical hidroxilo
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(OH-) (Poeggeler y colbs., 1993), considerado como el radical libre més dafino de todos los

que se producen (Halliwell, 1992).

Junto con esta capacidad intrinseca para depurar radicales libres, la melatonina posee la
habilidad para estimular la actividad y expresion de otros sistemas antioxidantes,
estableciendo asi una forma de accién indirecta para reducir el estrés oxidativo (Antolin y
colbs., 2002; Mayo y colbs., 2002). En primer lugar, la melatonina estimula el ciclo del
glutation (GSH), aumentando la actividad de la glutation peroxidasa (GPx) y reductasa
(GRd) (Martin y colbs., 2000; Escames y colbs., 2006c; Escames y colbs., 2007; Ortiz y colbs.,
2014), regulando asi el balance glutation oxidado (GSSG)/glutation reducido (GSH).
Ademas, la melatonina aumenta la producciéon de GSH estimulando la y-glutamilcisteina
sintasa, enzima limitante en la ruta de biosintesis de este compuesto (Urata y colbs., 1999), y
la actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), la cual genera el NADPH
requerido por la GRd (Pierrefiche y Laborit, 1995). En el mismo sentido, se ha descrito el
efecto de la melatonina sobre otras enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa
(SOD) y la catalasa (Reiter y colbs., 2003b; Leon y colbs., 2004; Acuha-Castroviejo y colbs.,

2007).

En definitiva, ya sea por accion directa y/o indirecta, la melatonina es un potente
antioxidante con importantes propiedades para regular el estado redox celular,
especialmente a nivel de la mitocondria al ser ésta la principal fuente de ROS/RNS, y
proteger, en consecuencia, macromoléculas como el DNA, lipidos y proteinas del dafio
oxidativo. Asimismo, y dadas las caracteristicas del grupo N-acetil presente en Ia
melatonina, ésta va a aumentar la eficacia de otros antioxidantes naturales, mostrando una

accion sinérgica con las vitaminas C y E (Reiter y colbs., 2003b).
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5.2.4. ACCION SOBRE LA MITOCONDRIA

La melatonina, que difunde al interior de las mitocondrias atravesando la membrana
mitocondrial interna gracias a su cardcter lipofilico, juega un rol muy importante en la
homeostasis mitocondrial. En la mitocondria, donde se acumula a altas concentraciones
(Venegas y colbs., 2012), incrementa la actividad de los complejos de la cadena de transporte
electrénico, y consecuentemente la produccién de ATP, tanto en mitocondrias sanas (Lépez y
colbs., 2009) como dafiadas (Martin y colbs., 2000; Escames y colbs., 2003; Escames y colbs.,
2006c; Escames y colbs., 2007; Ortiz y colbs., 2014; Doerrier y colbs., 2015). La melatonina
también produce una disminucién del potencial de membrana, reduciendo la probabilidad
de que se escapen electrones y por lo tanto se formen especies reactivas (Lopez et al., 2009).
Estas acciones, junto con sus propiedades antioxidantes, hacen que la melatonina muestre
una gran importancia desde el punto de vista terapéutico en todas aquellas patologias donde

la funcién mitocondrial se vea alterada.

5.3. PAPEL DURANTE EL ENVEJECIMIENTO

La alta incidencia de enfermedades relacionadas con la edad en la creciente poblaciéon de
personas mayores ha despertado el interés de la ciencia por la bisqueda de agentes anti-
envejecimiento capaces de prevenir y retrasar este proceso, asi como la apariciéon de
trastornos degenerativos asociados. Dado que el estrés oxidativo desempefia un papel muy
importante tanto en el proceso de envejecimiento como en las enfermedades cronicas
asociadas a la senescencia (De la Fuente y Miquel, 2009; Cannizzo y colbs., 2011), la
administracién de un potente agente antioxidante con alta biodisponibilidad, como es la
melatonina, puede convertirse en una prometedora y eficaz intervencién terapéutica para
frenar el envejecimiento y, el inicio y progresién de los trastornos relacionados con la edad
(Poeggeler, 2005). En este sentido, los efectos que tiene la melatonina sobre el proceso de

envejecimiento han sido reportados en varios trabajos (Poeggeler, 2005; Bubenik y Konturek,
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2011). Se sabe que esta indolamina es una molécula pleiotrépica (Reiter y colbs., 2010) que
actia como un eficaz antioxidante y depurador de radicales libres (Acufa-Castroviejo y
colbs., 2001; Reiter y colbs., 2003a; Reiter y colbs., 2009), y cuya produccién endoégena
disminuye con la edad (Waldhauser y Steger, 1986; Waldhauser y colbs., 1988; Reiter, 1992).
Esta reduccién gradual en la producciéon de melatonina que tiene lugar durante el
envejecimiento no esta causada por la calcificaciéon de la glandula pineal, tal y como se
pensaba, si no que se cree que es debida tanto a una pérdida de inervacion adrenérgica como
a una disminucion en el nimero y actividad de los receptores p-adrenérgicos que se sitdan
en la superficie de los pinealocitos (Greenberg y Weiss, 1978; Reuss y colbs., 1990; Humbert y
Pevet, 1994). Por otra parte, estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que el
tratamiento crénico con esta indolamina previene absolutamente el incremento de la
respuesta inflamatoria, estrés oxidativo, y el deterioro mitocondrial asociados a la edad
(Rodriguez y colbs., 2007a; Rodriguez y colbs., 2007b; Rodriguez y colbs., 2007c; Carretero y
colbs., 2009; Acufia-Castroviejo y colbs., 2012). Por tanto, la reduccién en los niveles de
melatonina que tiene lugar durante el envejecimiento puede desempefiar un papel clave en

la aparicion del dafio oxidativo y estado pro-inflamatorio caracteristicos de este proceso.

La produccién circadiana de melatonina por parte de la glandula pineal, junto con la
presencia de receptores de melatonina en el niicleo supraquiasmatico, evidencian claramente
la relacién que existe entre la produccién de esta hormona y el reloj circadiano (Jenwitheesuk
y colbs., 2014). El reloj circadiano es un sistema endégeno que acttia como un cronémetro
interno, generando variaciones fisioldgicas y comportamentales cada 24 horas
aproximadamente. Estas variaciones diarias se definen como ritmos circadianos (Weinert,
2000). El sistema de los genes reloj encargado de regular estos ritmos estd formado por un
complejo circuito de retroalimentacién transcripcion-traducciéon. Asi, la competencia que
establece RORa con Rev-Erbo, también denominado NR1D1 (del inglés Nuclear receptor

subfamily 1, group D, member 1), por la unién al elemento de respuesta de ROR (RORE) va a
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ser clave en esta regulacién; Rev-Erba regula negativamente la expresion de Bmall (o Arntl,
del inglés Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like) (Preitner y colbs., 2002), mientras
que RORa la induce (Sato y colbs., 2004) a través de la unién a su RORE (Ueda y colbs.,
2005). Asi, RORa incrementa la expresién de los activadores heterodiméricos Bmally Clock
(del inglés Circadian locomotor output cycles kaput), los cuales permiten la expresion de Per (del
inglés Period) y Cry (del inglés Cryptochrome). Los heterodimeros constituidos por estos dos
altimos genes interaccionan con Bmall y Clock, regulando de forma negativa su actividad
transcripcional. Asimismo, Bmall y Clock son capaces de activar a Rev-Erba, reprimiendo en
consecuencia la transcripciéon de todos aquellos genes sometidos al control de RORa
(Albrecht, 2002; Reppert y Weaver, 2002; Nakajima y colbs., 2004; Akashi y Takumi, 2005;

Asher y Schibler, 2006) (Figura 18).

Cytoplasm Nucleus

@_9

RORs'

Figura 18. Mecanismo basico del reloj circadiano en mamiferos. Ver texto para mas detalles (Froy,

2011).
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Durante el envejecimiento se produce una importante disrupcién en los ritmos del reloj
circadiano, siendo esta disfuncién responsable a su vez de contribuir tanto al propio proceso
de envejecimiento como a las patologias relacionadas con la edad (Van Gool y Mirmiran,
1986; Witting y colbs., 1994; Weinert, 2000; Froy, 2011). En este sentido, Kondratov y
colaboradores mostraron que los ratones deficientes en Bmall desarrollaban un fenotipo de
envejecimiento acelerado, caracterizado por multiples anomalias relacionadas con la edad y
una reduccién en la esperanza de vida casi tres veces mayor que los ratones normales
(Kondratov y colbs., 2006). Por otro lado, Dubrovsky y colaboradores mostraron que los
ratones deficientes en Clock presentaban una mayor tasa de inflamacién, cataratas, y una
reduccién en la longevidad del 15% (Dubrovsky y colbs., 2010). Ademas, el reloj circadiano
también controla otros sistemas que se sabe estan asociados con el proceso de
envejecimiento, como el metabolismo, la respuesta al estrés oxidativo, y la reparaciéon del
DNA, evidenciando la importancia que tiene el sistema circadiano durante este proceso
(Khapre y colbs., 2010; Kondratova y Kondratov, 2012). Por tanto, la disrupcién en la
produccion circadiana de melatonina que tiene lugar con la edad, va a tener profundos
efectos sobre la salud y bienestar de las personas mayores como consecuencia de las
alteraciones en el funcionamiento del reloj circadiano (Jenwitheesuk y colbs., 2014), haciendo
necesario estudios que profundicen mas en los diferentes efectos que tiene la melatonina

sobre cada uno de los genes reloj durante el envejecimiento.

Otra conexién entre el reloj circadiano y el envejecimiento es la interaccién que existe
entre SIRT1, la cual actia como factor de supervivencia y resistencia al estrés durante el
envejecimiento (Donmez y Guarente, 2010), y la maquinaria del reloj circadiano (Grimaldi y
colbs., 2009; Sahar y Sassone-Corsi, 2012) (Figura 19). El primer indicio de esta interaccién se
dio a conocer en 2008; en ese afio se descubrié6 que SIRT1 controlaba la amplitud del reloj
circadiano a través de la deacetilacién de Per2 y Bmall (Asher y colbs., 2008; Nakahata y

colbs., 2008). Por otro lado, se sabe que la actividad deacetilasa de SIRT1 es dependiente de
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NAD?, cuyos niveles disminuyen durante el envejecimiento (Braidy y colbs., 2011; Massudi y
colbs., 2012); la biosintesis de NAD* es llevada a cabo por el enzima limitante nicotinamida
fosforibosiltransferasa (NAMPT, del inglés Nicotinamide Phosphoribosyltransferase) y la
nicotinamida mononucleétido adenililtransferasa (NMNAT, del inglés Nicotinamide
Mononucleotide Adenylyltransferase), de forma que SIRT1 regula su propia actividad al inducir
la expresion de la NAMPT gracias a su interacciéon con Clock y Bmall. Este hecho implica
que el enzima NAMPT vy, por tanto, los niveles de NAD* van a estar sometidos a un
importante control circadiano (Nakahata y colbs., 2009; Ramsey y colbs., 2009), lo que
sugiere, a su vez, un control circadiano de la actividad de SIRT1 (Nakahata y colbs., 2008;
Grimaldi y colbs., 2009; Ramsey y colbs., 2009). Finalmente, SIRT1 es capaz de deacetilar a
PGCla (del inglés Peroxisome proliferator-activated receptor Gamma Coactivator 1-alpha)
(Rodgers y colbs., 2005, Nemoto y colbs., 2005; Rodgers y colbs., 2008), promoviendo su
activacion a nivel del promotor de Bmall y el consecuente incremento en la actividad
transcripcional de RORa, lo que se traduce en un aumento en la expresiéon de Bmall (Liu y
colbs., 2007; Jetten, 2009; Chang y Guarente, 2013). Por tanto, la disminucion en la actividad
de SIRT1 que se da con la edad, se correlaciona con una reducciéon en la actividad
transcripcional de RORa y, en consecuencia, en la expresiéon de sus genes diana Clock y
Bmall, produciéndose una disrupcién en el funcionamiento del reloj circadiano, con la
consecuente reduccion en la expresion de la NAMPT y en los niveles de NAD*, afectandose
atn mas la actividad deacetilasa de SIRT1 y, por tanto, la amplitud de los ritmos circadianos

(Figura 19).

A la luz de estas observaciones y teniendo en cuenta que la melatonina es capaz de
preservar los niveles de NAD* en situaciones de fuerte estrés oxidativo (Tan y colbs., 2005) e
incrementar la actividad de SIRT1 (Tajes y colbs., 2009) y, dado que SIRT1 juega un papel
fundamental en el control del proceso de envejecimiento y que este proceso se asocia con una

reduccién crénica en los niveles de melatonina, se hace necesario futuras investigaciones
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dirigidas hacia el posible uso de esta indolamina como terapia anti-envejecimiento,
pudiendo no sé6lo mejorar la calidad de vida de las personas mayores, si no también retrasar

la aparicion de las alteraciones y enfermedades relacionadas con la edad.
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Figura 19. SIRT1 y el reloj circadiano en el envejecimiento. La unién de RORa a su elemento de
respuesta, induce la expresiéon de Clock y Bmall, los cuales, tras unirse a su E-box (5-CACGTG-3'),
permiten la expresion de Per y Cry, regulando de forma negativa su actividad transcripcional.
Asimismo, Bmall y Clock son capaces de activar la expresion de Rora, regulando de forma positiva su
propia expresion y la de la NAMPT, incrementando los niveles de NAD*. Este bucle de
retroalimentacion resulta esencial para el control de los ritmos circadianos; asi, la cronodisrupcién que
tiene lugar con la edad, conduce a una disminucién en los niveles de NAD*y en la actividad de SIRT1,
con la consiguiente reduccién en la activaciéon de PGClo, dando como resultado una caida en la
amplitud de todos los ritmos dependientes del complejo Clock/Bmall en animales de edad avanzada

(Belden y Dunlap, 2013).

5.4. PAPEL TERAPEUTICO EN LA SEPSIS

La melatonina mediante su capacidad antioxidante directa e indirecta, asi como a través

de la modulacién de la respuesta inmune e inflamatoria, previene el fallo multiorganico
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asociado a la sepsis, preservando una adecuada funcion celular y tisular (Garcia y colbs.,

2015).

A nivel de la funcién mitocondrial, reduce la expresiéon del enzima iNOS, disminuyendo
asi los elevados niveles de NO* y ROS (Crespo y colbs., 1999; Escames y colbs., 2003;
Escames y colbs., 2006c; Escames y colbs., 2007; Ortiz y colbs., 2014). Ademas, la melatonina
es capaz de restaurar la actividad de la cadena de transporte electrénico, llegando incluso a
aumentar la actividad de algunos complejos respiratorios por encima de los niveles basales,
asi como la produccién de ATP (Escames y colbs., 2003; Lopez y colbs., 2006a; Escames y

colbs., 2006¢; Escames y colbs., 2007; Ortiz y colbs., 2014).

Asimismo, se ha descrito que el tratamiento terapéutico con melatonina aumenta
significativamente la supervivencia de roedores con sepsis, inducida tanto por ligadura y
puncioén cecal como por la administraciéon de LPS (Wichmann y colbs., 1996; Maestroni, 1996;

Reynolds y colbs., 2003; Escames y colbs., 2006a; Escames y colbs., 2007).

Con todas estas evidencias experimentales en animales, Gitto y colaboradores llevaron a
cabo el primer estudio en humanos, administrando melatonina por via oral a nifhos neonatos
con sepsis (Gitto y colbs., 2001). En estos pacientes, el tratamiento con melatonina redujo el
estrés oxidativo asociado al proceso séptico, mejorando asimismo parametros serologicos
relacionados con el proceso inflamatorio como la cantidad de glébulos blancos y neutréfilos,
plaquetas y niveles de proteina reactiva C, los cuales se mantuvieron altos en aquellos
pacientes sépticos no tratados. Lo mds importante desde un punto de vista clinico es que los
10 pacientes tratados con melatonina sobrevivieron, en contraste con el fallecimiento de 3 de

los 10 pacientes a los que no se les administré melatonina.
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Hipétesis y objetivos

Estudios preliminares han demostrado que el envejecimiento se acompafia de una
activacion en la respuesta inmune que promueve el establecimiento de un estado
inflamatorio crénico de bajo grado conocido con el término de inflammaging. Esta condicién,
asociada a la edad, empeora significativamente el pronodstico de las personas mayores a la
sepsis, aumentando la susceptibilidad y mortalidad frente a esta patologia, que es la

principal causa de muerte en las UCIs de cualquier hospital en el mundo.

Se sabe que la via de sefializacion de NF-xB se encuentra implicada en la fisiopatologia de
la sepsis, al modular las respuestas inmunoldgicas e inflamatorias a través de la expresion de
citoquinas y enzimas pro-inflamatorias, quimioquinas y moléculas de adhesién. Este proceso
inflamatorio lleva asociado un importante fracaso bioenergético mitocondrial que, en dltima
instancia, promovera el fallo multiorgdnico como consecuencia del aumento de la NOS
inducible mitocondrial (i-mtNOS), generacion de ROS/RNS y fallo en la cadena de
transporte electrénico. Actualmente se conoce que esta disfunciéon mitocondrial conlleva la
inducciéon del inflamasoma NLPR3 y la consiguiente maduraciéon de las citoquinas pro-
inflamatorias IL-1B, IL-18 e IL-33, las cuales se encargan de amplificar la respuesta

inflamatoria.

Por otro lado, estudios previos han demostrado que las alteraciones que tienen lugar en la
expresion de los genes reloj durante el envejecimiento se asocian al estado de inflammaging.
Por tanto, el proceso séptico deberia agravar la cronodisrupcion que aparece con la edad,

agravando la respuesta inflamatoria y el dafio asociado.

En diversos modelos experimentales hemos comprobado que: (1) la administracién
crénica de melatonina previene el estrés oxidativo y deterioro mitocondrial asociados a la
edad; (2) el tratamiento agudo con melatonina contrarresta totalmente la respuesta a la sepsis

en animales jovenes y viejos, reduciendo la inflamacién, el estrés oxidativo y el dafio

~59 ~



Huayqui Sol Volt Valdivia

mitocondrial. No obstante, se desconocen en detalle los mecanismos moleculares que median

los efectos terapéuticos de esta indolamina en ratones de edad avanzada con sepsis.

Nuestra hipoétesis sostiene que:

1. Durante el envejecimiento se da un estado pro-inflamatorio desencadenado, en parte,
por la via de la respuesta inmune dependiente de NF-xB. Esta respuesta inflamatoria
asociada a la edad se amplifica durante la sepsis, lo que explicaria la mayor
susceptibilidad de las personas mayores frente a esta patologia. Durante la sepsis, se
produce una activacién paralela de las vias de sefializacién dependientes de NF-xB y
el inflamasoma NLPR3 que, sumado al importante deterioro mitocondrial, conllevan

a una mayor pérdida de la capacidad funcional de la célula con la edad.

2. La administraciéon de melatonina debe prevenir la respuesta inflamatoria asociada a
la sepsis en ratones viejos, a la vez que reduce el dafio oxidativo mitocondrial. Estas
propiedades anti-inflamatorias de la melatonina se deben, en parte, a su interaccién
con el receptor nuclear RORa y, por tanto, estan ligadas al restablecimiento del bucle
circadiano regulado por los genes reloj. Ademads, el descenso de melatonina con la
edad puede ser un factor facilitador del agravamiento de la respuesta inflamatoria

que ocurre durante el envejecimiento.

Para comprobar esta hipétesis, nos planteamos los siguientes objetivos:

Objetivo 1: Evaluar en ratones C57BL/6 de 18 meses de edad, controles y con sepsis, la
activacion del inflamasoma NLRP3 mediante el analisis de la expresién y contenido de sus
principales componentes (NLRP3 y ASC), activacion de la caspasa-1 y maduracién de la IL-

1, comparando estos parametros con ratones controles C57BL/6 de 3 meses de edad.
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Objetivo 2: Estudiar en ratones C57BL/6 de 18 meses de edad, controles y con sepsis, la
activacion de NF-kB mediante su presencia en el nicleo, uniéon al DNA y niveles de
expresion y contenido proteico de marcadores pro-inflamatorios. Comparar estos parametros

con ratones controles C57BL/6 de 3 meses de edad.

Objetivo 3: Estudiar en ratones C57BL/6 de 18 meses de edad, controles y con sepsis, el
estado de los genes reloj, la expresion y actividad de los principales enzimas antioxidantes,
asi como la funcién mitocondrial a través del andlisis en la actividad de los complejos
respiratorios, y la via apoptoética intrinseca. Comparar con ratones controles C57BL/6 de 3

meses de edad.

Objetivo 4: Evaluar los efectos protectores del tratamiento agudo con melatonina sobre
todos los parametros mencionados anteriormente, asi como sus posibles mecanismos de

accion y dianas moleculares, en ratones sépticos C57BL/6 de 18 meses de edad.
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Materiales y métodos

1. ANIMALES, PROCEDIMIENTO QUIRURGICO Y

TRATAMIENTOS

1.1. Animales

Para cumplir con los objetivos planteados en el presente estudio, se emplearon ratones
con fenotipo silvestre de la cepa C57BL/6 de 3 (j6venes) y 18 (envejecidos) meses de edad
proporcionados por Harlan Laboratories (Barcelona, Espafia). Los animales se mantuvieron
en condiciones estériles dentro del animalario del Centro de Investigacién Biomédica de la
Universidad de Granada, bajo un fotoperiodo de 12: 12 horas luz: oscuridad, a 22 °C £ 1°C, y
con libre acceso tanto a bebida como a comida (ad libitum). Todos los experimentos se
llevaron a cabo acorde con el comité ético de la Universidad de Granada, y las guias
espafiolas (R.D. 53/2013) y europeas (CETS # 123) para la proteccién de animales utilizados

para experimentacién y otros fines cientificos.
1.2. Modelo de induccion de la sepsis

La sepsis se indujo por ligadura y puncién cecal (CLP, del inglés Cecal Ligation and
Puncture), un modelo experimental de caracter polimicrobiano que refleja los cambios
fisiolégicos y sintomas clinicos, en términos de hipotermia, taquicardia y taquipnea,
observados en pacientes sépticos (Rittirsch y colbs., 2009; Wichterman y colbs., 1980). En
primer lugar, los ratones se anestesiaron con Equitesin via intraperitoneal (0,1 mg/kg) y
posteriormente se procedi6 a abrir la cavidad abdominal mediante laparotomia media. Una
vez localizado y liberado el ciego, se drenaron retrégradamente las heces del colon
ascendente hacia el ciego mediante presion manual. Tras estos pasos, se lig6 el ciego justo
por debajo de la valvula ileocecal y se perforo tres veces la superficie cecal antimesentérica
con una aguja de22G para permitir la extrusion de las heces, evitando lesionar los vasos

sanguineos adyacentes. Finalmente, se recoloc6 el paquete intestinal en la cavidad peritoneal
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y se sutur6 la pared abdominal con hilo de sutura estéril, aplicindose povidona yodada a la

herida. El procedimiento quirargico se realizé siempre en el mismo momento del dia para

evitar las variaciones circadianas en la respuesta inmune (Curtis y colbs., 2014).

1.3. Tratamientos y grupos experimentales

Los ratones de 18 meses de edad, se agruparon en 3 grupos experimentales:

e Grupo control (C).

e Grupo de sepsis (S8), sacrificados a las 8 horas después de inducirse la sepsis por

puncion y ligadura cecal.

e Grupo de sepsis tratado con melatonina (S8M), sacrificados también a las 8 horas tras

la induccién de la sepsis. Este grupo recibié una dosis total de 90 mg/kg de melatonina

distribuida en 3 dosis (30 mg/kg cada una, disuelta en 300 pl de 0,25% etanol: salino) de

forma secuencial de acuerdo al esquema de la figura 20: la primera dosis 30 minutos antes de

la operacion (via intraperitoneal), la segunda justo después de la operacion (via subcutanea),

y la tercera a las 4 horas (via subcutanea) después del procedimiento quirtrgico.

-30 min

CLP
J t
Oh +4h +8h

(i.p)

(s.c) (s.c)

| |

MT (30 mg/Kg b.w.)

Figura 20. Diagrama del modelo experimental utilizado

Todos los animales se sacrificaron por dislocacion cervical a las 8 horas de realizada la

cirugia. Una vez sacrificados, se extrajeron rapidamente los corazones, que se procesaron

inmediatamente para la evaluacion de la respiracién mitocondrial o se congelaron en
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nitrégeno liquido, conservandose a -80 °C para anélisis posteriores. Los datos obtenidos
durante este estudio se compararon en todo momento con ratones de 3 meses de edad de la

misma cepa (CY).

2. AISLAMIENTO DE LA FRACCION CITOSOLICA Y NUCLEAR

El aislamiento de las fracciones citosélica y nuclear se llevé a cabo mediante el protocolo
especificado en el Nuclear Extract kit (Active Motif Europe, La Hulpe, Bélgica). Este
protocolo, basado en centrifugacion diferencial, nos permitié obtener fracciones puras, libres

de contaminacioén, que se utilizaron para realizar las distintas técnicas analiticas.

Una vez descongelado, el corazén, se lavé en solucién salina fria, se troce6 mediante
tijeras de disecciéon y se homogeniz6 en un homogenizador de teflon (Stuart Scientific, mod.
S52) a 800 rpm que contenia 1/4 p/v de PBS al que se le adicion6 un 5% de PIB (Phosphatase
Inhibitor Buffer, NaF 125 mM, B-glicerofosfato 250 mM, p-nitrofenilfosfato 250 mM, NaVO;
25 mM, pH 7,4). Todas estas manipulaciones se realizan en hielo para mantener una
temperatura estable de 4 °C. A continuacién, el homogenado se centrifugé a 300 g durante 5
minutos a 4 °C (Beckman Avanti™ 30, rotor de dngulo fijo F1010), y el pellet obtenido se
resuspendi6é suavemente mediante pipeteo en 500 pl de buffer hipoténico frio (HEPES 20
mM, NaF 5 mM, NaxMoO; 10 pM, EDTA 0,1 mM, pH 7,5). La resuspension se incubd
durante 15 minutos a 4°C, tras lo cual se afiadieron 50 pl de IGEPAL CA-630 al 10%,
mezclando nuevamente los componentes de forma suave por pipeteo. La mezcla se
centrifugé a 14.000 g durante 1 minuto a 4 °C. El sobrenadante procedente de esta nueva
centrifugacion, que corresponde a la fraccién citosélica, se alicuoté y se guardé a -80 °C.
Mientras tanto, el pellet obtenido, se resuspendié en 200 pl de buffer de lisis frio (HEPES 20
mM, glicerol20%, NaCl 420 mM, MgCl> 1,5 mM, EDTA 0,2 mM, NaF 20 mM, DTT 0,5 mM,

leupeptina 1 mg/ml y PMSF 0,2 mM, pH 7,9), y se incub6 a 4 °C durante 30 minutos en
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agitacién constante. Finalmente, pasado este tiempo de incubacion, se centrifugé la mezcla a
14.000 g durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante obtenido, que corresponde a la fraccién

nuclear pura, se alicuoté y congel6 a -80 °C.

3. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA

3.1. Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se realiz6 mediante el kit comercial Real Total RNA Spin Plus
(Durviz SL, Valencia, Espafia), ajustando el protocolo inicial a las caracteristicas de nuestro
tejido. Este protocolo permite la obtenciéon de RNA total libre de DNA a partir de tejidos

animales utilizando para ello columnas con una membrana de silica.
Protocolo

A la alicuota de tejido congelado se afiadieron 700 pl de solucién de lisis y 7,5 pl de B-
mercaptoetanol (hasta 30 mg de tejido), proporcionando asi a la muestra los agentes
caotrépicos necesarios para inactivar inmediatamente las RNasas (presentes en todos los
materiales biol6gicos) y crear las condiciones de unién apropiadas que favoreceran la
posterior absorcion del RNA en la membrana de silica. La mezcla se homogenizé
(homogenizador Dispomix System, Medic Tools AG, Suiza) a 2.500 rpm durante 2 ciclos de
15 segundos. Para aumentar el rendimiento durante el proceso de extraccion de RNA, se
procedio a la digestion del homogenado con la adicién de 10 ul de proteinasa K (20 mg/ml,
Qiagen, Alemania) y posterior incubacion de la mezcla durante 10 minutos a 55 °C. A
continuacién, se centrifugé a 10.000 ¢ durante 3 minutos a temperatura ambiente y el
sobrenadante obtenido se deposité en una columna de filtracién, centrifugdndose a 11.000 g
durante un minuto con el objeto de reducir la viscosidad y limpiar el lisado. El filtrado se

transfirié a un nuevo tubo de centrifuga, al que se afiadi6é 1 ml de etanol al 70%, mezclandose
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por vortex o pipeteo. Esta mezcla se deposité en una columna de unién a RNA, y se
centrifugé a 11.000 ¢ durante un minuto. Seguidamente, se afiadieron 350 ul de tampoén de
desalado de membrana y se centrifugé a 11.000 g durante un minuto con el objeto de secar la
membrana. Asimismo, la eliminacion de las sales de la membrana produjo una digestién de
la DNasa mucho mas efectiva. Tras este paso, se prepar6 la mezcla de reacciéon de la DNasa
(10 ul de DNasa reconstituida y 90 ul de tampoén de reaccion de DNasa), y se aplicaron 95 pl
de dicha mezcla directamente en el centro de la membrana de silica de la columna,
incubdndose durante 15 minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se afiadieron
200 pl de la solucion STOP/DNasa a la columna y se centrifugé a 11.000 ¢ durante un
minuto, colocdandose la columna en un nuevo tubo de recoleccién. A continuacién, se
afiadieron 600 pl de solucion de lavado a la columna y se centrifugé a 11.000 g durante un
minuto. Se desech¢ el sobrenadante y se colocé la columna en un nuevo tubo de recoleccién,
al que se afnadieron 250 pl de la solucion de lavado y se centrifugé a 11.000 ¢ durante 2
minutos, lo que permitié secar por completo la membrana. Finalmente, se colocé la columna
en un microtubo estéril de 1,5 ml y se afiadieron 30 pl de agua libre de nucleasas,
incubandose un minuto a temperatura ambiente y centrifugdndose posteriormente a 11.000 g
durante un minuto. Este tltimo paso se repitié con otros 30 ul de agua libre de nucleasas,
incubdndose un minuto a temperatura ambiente y centrifugdndose nuevamente a 11.000 g
durante otro minuto. Una vez obtenido el RNA se cuantificé en NanoDrop (NanoDrop ND-
1000 V3.5.2, NanoDrop Technologies, USA), y se verificé su calidad mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1,5%. Por ultimo, el RNA se alicuoté y se guardé a -80 °C para su

posterior transcripcién inversa a cDNA (DNA copia).

3.2. Reaccion de transcripcién inversa

El cDNA se sintetiz6 a partir de 400 ng de RNA total mediante el kit qScript cDNA

SuperMix (Quanta Biosciences, Gaithersburg, MD, USA), siguiendo las indicaciones de la
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casa comercial. La reaccién de transcripcién inversa se constituy6 en base a 4 pl de qScript
cDNA SuperMix (5X) a los que se afiadi6é un volumen variable de RNA (400 ng) y agua libre
de nucleasas de manera que el volumen final de reacciéon fue de 20 pl. La mezcla se agito
suavemente con vortex y se centrifugd brevemente para juntarlos componentes en la parte
inferior del tubo de reaccién. Finalmente, las muestras se cargaron en un termociclador
Techne Thermal Cycler/PCR modelo FTGene2D (Techne, Cambridge, UK) donde se
programaron las condiciones especificadas en la tabla 1, para que se llevara a cabo la
reaccion de transcripcion inversa. Tras finalizar el programa, el cDNA obtenido se alicuoté y

se guard6 a -20 °C hasta su posterior uso.

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4

Temperatura (°C) 25 42 85 4

Tiempo (min) 5 30 5 0

Tabla 1. Condiciones programadas en el termociclador para la transcripcion inversa

3.3. RT-PCR cuantitativa

La RT-PCR cuantitativa se realiz6 en el equipo Stratagene Mx3005P QPCR System
(Agilent Technologies, Madrid, Spain) usando SYBR Green SuperMix (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA). La secuencia de primers usados, que se disefiaron mediante el software Beacon
Designer v. 4.0 (Premier Biosoft Inc., Palo Alto, CA, USA), se indican en el anexo 1 (paginas
163-164). Los resultados obtenidos se analizaron con el software MxProTM QPCR Software
v. 4.0 (Agilent Technologies, Madrid, Spain) de acuerdo a la curva estandar generada en base
a concentraciones crecientes de cDNA (0,05, 0,5, 5, 50 y 500 ng). Los niveles de expresion se
normalizaron con respecto a los valores de expresiéon de B-actina para cada muestra, usando

el grupo control de tres meses de edad (CY) como grupo calibrador, y el agua como control
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negativo. El andlisis de la expresiéon de cada uno de los genes de interés se realiz6 en base a
las condiciones descritas en la tabla 2. Tras la correcta mezcla de los componentes indicados,
evitando en todo momento la formacién de burbujas, las muestras de cDNA se sometieron al

programa de ciclos mostrados en la tabla 3.
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TNFa IL-1B IxBa NLRP3 Casp-1 HIF-loa Rev-Erba  Bmall Clock SIRT1 NAMPT ASC
SFYS];JR 10 wl 10 wl 10 wl 10 pl 10 pl 10 pl 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul
Primers 0,6 ul 0,6 ul 1,5 ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 1ul 1ul 1ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul
forward (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM)
Primers 0,6 ul 0,6 ul 1,5 u 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 1wl 1wl 1wl 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul
reverse (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM)
SR 1l 1l 1l 1ul 1ul 1ul 1ul Tul Tul 1ul 1ul 1ul
¢ (80 ng) (400 ng) (40 ng) (80 ng) (80 ng) (400 ng) (40 ng) (80 ng) (400 ng) (40 ng) (40 ng) (400 ng)
H-O libre
nucleasas 7,8 ul 7,8 ul 6 ul 7,8 ul 7,8 ul 7,8 ul 7 ul 7 ul 7 ul 7,8 ul 7,8 ul 7,8 ul
RORa GPx GRd Catalasa SOD1 7-GCS G6PDH P53 Bax Bcl2 Casp-3
SFYS];JR 10 pl 10 pl 10 pl 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul
Primers 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul
forward (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM)
Primers 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul 0,6 ul
reverse (10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 pM) (10 pM) (10 pM) (10 M) (10 M) (10 M) (10 uM) (10 uM)
DNA 1l 1l 1l 1ul 1ul 1ul 1l 1l 1l 1l 1l
¢ (80 ng) (400 ng) (400 ng) (40 ng) (80 ng) (400 ng) (400 ng) (400 ng) (80 ng) (400 ng) (400 ng)
H,O libre
nucleasas 7,8 ul 7,8 ul 7,8 ul 7,8 ul 7,8 ul 7,8 ul 7,8 ul 7,8 ul 7,8 ul 7,8 ul 7,8 ul

Tabla 2. Condiciones de RT-PCR para el analisis de expresién de los genes descritos.
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CONDICIONES RT-PCR
Ciclos Analisis Temperatura Tiempo Observaciones
Activacion de la Tag DNA
1 Ninguno 95eC 10 min .
polimerasa
40 Ninguno 95eC 15 seg Amplificacién y andlisis a
Cuantificacién 55¢C 60 seg tiempo real

Tabla 3. Programa de ciclos de RT-PCR cuantitativa

4. PREPARACION DE MUESTRAS Y ANALISIS DEL CONTENIDO

DE PROTEINA POR WESTERN BLOT

Una vez descongelada la fraccién citosélica o nuclear, se traté con un buffer constituido
en base a SDS 2,5%, B-mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol 0,01%. Esta mezcla, que lleva
un volumen de muestra necesario para que la cantidad de proteina posteriormente cargada
en la electroforesis sea la deseada (10-20 pg de proteina), se incubd a 99 °C durante cinco
minutos y posteriormente a 4 °C durante el mismo periodo de tiempo. El tratamiento de la
muestra se completé con una breve centrifugaciéon a velocidad maxima (13.200 rpm). Tras
esta secuencia de pasos se consigue no s6lo desnaturalizar la proteina a su estructura lineal
primaria, facilitando asi la unién del anticuerpo a su epitopo correspondiente, sino también
eliminar cualquier material insoluble que pueda presentarse en la muestra y que sera

responsable de la aparicion de “arrastres” durante la electroforesis.
Protocolo

Las muestras, una vez preparadas, se corrieron en un gel de poliacrilamida al 7,5% o al
12,5% en presencia del detergente aniénico dodecilsulfato (SDS-PAGE) (PhastGel Media
Homogeneous, GE Healthcare Life Sciences, Barcelona, Spain). Tanto el porcentaje de
poliacrilamida empleado, como la cantidad de proteina aplicada en el gel variaron en

funcién de la proteina que se analiz6é (Tabla 4). La separacion electroforética, en un gel del
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7.5% SDS-PAGE, se realiz6 bajo las siguientes condiciones: paso 1.1: 250 V, 10 mA, 3 W, 15
°C, 1 vh; paso 1.2: 250 V, 1 mA, 3 W, 15 °C, 1 vh; paso 1.3: 250 V, 10 mA, 3 W, 15 °C, 60 vh.
Estas condiciones fueron similares para el gel del 12.5% SDS-PAGE a excepcién del paso 1.3,
cuyas condiciones fueron las siguientes: 250 V, 10 mA, 3 W, 15 °C, 70 vh. Una vez finalizada
la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Hybond™-
ECL™ nitrocellulose membrane, GE Healthcare Life Sciences, Barcelona, Spain) bajo las
siguientes condiciones: 20 V, 25 mA, 1 W, 15 °C, 5 vh. Tanto la electroforesis como la
transferencia se llevaron a cabo en el equipo Phastsystem™ (GE Healthcare Life Sciences,
Barcelona, Spain). Tras la transferencia, la membrana se tifi6 para la visualizacién de las
proteinas con una solucién de Rojo Ponceau (Rojo Ponceau 0,2%, &cido tricloroacético 3% y
acido acético 3%) y se bloquedé durante 1-4 horas a temperatura ambiente en tampén de
bloqueo PBS-T (fosfato potéasico 0,01 M, NaCl 0,15 M, pH 7,4, Tween20 0,01%) més 5% de
BSA o leche descremada en polvo. Los tiempos de bloqueo asi como la composicién del
tampoén empleado para cada proteina se especifican en la tabla 4. A continuacién, se incub6
la membrana durante la noche (aproximadamente 16 horas) a 4 °C en agitacion constante con
el anticuerpo primario especifico diluido en el tampén de bloqueo. Tras la incubacién con el
anticuerpo primario, la membrana se lavé 3 veces con PBS-T durante 10 minutos y se incub6
1 hora a temperatura ambiente con el correspondiente anticuerpo secundario diluido en PBS-
T. Las referencias de los anticuerpos primarios y secundarios utilizados en el estudio, asi
como las diluciones empleadas, se especifican en la tabla 4 y anexo 2 (paginas 165-166). Por
altimo, la membrana se volvié a lavar 3 veces con PBS-T durante 10 minutos y se revel6 con
la adiciéon del reactivo de quimioluminiscencia ECL™ Prime Western Blotting Detection
Reagent (GE Healthcare Life Sciences, Barcelona, Spain) segtin las instrucciones del
fabricante. La imagen se digitaliz6 con el equipo de imagen Kodak Image Station 2000R
(Eastman Kodak Company, Rochester, New York, USA) y se cuantificoé mediante el uso del

software 1D Image Analysis (version 3.6).
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NF-«xB IL-18 TNFa iNOS IxBa NLRP3 ASC Caspasa-1  Caspasa-1 p20
ngprot/
el 10 pg 15 pg 15 pg 22 pg 12 pg 15 pg 15 pg 15 pg 15 pg
SDS-PAGE 12,5 % 12,5 % 12,5 % 7,5 % 12,5 % 7,5 % 12,5 % 12,5 % 12,5 %
Bl 2hPBS-T+5% 3 hPBS-T+5% 2hPBS-T+5 % 2hPBS-T+5% 2hPBS-T+5% 1hPBS-T+5% 1hPBS-T+5% 2hPBS-T+5% 3hPBS-T+5%
St BSA BSA BSA milk BSA BSA BSA BSA BSA
Ac1° 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 1:250 1:500 1:250 1:200
Ac 2° Anti-mouse  Anti-mouse Anti-mouse Anti-rabbit Anti-mouse Anti-mouse  Anti-mouse  Anti-mouse Anti-goat
1:500 1:1000 1:500 1:5000 1:1000 1:1000 1:1000 1:1000 1:1000
RORa Sirtl PGC-1a P53 Bax Bcl2 Caspasa-3 Citocromo ¢ GAPDH
}lgp.rot/ 12 pg 22 png 12 pg 15 pg 15 pg 15 pg 15 pg 15 pg 10-22 pg
pocillo
SDS-PAGE 12,5 % 7,5 % 12,5 % 12,5 % 12,5 % 12,5 % 12,5 % 12,5 % 75/125%
Bl 3hPBS-T+5% 2hPBS-T+5% 2hPBS-T+5% 2hPBS-T+5% 2hPBS-T+5% 2hPBS-T+5% 2hPBS-T+5% 2hPBS-T+5% 1hDPBS-T+5%
e BSA milk milk BSA BSA BSA BSA BSA BSA
Ac1° 1:100 1:100 1:250 1:100 1:100 1:100 1:100 1:500 1:250
Ac 29 Anti-goat Anti-mouse Anti-rabbit Anti-rabbit Anti-rabbit Anti-rabbit Anti-mouse  Anti-mouse Anti-rabbit
1:1000 1:1000 1:5000 1:5000 1:5000 1:5000 1:1000 1:1000 1:5000

Tabla 4. Condiciones de Western Blot para el analisis del contenido de las proteinas descritas.
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5. DETERMINACION DEL ESTRES OXIDATIVO CELULAR

5.1. Determinacién de la actividad de la super6xido dismutasa dependiente de

cobre y zinc (Cu-Zn-SOD; SOD1)

La familia de la superéxido dismutasa (SOD; EC 1.15.11) estd integrada por tres
isoformas: a) una isoforma dependiente de cobre y zinc (Cu-Zn-SOD; SOD1), predominante
en la fraccién soluble celular y liquido extracelular, y en la cual los ligandos de ambos
metales son cadenas laterales de histidina; b) la isoforma manganeso dependiente (Mn-SOD;
SOD2), localizada en la matriz mitocondrial, que presenta tres cadenas laterales de histidina,
una de aspartato y una molécula de agua o un ligando hidroxilo como ligandos de los iones
manganeso en funciéon de su estado de oxidacion; y c¢) una isoforma dependiente de hierro
(Fe-SOD), exclusiva de bacterias, y cuyo sitio activo comparte caracteristicas estructurales

con la isoforma mitocondrial.

Independientemente del metal que actiie como cofactor, las diferentes isoformas de la
SOD representan la primera linea de defensa de las células ante la producciéon de especies
reactivas de oxigeno (ROS), catalizando la conversién del radical anién superdxido en

peroxido de hidrogeno y oxigeno (O~ + 2H* — H,O, + Oy).

El método utilizado para la determinacién de la SOD1 se basa en el desarrollado por
Misra y Fridovich (Misra y Fridovich, 1972): la adrenalina, en medio alcalino, experimenta
una auto-oxidacién generdndose anién superdxido que, a su vez, transforma la adrenalina en
adrenocromo. Evidentemente, en presencia de SOD1, la produccién de dicho adrenocromo

se reduce al neutralizar esta enzima la sintesis de anién superéxido:

RHy + 0, +2H' —, RH; +H,0,

ADRENALINA SUPEROXIDO ADRENOCROMO

Reaccion catalizada por la SOD
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Asimismo, para valorar la accién del enzima es preciso hallar previamente la dosis
inhibitoria 50 (ID50), es decir, la cantidad de proteina (enzima) capaz de inhibir en un 50% la
produccién del adrenocromo; por tanto, la actividad de la SOD1 se expresard en U/mg de
proteina, definiéndose una unidad (U) como la cantidad de proteina equivalente capaz de

inhibir la produccién de adrenocromo un 50 %.

Protocolo

Antes de llevar a cabo la determinacién de la actividad enzimética, fue necesaria la
extraccion de la SOD1 presente en nuestras muestras experimentales. Para ello, se realiz6
una dilucién 1/5 de la muestra en agua Milli-Q y, en un tubo de vidrio, se afiadié 500 pl de
dicha dilucién y 800 pl de una mezcla etanol-cloroformo (1.66/1). A continuacién se agit6d
manualmente durante 60 segundos y se centrifugé a 3.000 rpm durante 5 minutos a 4 °C,
recogiéndose el sobrenadante correspondiente a la SOD1 que se mantuvo en hielo hasta su

posterior uso (méaximo 24 horas).

Una vez se extrajo la SOD1, se procedié a preparar adrenalina 6 mM en HCl 1 mM,
evitando en todo momento su exposicién a la luz para evitar su auto-oxidacion. Asimismo,

se realizaron distintas diluciones de la muestra en funcién de lo especificado en la siguiente

tabla:
Dilucion Sobrenadante Agua Milli-Q
1:50 10 pL 490 pL
1:25 20 pL 480 pL
3:50 30 uL 470 pL
2:25 40 pL 460 pL

Finalmente, la actividad de la SOD1 se determind en microplaca en las que se tuvo en

cuenta, como consideraciones generales, que (1) la adrenalina debia ser el altimo reactivo
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que se afiadia, al ser la responsable de iniciar la reaccién, y (2) asegurarnos de que los
distintos reactivos se mezclaran de forma correcta.

e El primer pocillo de la microplaca, correspondiente al blanco de reaccién, se
constituy6 en base a 250 pl de tampon carbonato 50 mM/EDTA-Naz 0,1 mM, 20 pl de HCI 1
mM y 30 pl de agua Milli-Q.

¢ En el segundo pocillo tuvo lugar la reaccion de la adrenalina, en la cual se observo la
maxima formacién de adrenocromo ya que este punto no muestra SOD en su composicion:
250 pl de tampoén carbonato 50 mM/EDTA-Na; 0,1 mM, 20 pl de adrenalina 6 mM y 30 pl de
agua Milli-Q.

e Los restantes pocillos correspondieron a la reacciéon de la SOD, en los cuales

determinamos la actividad enzimaética a distintas diluciones de la muestra.

Dilucién Tampo6n Carbonato Dilucién Epinefrina Agua Milli-Q
1:100 250 pL 15 pL de la 20 pL 15 pL
dilucién 1:50
1: 50 250}1L 30}1L ZO}IL [ NN NN NN
1: 25 250}1L SO}IL 20}1L [ NN NN NN
3:50 250}1L SO}IL 20}1L [ NN NN NN
2:25 250],1L 30],1L 20],1]_, [ NN NN NN

La lectura se realizé en un espectrofotémetro de placa (Bio-Tek Power-Wave, Microplate
Scanning Spectrophotometer) a 480 nm y a una temperatura de 30 °C. Se obtuvieron valores
de absorbancia cada 30 segundos durante un periodo de tiempo de 10 minutos,
determindndose para cada punto de reaccién el intervalo de tiempo en el cual el incremento
de absorbancia mostré una mayor tendencia lineal. Una vez se anotaron tanto los intervalos
de tiempo como sus correspondientes absorbancias, procedimos a aplicar la férmula ((A

Absorbancia/A tiempo de reaccion) x60), disefiando con los valores obtenidos la funcién
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lineal y exponencial que mejor se ajust6 a nuestros valores de absorbancia, escogiendo para
la determinacién de la actividad de la SOD1 aquella funcién cuyo valor de regresion fue mas

cercano a la unidad.

5.2. Determinacién de la actividad de la glutatién peroxidasa (GPx) citosélica

La glutation peroxidasa (GPx; EC 1.11.1.9) muestra dos isoformas diferentes, una
dependiente de selenio (Se-GPx) y otra independiente de este elemento (iSe-GPx), siendo
ambas capaces de usar hidroperéxidos orgénicos (t-BHP, cumeno hidroperéxido) como
sustratos, si bien s6lo la Se-GPx es capaz de utilizar la forma inorganica (H>O») (Lawrence y
Burk, 1976). Otra diferencia entre ambas isoformas reside en su localizacion celular, al ser
descrita la Se-GPx como la isoforma mitocondrial, mientras que la iSe-GPx es exclusivamente
citosdlica (Lawrence y Burk, 1978). Sin embargo, debido a la cierta controversia que existe
respecto a esta localizacion, la actividad de la GPx se determiné usando como sustrato un

hidroperéxido organico utilizado por ambas isoformas.

El método empleado consistié en una técnica espectrofotométrica indirecta basada en la
reacciéon acoplada con la glutation reductasa (GRd) y utilizando cumeno hidroperéxido

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

GP
(1) ROOH +2GSH ——~» R-OH + GSSG

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

Por tanto, la actividad de la GPx se midi6 de manera indirecta siguiendo la oxidacién del

NADPH a 340 nm.

Protocolo

La actividad de la GPx se determiné incubando 10 pl de muestra en una microplaca

durante 4 minutos a 37 °C con 240 pl de una solucién de trabajo compuesta por fosfato
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potésico 50 mM, EDTA dipotésico 1 mM, azida sédica 4 mM, GSH 4 mM, NADPH 0,2 mM y
GRd (0,5 U/ml), pH 7,4. Tras la incubacién se afiadieron 10 pl de cumeno hidroperéxido
(1:250 en buffer fosfato potasico 50 mM, EDTA dipotasico 1 mM, pH 7,4) para iniciar la
reaccion y se midi6 la absorbancia a 340 nm durante 3 minutos en un espectrofotémetro de
placa (BioTek Power-Wave, Microplate Scanning Spectrophotometer). En todas las
determinaciones se rest6 la oxidacién no enzimatica del NADPH sustituyendo los 240 ul de
la solucion de trabajo por NADPH 0,2 mM en buffer fosfato potdsico 50 mM, EDTA
dipotasico 1 mM, pH 7,4. La actividad de la GPx se expres6 en nmol de NADPH

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

A Abs cat.—A Abs no cat. Vol.total 1
X X
0.0062 Vol. muestra mg prot. muestra

Actividad GPx =
(nmol NADPH/min/mg prot)

5.3. Determinacion de la actividad de la glutatiéon reductasa (GRd) citosélica

La accién catalitica de la GPx conlleva la oxidaciéon del glutation reducido (GSH) a
glutation oxidado (GSSG); por ello, la accién de la GPx lleva asociada la puesta en marcha de
un sistema ciclico que restaura nuevamente los niveles de GSH. En dicho sistema ciclico, la
glutation reductasa (GRd; EC 1.6.4.2) va a catalizar la reducciéon del GSSG a GSH,
requiriendo para tal acciéon el poder reductor del NADPH que se convierte en NADP+, si
bien la accién acoplada de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) restablece

nuevamente el pool celular de NADPH.

En base a estas consideraciones tedricas, la determinacion de la actividad de la GRd se
realiz6 de forma directa en base al método descrito por Jaskot y colaboradores (Jaskot y
colbs., 1983), el cual permite la cuantificacion del NADPH que se va oxidando como
consecuencia del proceso de reducciéon del GSSG catalizado por la GRd, tal y como se

muestra en la siguiente reaccién:
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GRd
GSSG + NADPH + Hf —»  2GSH + NADP+

Protocolo

La actividad de la GRd se determiné incubando 35 ul de muestra con 465 ul de una
solucion de trabajo compuesta por fosfato potasico 50 mM, EDTA dipotasico 1 mM y GSSG 2
mM, a pH 7,4. Tras una incubacién a 37 °C durante 4 minutos, se afadi6 8,5 ul de NADPH
9,5 mM preparado en fosfato potasico 50 mM, EDTA dipotasico 1 mM, pH 7,4. La oxidacién
del NADPH se registré durante 3 minutos a 340 nm en un espectrofotémetro de cubeta (UV-
1700 Shimadzu spectrophotometer). En todas las determinaciones se rest6 la oxidacién no
enzimatica del NADPH mediante la sustitucién de los 465 pl de la soluciéon de trabajo por el
mismo volumen de buffer fosfato potasico 50 mM, EDTA dipotésico 1 mM, pH 7,4. La
actividad de la GRd se expres6 en nmol NADPH oxidado/min/mg de proteina en base a la

siguiente ecuacion:

A Abs cat.—A Abs no cat. Vol. total 1
X X
0.0062 Vol. muestra mg prot. muestra

Actividad GRd =
(nmol NADPH/min/mg prot)

5.4. Determinacién de la actividad de la catalasa (CAT)

El peréxido de hidrégeno generado por la SOD1 puede detoxificarse, ademas de por el
sistema GPx/GRd, por accién de la catalasa (CAT; EC 1.11.1.6), una enzima que si bien no
presenta una actividad mayoritaria en el citosol (representa un 20% del total, registrandose el
80% restante a nivel peroxisomal), muestra una gran eficiencia en la conversiéon del H>O; a
H>O y O (2H20; — 2H,0 + O). Ademas de esta actividad catalitica, la catalasa muestra
una actividad peroxidasa, catalizando la oxidacién de compuestos reducidos tales como

metanol, etanol, 4cido férmico y fenoles, bajo condiciones de pH basico (ROOH + AH, —»

~81 ~



Huayqui Sol Volt Valdivia

H>O + ROH + A).

La presencia de ambas actividades hacen que la catalasa, aunque no sea esencial para
algunos tipo de células en condiciones normales, tenga un papel clave en la adquisicién de
tolerancia al estrés oxidativo en la respuesta adaptativa de las células, cooperando con la
GPx en la depuracién del H.O: antes de que puede difundir de la célula y extender el dafio

oxidativo.

Protocolo

Para evaluar la actividad de la catalasa se emple6 el método desarrollado por Aebi, 1984
(Aebi, 1984) basado en medir la disminuciéon del H>O» por la accién catalitica del enzima.
Para ello, se mezcl6 la muestra citosdlica (concentraciéon final: 0,15 mg/ml) con una solucién
de trabajo compuesta por fosfato potasico 50 mM, pH 7 y HO, 15 mM hasta un volumen
final de reaccién de 500 pl. El descenso en la densidad optica se registré durante 3 minutos a
240 nm en un espectrofotometro de cubeta (UV-1700 Shimadzu spectrophotometer). La
actividad de la catalasa se expresé en pmoles/min/mg de proteina en base a la siguiente

formula:

A Absorbancia/min x 1000
Actividad =

39,58 (C.E para H>O») * con. final muestra

6. DETERMINACION DE PARAMETROS ANALITICOS POR ELISA

6.1 Cuantificacién de la capacidad de unién al DNA de NF-«B p65

Para la cuantificacién de la capacidad de unién al DNA de la subunidad p65 de NF-xB se
utilizo el kit TransAM™ NF-xB p65 (Active Motif Europe, Rixensart, Bélgica). Este kit ofrece

una forma de medida de alta calidad para cuantificar la activacién de NF-«B al contener una
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placa con 96 pocillos en los cuales ha sido inmovilizado un oligonucleétido que contiene la
secuencia consenso para NF-kB (5-GGGACTTTCC-3"). La forma activa de este factor
nuclear se unird especificamente a este nucleétido. El anticuerpo primario usado para
detectar al factor de transcripcion reconoce un epitopo tinicamente accesible cuando NF-xB
se encuentra activado y, por tanto, unido a su DNA diana. Un anticuerpo secundario
conjugado con HRP es el encargado de proporcionar una reacciéon colorimétrica sensible de

ser detectada por métodos espectrofotoémetros.

Protocolo

En primer se preparé la placa proporcionada por el kit para la uniéon de NF-xB a su
secuencia consenso, afladiendo para ello 30 ul de Complete Binding Buffer a cada pocillo. A
continuacién, se adicioné 20 pl de la muestra (concentracién final de 20 pg), del extracto
nuclear Jurkat proporcionado por el kit (concentracion final de 2,5 ng) o de Complete Binding
Buffer en funcién de si el pocillo se defini6 como muestra, control positivo o blanco,
respectivamente. Una vez dispensada la placa conforme a los volimenes anteriormente
mencionados, procedimos a sellarla e incubarla durante una hora a temperatura ambiente
con una agitaciéon media de 100 rpm. Pasado este tiempo, se lavé cada pocillo 3 veces con 200
ul de Washing Buffer 1X. Tras finalizar estos lavados, se afiadi6é 100 ul del anticuerpo NF-xB
diluido (1:1000) en Antibody Binding Buffer, se sell6 la placa, e incubé nuevamente una hora a
temperatura ambiente sin agitacion. Finalizada la incubacion con el anticuerpo primario, se
lavé la placa nuevamente con Washing Buffer 1X de forma similar a lo descrito con
anterioridad y se incubé 1 hora a temperatura ambiente sin agitacion con 100 pl del
anticuerpo HRP diluido (1:1000) en Antibody Binding Buffer 1X. Tras los pertinentes lavados,
se afiadieron 100 pl de la Developing Solution y se incub6 de 30 segundos a 5 minutos a
temperatura ambiente hasta que el color de las muestras viré a un color azul intenso.

Finalmente, se adicionaron 100 pl de la Stop Solution, tornandose las muestras del color azul
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oscuro a un color amarillo. La lectura de absorbancias se realiz6 en un espectrofotémetro de
placas (Bio-Tek Power-Wave, Microplate Scanning Spectrophotometer) a 450 nm,
expresandose la capacidad de unién de NF-xB al DNA en términos de densidad 6ptica. La
lectura de absorbancia se realiz6 antes de que transcurrieran 5 minutos tras la adiciéon de la

Stop Solution.

6.2. Determinacién de los niveles intracelulares de NAD+

La determinacion de los nucleétidos de nicotinamida es de especial interés en estudios
sobre el estado redox y transformaciones energéticas, tanto en células como tejidos. Para una
rapida, sensible y precisa medida de los niveles celulares de NAD+*, NADH y su cociente, se
utilizé el kit NAD/NADH Assay Kit (Abcam, Cambridge, MA, USA). Se trata de un kit
colorimétrico que, gracias a la presencia del componente NAD Cycling Enzyme Mix, reconoce
especificamente NAD* y NADH, pero no NADP+ o NADPH, en una reaccién de reciclaje

enzimatico, sin necesidad de purificar las muestras.

Protocolo

De acuerdo a las instrucciones dadas por la casa comercial, se homogenizaron 20 mg de
corazén en 400 pl de NADH/NAD Extraction Buffer y se centrifugé a 14.000 rpm durante 5
minutos a temperatura ambiente, utilizdindose el sobrenadante obtenido para Ila
determinacion de los niveles de NAD*/NADH. En un segundo paso, se procedi6 a preparar
la curva estdndar sobre la cual se extrapolaron los datos de absorbancia obtenidos en
nuestras muestras; para ello, se prepar6 un estandar de NADH 10 uM en un volumen final
de 500 pl a partir del cual se defini6 los distintos puntos de la curva en base a los volamenes

reflejados en la siguiente tabla:
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Volumen final

Estandar 1:;:211;1[;0( ill\;[ Assay Buffer (ul) esténd(a:{)pocillo Con;?g:; ion
1 0 150 50 0 pmol/pocillo
2 6 144 50 20 pmol/pocillo
3 12 138 50 40 pmol/pocillo
4 18 132 50 60 pmol/pocillo
5 24 126 50 80 pmol/pocillo
6 30 120 50 100 pmol/pocillo

A continuacién, se realiz6 un paso de descomposiciéon del NAD* necesario para la
determinacién de los niveles de NADH; este paso consistid en la incubacién a 60 °C durante
30 minutos de 200 pl del homogenado anteriormente obtenido, seguido de una breve
centrifugacion a maxima velocidad para eliminar cualquier precipitado que haya podido
formarse. Finalmente, las muestras se mantuvieron en hielo hasta el comienzo del ensayo. La
determinacion de los niveles totales de NAD*/NADH se realizé6 directamente en el

sobrenadante, sin necesidad de tratamientos previos.

Tras la preparacion de todos los estdndares y las muestras, se cargéd una placa de 96
pocillos, por duplicado, con 50 pl de las diferentes diluciones de los estandares, 50 ul de las
muestras sin tratar, y 50 ul de las muestras en las cuales se ha procedido a la descomposicion
del NAD*. Seguidamente se afiadié 100 pl del Reaction Mix (constituido por 98 ul de NADH
Cycling Buffer y 2 ul de NADH Cycling Enzyme Mix) a todos los pocillos, y se incubé la placa
a temperatura ambiente durante 5 minutos, periodo de tiempo suficiente para convertir el
NAD+* en NADH. Finalmente se adicionaron 10 ul del NADH Developer, realizando lecturas
de absorbancias a 450 nm entre las 1-4 horas. Las concentraciones de NAD*, NADH y NAD
total se expresaron en pg/mg proteina, conociendo el peso molecular del NADH (664,4

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

Pendiente de la recta

Absorbancia corregida - (y-intercepto)

[NADH ] =
Pendiente de la recta

[ NAD*] = [ NADt ] - [ NADH]

7. ANALISIS DE LA RESPIRACION MITOCONDRIAL

El analisis de la funcién mitocondrial se llevé a cabo mediante el sistema de respirometria
de alta resoluciéon Oxygraph-2k (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) equipado con un
electrodo TPP+ ion selectivo (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) y un electrodo de
referencia MI-401 (Microelectrodes Inc., Bedford, USA). El analisis del estado respiratorio se
realiz6 en fibras musculares de corazén, lo que permitié el acceso experimental y evaluacion
de todo tipo de mitocondrias, descartdndose asi la posibilidad de una pérdida selectiva de

mitocondrias dafiadas durante el proceso de aislamiento mitocondrial (Larsen y colbs., 2014).
Protocolo

Antes de llevar a cabo el andlisis de la funcién mitocondrial, se realizaron una serie de
calibraciones y determinaciones del error instrumental para corregir los parametros
respiratorios, proporcionando la base experimental para una gran exactitud en las medidas.
En primer lugar se procedié a la obtencién de 0,7 mg de fibras musculares, que se
permeabilizaron mediante métodos mecanicos (separaciéon manual de los haces de fibras
mediante la utilizacién de pinzas con punta angular especial durante 1- 2 minutos) y
quimicos, sumergiendo las fibras en una solucién de saponina 5 mg/ml en buffer de

preservacion BIOPS (del inglés Biopsy Preservation Solution), el cual estaba compuesto por
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CaK>EGTA 2,77 mM, K:EGTA 7,23 mM, Na,ATP 5,7 mM, MgCl, - 6HO 6,56 mM, taurina 20
mM, fosfocreatina disédica 15 mM, imidazol 20 mM, DTT 0,5 mM y MES 50 mM, pH 7,1
(Pesta y Gnaiger, 2012). Una vez permeabilizadas, las fibras musculares se dispusieron en el
interior de las camaras del respiréometro a 37 °C, en continua agitacién (750 rpm), y en un
volumen de 2 ml de medio de respiracion MiR06Cr (EGTA 0,5 mM, MgCl, - 6H,O 3mM,
taurina 20 mM, KH,PO, 10 mM, HEPES 20 mM, D-sacarosa 110 mM, BSA libre de 4cidos
grasos 1 g/1, acido lactobiéonico 60 mM y catalasa 280 unidades/ml, pH 7,1, enriquecido con
creatina 3 mg/ml). La respiracién mitocondrial se determiné con glutamato 10 mM, malato 2
mM, piruvato 2 mM y succinato 10 mM. Tras la adicion de concentraciones saturantes de
ADP, la capacidad maxima del sistema de transferencia de electrones mitocondrial (ETS, del
inglés Electron Transfer System) se estimé en presencia del agente desacoplante
carbonilcianuro-p-trifluorometoxi-hidrazona (FCCP) a una concentracién 6ptima de 1 pM.
Los datos se obtuvieron y se analizaron mediante el software DatLab 4 (Oroboros
Instruments, Innsbruck, Austria). El consumo de oxigeno obtenido en estas determinaciones,

en pmol/min/mg de proteina, se expresé como porcentaje del control.

8. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LOS COMPLEJOS

RESPIRATORIOS MITOCONDRIALES

8.1. Complejos I, 11, Il y IV

El método utilizado para la determinacion de la actividad de los cuatro complejos
respiratorios se basa en el desarrollado por Birch-Machin (Birch-Machin y colbs., 1994), con
ligeras modificaciones para el uso de homogenado en lugar de mitocondrias aisladas. Asi,
los corazones se lavaron en suero salino y, posteriormente, se trocearon y homogenizaron en
medio CPT frio (TRIS-HCI 50 mM y KCl 150 mM, pH 7,5) en una proporcion del 10% (p/v),

y a 1.000 rpm en un homogenizador de teflon (Stuart Scientific, mod. SS2). El homogenado
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resultante se sonicé mediante el sonicador de ultrasonidos Sonopuls HD-2070 (Bandelin
electronica GmbH & Co. KG, Berlin, Alemania) a 3 ciclos, 35%, durante 10 segundos, y se
centrifugé a 2500 rpm durante 20 minutos a 4 °C. Los sobrenadantes obtenidos se alicuotaron
y congelaron a -80 °C. La medida de la actividad de los complejos respiratorios se llevé a

cabo en un espectrofotémetro de cubeta (UV-1700 Shimadzu spectrophotometer).

El complejo I (NADH deshidrogenasa o NADH: ubiquinona oxidoreductasa, EC 1.6.5.3)
cataliza la captacion de dos electrones del NADH vy los transfiere a un transportador
liposoluble denominado ubiquinona (Q), reduciéndolo a ubiquinol (QH>), el cual difunde
libremente por la membrana. Al mismo tiempo el complejo I transloca cuatro protones al

espacio intermembrana, produciendo un gradiente de protones:

NADH + H* + Q— NAD* + QH> + 4 H*

La actividad del complejo I se midi6 durante 3 minutos a 340 nm, tras incubar 35 ul de
muestra durante 3 minutos a 30 °C, en un medio que contenia 250 ul de fosfato potasico 50
mM, pH 7,4, y al que se le afiadi6 50 ul de KCN 20mM, 50 ul de BSA 25 mg/ml, 5 ul de
antimicina A 0,2 mg/ml, 5 pl de decil-ubiquinona 5 mM y 50 pl deMgCl, 50 mM. Tras la
incubacién, la reaccién se inicié al afadir 50 ul de NADH 1,3 mM. En todas las
determinaciones se rest6 la oxidacién del NADH no dependiente del complejo I mediante su
inhibicién con 10 pl de rotenona 100 pg/ml. La actividad del complejo I se expresé en nmol

oxidados de NADH/min/mg de proteina en base a la siguiente ecuacion:

(A Abs—A Abs rot) x 1000 , mg protx 35

Actividad = /
5.6 (C.E para NADH) 500

El complejo II (succinato deshidrogenasa, EC 1.3.5.1) es el tinico enzima que participa

tanto en el ciclo de los acidos tricarboxilicos, como en la cadena de transporte electrénico. En
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el paso 8 del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos, el complejo II cataliza la oxidacion de

succinato a fumarato con la reduccién de ubiquinona a ubiquinol:

Succinato + Q — fumarato + QH»

La actividad del complejo II se midié durante 3 minutos a 600 nm, tras incubar 10 pl de
muestra durante 10 minutos a 30 °C, en un medio que contenia 442,5 ul de fosfato potasico
100 mM, pH 7,4, y al que se le ahadi620 pl de succinato 500 mM. Tras la incubacién, la
reaccion se inici6 al afiadir 5 ul de KCN 200 mM, 10 ul de rotenona 0,1 mg/ml, 2,5 ul de
antimicina A 0,4 mg/ml, 5 ul de 2,6-diclorofenol indofenol (DCIP) 5 mM y 5 pl de decil-
ubiquinona 5 mM. En todas las determinaciones se rest6 la reducciéon de DCIP no
dependiente del complejo II mediante una medicién a 600 nm con todos los componentes de
la reaccién, salvo la muestra (blanco). La actividad del complejo II se expresé en nmol

reducidos de DCIP/min/mg de proteina en base a la siguiente ecuacion:

(A Abs—Blanco) x 1000 / mg protx 10
19,1 (C.E para DCIP) 500

Actividad =

El complejo III (ubiquinol: citocromo c reductasa, EC 1.10.2.2), transfiere dos electrones
desde el ubiquinol a dos moléculas de citocromo ¢, que es un transportador de electrones
hidrosoluble situado dentro del espacio intermembrana. Al mismo tiempo que cataliza la
reducciéon del citocromo ¢, mediante la oxidacién de ubiquinol a ubiquinona, transloca

cuatro protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana.

QH: + 2 citocromo ¢ (Fell) + 2 H* — Q + 2 citocromo ¢ (Fell) + 4 H*

La actividad del complejo III se midi6é durante 30 segundos a 550 nm, tras incubar 15 ul de
muestra durante 5 minutos a 30 °C en un medio que contenia 442,5 pl de fosfato potasico 100

mM, pH 7,4, y al que se le afiadi6 50 pl de KCN 20 mM, 25 pl de rotenona 0,1 mg/ml, 50 ul
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de BSA 50 mg/ml y 50 pl de MgCl> 100 mM. Tras la incubacién, la reaccion se inici6 al
afladir 20 pl de decil-ubiquinol 50 mM y 75 pl de citocromo ¢ 1mM. La actividad del
complejo III se expresé en nmol de citocromo ¢ reducido/min/mg de proteina en base a la

siguiente ecuacion:

A Abs x 1000 tx 15
Actividad = SX / mg protx
19 (C.E para cit.c) 500

El complejo IV (citocromo c oxidasa, EC 1.9.3.1) capta cuatro electrones de cuatro
moléculas de citocromo c y los transfieren a una molécula de oxigeno (Oz), produciendo dos
moléculas de agua (H2O). Al mismo tiempo capta cuatro protones desde la matriz
mitocondrial para la formacién de las dos moléculas de agua, ademds de translocar otros

cuatro protones al espacio intermembrana:

4 Fe?*-cytochrome c + 8 H* + O2 — 4 Fe3*-cytochrome ¢ + 2 H.O + 4 H*

La actividad del complejo IV se midi6 durante 20 segundos a 550 nm, con 10 pl de
muestra en un medio que contenia 440 pl de fosfato potasico 50 mM, pH 7,4, y al que se le
afadi6 50 pl de citocromo c al 1% reducido. La actividad del complejo IV se expres6é en nmol

de citocromo ¢ oxidado/min/mg de proteina en base a la siguiente ecuacion:

A Abs x 1000 tx 10
Actividad = SX / mg prot x
19 (C.E para cit.c) 500

8.2. Complejos I + Il y II + III

La actividad del complejo I + III se midi6é durante 3 minutos a 550 nm (Kirby y colbs.,
2007), tras incubar 10 pl de muestra durante 5 minutos a 30 ° C, en un medio que contenia
740 pl de fosfato potésico 100 mM, pH 7,5, y al que se le afiadié 50 pl de KCN 10 mM y 100 pl

de citocromo ¢ 1 mM. Tras la incubacién, la reaccién se inicié al afiadir 100 pl de NADH 2
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mM. En todas las determinaciones se rest6 la oxidacion del NADH no dependiente del
complejo I + III mediante la inhibicién del complejo I con 10 pl de rotenona 1mM. La
actividad del complejo I + III se expresé6 en nmol reducidos de citocromo c/min/mg de

proteina en base a la siguiente ecuacion:

(A Abs—A Absrot) x 1000 , mg protx 10

Actividad = /
19 (C.E para cit.c) 1000

La actividad del complejo II + III se midi6 durante 3 minutos a 550 nm (Kirby y colbs.,
2007), tras incubar 25 pl de muestra durante 10 minutos a 30 ° C, en un medio que contenia
715 pl de fosfato potasico 100 mM, pH 7,5, y al que se le afiadi6 50 pl de KCN 10 mM, 10 pl
de rotenona 1mM y 100 pl de succinato 30 mM. Tras la incubacién, la reaccion se inici6 al
anadir 100 pl de citocromo ¢ 1 mM. En todas las determinaciones se rest6 la reducciéon del
citocromo c no dependiente del complejo II + III, mediante una medicién a 550 nm con todos
los componentes de la reaccién, salvo la muestra (blanco). La actividad del complejo II + III
se expres6 en nmol de citocromo c reducido/min/mg de proteina en base a la siguiente

ecuacion:

(A Abs—Blanco) x 1000 , mg protx 25

Actividad = /
19 (C.E para cit.c) 1000

9. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

El método empleado para la determinacién de proteinas ha sido el de Bradford (Bradford,
1976). La eleccion de este método ha sido principalmente debido a su gran sensibilidad y
rapidez.

El método de Bradford se basa en la unién de un colorante hidrofébico, Comassie Blue G-
250 (también Serva Blue) a las proteinas. El colorante, en solucién acida, existe en dos

formas, una azul y otra naranja. Las proteinas se unen a la forma azul para formar un
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complejo proteina-colorante, con un coeficiente de extincion mayor que el colorante libre,
que es facilmente detectable por un andlisis espectrofotométrico. Se trata de un método
sensible (1-15 pg), simple, rapido, barato y donde pocas sustancias interfieren en su
determinacion. Entre las sustancias que interfieren estan los detergentes y las soluciones

bésicas.

Protocolo

En primer lugar, se procedi6 a la elaboracién de una curva patrén, en la cual se utilizé
albimina sérica bovina como estandar (disuelta en TRIS 20 mM) a concentraciones 0,05 - 0,6
mg/ml. A continuacién se colocé de forma seriada, en cada pocillo de una microplaca, 10 ul
del blanco, de cada una de las concentraciones de la curva patrén, asi como de las muestras,
por duplicado, afiadiendo posteriormente 200 ul del reactivo Protein assay dye reagent
concentrate (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Por dltimo la microplaca se incub6é durante 15
minutos a temperatura ambiente en agitaciéon (agitador de placas: GrantBio PMS-1000
Microplate Shaker) y se midi6 la absorbancia a 595 nm en un espectrofotémetro de placa
(Bio-Tek Power-Wavex Microplate Scanning Spectrophotometer), expresdndose los

resultados en mg de proteina/ml.

10. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se expresaron como la media aritmética (medida de la tendencia
central) + el error estdndar (medida de la dispersiéon de los datos), y se analizaron con el
programa Prism software (GraphPad, La Jolla, CA, USA), empleando el andlisis de varianza
de una via (ANOVA) seguido del test de comparaciéon multiple de Bonferroni. Se consider6

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

Same molecule but different expression: aging and sepsis trigger NLRP3 inflammasome
activation, a target of melatonin. Huayqui Volt, José A. Garcia, Carolina Doerrier, Maria E.
Diaz-Casado, Ana Guerra-Librero, Luis C. Loépez, Germaine Escames, Jests A. Tresguerres,

Dario Acuna-Castroviejo. Journal of Pineal Research, 2015; doi: 10.1111/jpi.12303.

El envejecimiento se acompafia de un estado pro-inflamatorio crénico que favorece la
susceptibilidad al fallo multiorgénico ocasionado por la sepsis. En este sentido, el presente
trabajo evalu6 la conexién existente entre el sistema inmunitario innato, los genes reloj, y la
funcién mitocondrial durante el envejecimiento y la sepsis en corazén de ratén, asi como

nuevas dianas para el uso de melatonina en pacientes de edades avanzadas con sepsis.

Nuestros resultados muestran que, durante el envejecimiento, se produce una activacién
y colaboracién conjunta entre las vias de sefializacion dependientes de NF-xB y NLRP3, de
forma paralela a una disrupcion en la expresiéon de los genes reloj y un déficit bioenergético
causado por la alteracién mitocondrial. Todos estos cambios, que reflejan el estado pro-
inflamatorio caracteristico del envejecimiento, aumentan de manera exagerada durante la
sepsis en ratones envejecidos. La administracién de melatonina, a las dosis y pautas de
administraciéon aqui usadas, suprime totalmente los efectos ocasionados por la sepsis, sin

contrarrestar el proceso inflamatorio relacionado con la edad.

En conjunto, los resultados que se exponen a continuacién sugieren la existencia de una
serie de etapas ligadas al envejecimiento que se iniciarfan con la cronodisrupcién, o
alteracién en la expresion de los genes reloj, facilitando la activacién de la inmunidad innata,
el déficit mitocondrial y que finalmente amplificarfan la respuesta inflamatoria asociada a la
edad. Todo ello podria resumirse en el concepto de chronoinflammaging, como la base

molecular y bioquimica del proceso de envejecimiento. Asimismo, estos resultados
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identifican al inflamasoma NLRP3 como una nueva diana molecular de la melatonina
durante la sepsis en ratones de edad avanzada, proporcionando una justificacién para su uso

en enfermedades inflamatorias dependientes del inflamasoma NLRP3.
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1. Efectos del envejecimiento, la sepsis y el tratamiento con melatonina sobre la

via dependiente del inflamasoma NLRP3

Debido a que el envejecimiento se acompafia de un proceso inflamatorio crénico
de bajo grado (Franceschi y colbs., 2000), el cual contribuye a una mayor vulnerabilidad a la
sepsis (Saito y colbs., 2003; Opal y colbs., 2005; Kale y Yende, 2011), nuestro primer paso fue
analizar la activacion de las vias de la inmunidad innata. En este sentido, encontramos que
durante el envejecimiento aument6 de forma significativa la expresién y contenido proteico
de NLRP3, en comparacién con ratones jovenes, siendo este aumento significativamente
mayor durante la sepsis (Figura 21A, B). Los niveles de mRNA y proteina de pro-caspasa-1
también aumentaron de forma significativa con la edad, sin que la sepsis modificara estos
parametros (Figura 21A, C). Sin embargo, el proceso séptico si que produjo un incremento
significativo en los niveles de caspasa-1 activa (p20), la cual también se indujo con la edad
(Figura 21A, C). Por otro lado, la expresiéon y contenido proteico de la proteina adaptadora
ASC, la cual participa en el ensamblaje del inflamasoma NLRP3, no cambi6 en los distintos
grupos experimentales (Figura 21A, D). Es interesante sefialar que la administracién de
melatonina contrarrest6 totalmente el incremento en la expresion y contenido proteico de
NLRP3 debidos a la sepsis, pero no el aumento dependiente de la edad (Figura 21A, B). Este
efecto de la melatonina se observ6 también en el contenido de caspasa-1 activa (Figura 21A,
C), mientras que no produjo ninguna modificacién en los niveles de expresion y contenido

proteico de pro-caspasa-1 y ASC (Figura 21A, C, D).
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Figura 21. Efectos del envejecimiento, la sepsis y el tratamiento con melatonina sobre la via del
inflamasoma NLRP3. (A) Western blot representativo de NLRP3, pro-caspasa-1, caspasa-1 activa
(p20), y ASC. (B) Niveles de mRNA (RT-PCR) y contenido proteico (western blot) de NLRP3. (C)
Analisis de los niveles de expresién génica y contenido proteico de pro-caspasa-1 y caspasa-1 p20. (D)
Niveles de mRNA y contenido proteico de ASC. Los experimentos se llevaron a cabo en corazones de
ratones macho de 3 (CY) y 18 meses de edad, controles (C), con sepsis (S8) y con sepsis tratados con
melatonina (S8M). Los datos se expresaron como la media + el error estandar (SEM), con n = 7
animales por grupo experimental. AU, unidades arbitrarias; dR, cuantificacioén relativa. **P < 0.01 y

***P <0.001 vs CY; #P < 0.01 y ###P < 0.001 vs C; **P < 0.01 vs S8.

2. Efectos del envejecimiento, la sepsis y el tratamiento con melatonina sobre la

via inflamatoria dependiente de NF-xB

Debido a que la expresiéon de NLRP3 se encuentra bajo el control transcripcional de NF-
kB (Bauernfeind y colbs., 2009), nuestro siguiente paso fue analizar la activacion de este
factor de transcripcion, a través de su translocacién nuclear y capacidad de unién al DNA
mediante western blot y ELISA, respectivamente. Nuestros resultados mostraron que ambos
pardmetros, contenido nuclear y capacidad de unién al DNA de NF-kB, aumentan de forma

significativa con la edad, mientras que la sepsis produjo una mayor amplificacién de estas
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respuestas (Figura 22A). El tratamiento con melatonina contrarrest6 de forma efectiva el
efecto de la sepsis sobre la activacion de NF-xB, pero no el de la edad (Figura 22A). Como
consecuencia de la activacién de NF-«kB con la edad, aumentaron el contenido proteico y
niveles de mRNA de dos de las principales moléculas pro-inflamatorias dependientes de
este factor de transcripciéon, TNFa e iNOS. Estas dos moléculas mostraron un incremento
significativamente mayor durante la sepsis (Figura 22C, D). La administracion de
melatonina suprimio totalmente los efectos de la sepsis, pero no los de la edad, en el caso de
TNFa (Figura 22C), mientras que en el caso de la iNOS, redujo su contenido citoplasmético
hasta valores similares mostrados por los ratones de 3 meses de edad (Figura 22D). El
proceso de envejecimiento también produjo un incremento significativo en la expresién y
contenido proteico del inhibidor IxBe, un efecto que se vio potenciado por la sepsis (Figura
22E). El tratamiento con melatonina no modificé la expresion de IxBa, pero promovié su
retencion citosdlica, reduciendo su contenido en el niacleo (Figura 22E), como un posible
mecanismo para prevenir la translocacion nuclear de NF-xB y sus efectos posteriores.
Ademas de estos resultados, también observamos que durante el envejecimiento se produjo
un incremento en la expresién y contenido proteico de pro-IL-1p, asi como en los niveles de
IL-1B madura (Figura 22B). La sepsis no modificé los niveles de pro-IL-1p, a pesar del gran
aumento observado en su expresion. Sin embrago, si produjo un aumento significativo en el
contenido de IL-1B madura (Figura 22B), lo que sugiere una activacion del inflamasoma
NLRP3 y, por tanto, la maduracién de pro-IL-1p a IL-1p (Zhou y colbs., 2011). La
administracion de melatonina contrarresté nuevamente los efectos de la sepsis, reduciendo
la expresion de pro-IL-1B y el contenido proteico de la forma madura, restaurando sus

valores a los mostrados por los ratones envejecidos sin sepsis (Figura 22B).
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Figura 22. Efectos del envejecimiento, la sepsis y el tratamiento con melatonina sobre la via

inflamatoria dependiente de NF-xB. (A) Andlisis de los niveles nucleares y capacidad de unién de

NF-xB al DNA mediante Western blot y ELISA, respectivamente. (B) Niveles de mRNA (RT-PCR) y

contenido proteico (western blot) de pro-IL-1B e IL-1p madura. (C) Andlisis de los niveles de

expresién génica y contenido proteico de TNFa. (D) Contenido proteico de iNOS. (E) Niveles de

mRNA y contenido proteico de IkBo. Los experimentos se llevaron a cabo en corazones de ratones

macho de 3 (CY) y 18 meses de edad, controles (C), con sepsis (S8) y con sepsis tratados con

melatonina (S8M). Los datos se expresaron como la media + el error estdndar (SEM), con n= 7

animales por grupo experimental. AU, unidades arbitrarias; dR, cuantificacion relativa. *P < 0.05, **P

< 0.01 y ***P <0.001 vs CY; #P < 0.05, ##P < 0.01 y ##P < 0.001 vs C; **P < 0.01, ***P < 0.01 vs S8.
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3. Efectos del envejecimiento, la sepsis y el tratamiento con melatonina sobre la

funcion mitocondrial
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Figura 23. Efectos del envejecimiento, la sepsis y el tratamiento con melatonina sobre la funcién
mitocondrial. La funcién mitocondrial se evalué a través de los niveles de expresion de HIF-1a (A), el
porcentaje de capacidad maxima del sistema de transferencia de electrones (ETS) mitocondrial (B), y el
andlisis de las actividades de los complejos I (C), II (D), III (E), IV (F), I + Il y II + III (G) de la cadena
de transporte electrénico. Los experimentos se llevaron a cabo en corazones de ratones macho de 3
(CY) y 18 meses de edad, controles (C), con sepsis (S8) y con sepsis tratados con melatonina (S8M).
Los datos se expresaron como la media + el error estandar (SEM), con n= 6 animales por grupo
experimental. dR, cuantificacién relativa. ***P < 0.001 vs CY; #P < 0.05, ##P < 0.01 y ###P < 0.001 vs C;
P <0.01, *+P < 0.01 vs S8.

La activacion del inflamasoma NLRP3 depende, entre otras sefiales, de la producciéon de
ROS como consecuencia de la disfuncién mitocondrial (Schroder y colbs., 2010; Tschopp,
2011; Zhou y colbs., 2011). Por ello, nuestro siguiente paso fue evaluar la funcion
mitocondrial; en este sentido, encontramos que la expresion del factor 1 inducible por hipoxia
(HIF-1a, del inglés Hypoxia-Inducible Factor 1-alpha) se indujo de forma significativa durante
la sepsis (Figura 23A). Este incremento en los niveles de mRNA de HIF-1a, que depende de

la actividad transcripcional de NF-xB (van y colbs., 2008), se acompaiié6 de una fuerte
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disminucién en la capacidad méaxima del sistema de transferencia de electrones (ETS)
mitocondrial (Figura 23B). El tratamiento con melatonina no sélo mejoro la capacidad
maxima del ETS mitocondrial (Figura 23B), sino que también redujo totalmente la expresion

de HIF-1a (Figura 23A).

El envejecimiento produjo una reduccién significativa en la actividad de los cuatro
complejos de la cadena de transporte electrénico, asi como en la actividad de los complejos I
+ III y II + III. La sepsis produjo una reduccién mayor de estas actividades, mientras que el
tratamiento con melatonina contrarresté totalmente los efectos de la sepsis (Figura 23C-G), y

en el caso del complejo Il y complejos II + III, también los efectos de la edad (Figura 23D, G).

4. Efectos del envejecimiento, la sepsis y el tratamiento con melatonina sobre la

capacidad antioxidante citosélica

Una vez evaluada la funcién mitocondrial, nos preguntarnos si las alteraciones
observadas en el funcionamiento de estas mitocondrias durante el envejecimiento y la sepsis,
podria acompafiarse de cambios en el estado redox celular. Para contestar a esta pregunta se
analizo6 la expresion y actividad de los principales enzimas antioxidantes a nivel del citosol.
El envejecimiento y la sepsis no produjeron ningtin efecto sobre la expresioén y actividad de
la SOD1 (Figura 24A). La expresion de la GPx tampoco se vio afectada por el envejecimiento
y la sepsis, pero si que se observé una reduccion significativa en su actividad con la edad,
siendo esta reduccién mucho mayor durante la sepsis (Figura 24B). Los ratones controles de
edad avanzada mostraron un incremento en la expresion de la GRd, sin que su actividad se
viera modificada. La sepsis, en cambio, produjo una fuerte caida tanto en la expresién, como
en la actividad de la GRd (Figura 24C). Por otro lado, envejecimiento y sepsis no produjeron
ninguna modificacién en la expresiéon y actividad de la catalasa (CAT) (Figura 24D). Estos
resultados, junto con la menor expresion de la gamma-glutamilcisteina sintetasa (yGCS) y la

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) (Figura 24E, F), sugieren que durante el
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envejecimiento y la sepsis, se dan profundas alteraciones en la sintesis y reciclaje del
glutation (GSH). Por su parte, el tratamiento con melatonina modificé significativamente la
expresion y actividad de los enzimas antioxidantes, incrementando los niveles de mRNA y la
actividad de la GRd y de la catalasa (Figura 24C, D), asi como también las actividades de la
SOD1 y GPx (Figura 24A-D). Ademas, la administracion de melatonina aumenté la

expresion de la yGCS, pero no la de la G6PDH (Figura 24E, F).
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Figura 24. Efectos del envejecimiento, la sepsis y el tratamiento con melatonina sobre la capacidad
antioxidante citosdlica. Los cambios en el sistema antioxidante citosélico se determinaron mediante el
analisis de la expresion génica (RT-PCR) y actividad enzimatica de la SOD1 (A), GPx (B), GRd (C), y
CAT (D). También se determinaron los niveles de mRNA de la yGCS (E) y la G6PDH (F). Los
experimentos se llevaron a cabo en corazones de ratones macho de 3 (CY) y 18 meses de edad,
controles (C), con sepsis (S8) y con sepsis tratados con melatonina (S8M). Los datos se expresaron
como la media + el error estdindar (SEM), con n= 6 animales por grupo experimental. dR,
cuantificacién relativa. *P < 0.05, **P < 0.01 y ***P < 0.001 vs CY; #P < 0.05, ##P < 0.01 y ###P < 0.001 vs
C; *P <0.05, +*P < 0.01, ***P < 0.01 vs S8.
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Figura 25. Efectos del envejecimiento, la sepsis y el tratamiento con melatonina sobre la conexion
genes reloj/RORe/SIRT1. Niveles de mRNA (RT-PCR), y contenido proteico citosélico y nuclear
(western blot) de RORa (A). Analisis de los niveles de expresion de Rev-Erba (B), Clock y Bmall (C).
Analisis de la expresion génica de la NAMPT y niveles de NAD* (D). Niveles de mRNA y contenido
proteico nuclear de SIRT1 (E). Contenido proteico citosolico y nuclear de PGC-la (F). Los
experimentos se llevaron a cabo en corazones de ratones macho de 3 (CY) y 18 meses de edad,
controles (C), con sepsis (S8) y con sepsis tratados con melatonina (S8M). Los datos se expresaron
como la media = el error estdndar (SEM), con n= 7 animales por grupo experimental. AU, unidades
arbitrarias; dR, cuantificacién relativa. *P < 0.05, **P < 0.01 y ***P < 0.001 vs CY; #P < 0.05, #P < 0.01 y
###P < 0.001 vs C; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.01 vs S8.
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5. Efectos del envejecimiento, la sepsis y el tratamiento con melatonina sobre la

conexioén genes reloj/ROReg/ SIRT1.

En un estudio previo hemos observado que la melatonina inhibe la actividad
transcripcional de NF-xB, una vez se encuentra activo en el nicleo, a través de un
mecanismo que implica la participacion de las proteinas reloj, Bmall y Clock, de SIRT1, una
deacetilasa dependiente de NAD*, y del receptor nuclear RORa (Garcia y colbs., 2015).
Nuestros resultados mostraron una reduccién en la expresion de RORa con la edad, sin
afectar a su contenido citosélico y nuclear. La sepsis, en cambio, elevé la expresion y niveles
citosélicos de este receptor nuclear, sin modificar su contenido en el nucleo (Figura 25A).
Estos cambios tuvieron lugar de forma paralela a un aumento en la expresion del correpresor
Rev-Erba, 1o que supuso una inhibicién de la actividad transcripcional dependiente de RORa
durante el envejecimiento y la sepsis, al observarse una reduccién significativa en la
expresion de sus genes diana Clock y Bmall (Figura 25B, C). Asimismo, durante el
envejecimiento se redujeron significativamente los niveles de mRNA de la nicotinamida
fosforribosiltransferasa (NAMPT), el enzima limitante en la biosintesis de NAD*, mientras que
la sepsis no modificé la expresion de este enzima, a pesar del elevado consumo de NAD+*
observado (Figura 25D). En contraste, la expresion y niveles nucleares de SIRT1 aumentaron
significativamente durante la sepsis (Figura 25E). El tratamiento con melatonina previno
todos estos cambios producidos sobre la via dependiente de RORo, incrementando su
translocacion al ntcleo, sin modificar sus niveles de expresion (Figura 25A). La melatonina
redujo de forma paralela la expresion de Rev-Erba hasta valores mostrados por los ratones
jovenes y, en consecuencia, elevé de forma significativa los niveles de mRNA de Clock y
Bmall (Figura 25C). Asimismo, la melatonina aument6 la expresiéon de la NAMPT, que se
encuentra bajo el control de Bmall, de forma paralela al aumento de NAD* (Figura 25D), el

sustrato para la actividad deacetilasa de SIRT1. Por otra parte, la administracién de
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melatonina indujo la translocacién nuclear de PGC-la (Figura 25F), promoviendo su
activacion a través de SIRT1 y el consiguiente aumento en la actividad transcripcional de
RORa (Liu y colbs., 2007; Jetten, 2009; Chang y Guarente, 2013). Estos datos sugieren que la
conexion entre la melatonina y la via de sefializaciéon de los genes reloj/ RORa/SIRT1 es
fundamental para entender los efectos anti-inflamatorios de esta indolamina sobre la via de

NF-xB durante el envejecimiento y la sepsis.

6. Efectos del envejecimiento, la sepsis y el tratamiento con melatonina sobre la

via apoptotica mitocondrial.

Aparte de todas las alteraciones observadas durante el proceso inflamatorio asociado al
envejecimiento y la sepsis, y como consecuencia de la disfuncién mitocondrial, puede abrirse
el poro de transicion de membrana mitocondrial (MPT), desencadenando el proceso
apoptotico tras la liberacién del citocromo c. En este sentido, durante la sepsis, observamos
un aumento en la expresién y translocacion nuclear de p53 (Figura 26A, B). Asimismo, el
incremento en los niveles de mRNA y contenido proteico de Bax, y la reduccién en ambos
niveles de Bcl2, dieron lugar a una elevacion significativa del cociente Bax/Bcl2 durante el
envejecimiento, siendo este aumento mucho mayor en la sepsis (Figura 26A, D; Figura 27).
Estas alteraciones favorecieron la apertura del poro MPT, liberdndose citocromo c al
citoplasma (Figura 26A, C), y activando a la caspasa-3 (Figura 26A, E). El tratamiento con
melatonina redujo de manera significativa la expresiéon y contenido nuclear de p53 (Figura
26A, B), contrarrestando los efectos de la sepsis. Asimismo, la administraciéon de esta
indolamina increment6 de forma significativa los niveles de expresion y contenido proteico
de Bcl2, a la vez que redujo los de Bax, disminuyendo significativamente el cociente
Bax/Bcl2 hasta valores, en el caso de los niveles de mRNA, incluso por debajo de los

mostrados por los ratones controles jévenes (Figura 26A, D; Figura 27). Este efecto de la
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melatonina produjo una reduccion significativa en la liberacion de citocromo c (Figura 26A,

C), asi como de la expresion y activacion de la caspasa-3 (Figura 26A, E).
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Figura 26. Efectos del envejecimiento, la sepsis y el tratamiento con melatonina sobre la via
apoptética mitocondrial. Western blot representativo de p53, Bax, Bcl2, citocromo c, pro-caspasa-3 y
caspasa-3 activa (A). Niveles de mRNA (RT-PCR), y contenido proteico citosélico y nuclear (western
blot) de p53 (B). Contenido proteico citosélico de citocromo ¢ (C), Bax, Bcl2 y el cociente Bax/Bcl2 (D).
Analisis de la expresion génica y contenido citosélico proteico de pro-caspasa-3 y caspasa-3 activa (E).
Los experimentos se llevaron a cabo en corazones de ratones macho de 3 (CY) y 18 meses de edad,
controles (C), con sepsis (S8) y con sepsis tratados con melatonina (S8M). Los datos se expresaron
como la media = el error estdndar (SEM), con n= 6 animales por grupo experimental. AU, unidades
arbitrarias; dR, cuantificacién relativa. *P < 0.05, **P < 0.01 y ***P < 0.001 vs CY; #P < 0.01 y ###P <
0.001 vs C; *P < 0.05, +*P < 0.01, ***P < 0.01 vs S8.
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Figura 27. Efectos del envejecimiento, la sepsis y el tratamiento con melatonina sobre la expresion
de Bax, Bcl2 y Bax/Bcl2. Anélisis de los niveles de mRNA (RT-PCR) de Bax, Bcl2 y Bax/Bcl2. Los
experimentos se llevaron a cabo en corazones de ratones macho de 3 (CY) y 18 meses de edad,
controles (C), con sepsis (S8) y con sepsis tratados con melatonina (S8M). Los datos se expresaron
como la media + el error estindar (SEM), con n= 6 animales por grupo experimental. dR,

cuantificacion relativa. *P < 0.05, **P < 0.01 y **P < 0.001 vs CY; ##P < 0.001 vs C; ***P < 0.01 vs S8.
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Los resultados de este estudio revelan tres importantes hallazgos: En primer lugar, se
demuestra que el envejecimiento y la sepsis desencadenan la misma respuesta inmune
innata y similar deterioro mitocondrial, aunque con diferente magnitud. En segundo lugar,
demostramos que la activacion de la respuesta inmune innata dependiente de NF-xB no es
suficiente para explicar el proceso inflamatorio que subyace al envejecimiento, ya que
también se desencadena, de forma paralela, una respuesta complementaria representada por
la activacion del inflamasoma NLRP3. Asi, la activacion conjunta de las vias de sefializacion
dependientes de NF-xB y NLRP3, que proponemos como la base molecular del inflammaging,
se encuentran mucho mas amplificadas durante la sepsis, produciendo una respuesta
inflamatoria desproporcionada en el corazén de los ratones envejecidos. De este modo, el
estado inflamatorio de bajo grado asociado al envejecimiento contribuye a que las personas
de edad avanzada sean mas susceptibles a la sepsis (Saito y colbs., 2003; Opal y colbs., 2005;
Kale y Yende, 2011). En tercer lugar, gracias a estudio previos realizados en nuestro grupo
de investigacion, se ha demostrado que el tratamiento crénico con melatonina previene el
estrés oxidativo y deterioro mitocondrial asociado con la edad, en mdltiples 6rganos de
ratén, incluyendo el corazon (Rodriguez y colbs., 2007a; Rodriguez y colbs., 2007b; Carretero
y colbs., 2009; Acufia-Castroviejo y colbs., 2012). Aqui, sin embargo, se muestra que la
administracién aguda de melatonina en los ratones envejecidos no contrarresta el estado
pro-inflamatorio crénico caracteristico del inflammaging pero si bloquea la respuesta a la
sepsis, reduciendo el proceso inflamatorio, el estrés oxidativo, y mejorando la funcién
mitocondrial hasta los niveles de los ratones viejos sin sepsis. Estos resultados evidencian
una importante dualidad en los efectos de la melatonina; por un lado, dosis bajas
administradas de forma crénica previenen el estado inflamatorio de bajo grado asociado a la
edad, y por otro, dosis altas administradas de forma aguda contrarrestan el proceso
inflamatorio asociado a la sepsis, sin afectar al estado inflamatorio basal de los ratones

envejecidos.
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Tanto el envejecimiento como la sepsis, comparten una serie de eventos moleculares
similares, pero cuantitativamente diferentes. El inflammaging, esa inflamacién subclinica que
acompafa al envejecimiento, se relacioné en un principio con la lenta activacién de la
inmunidad innata (Franceschi y colbs., 2000), dependiente de la via de NF-xB. Por otro parte,
en un estudio reciente, hemos demostrado que NF-xB acttia a modo de vinculo entre la
cronodisrupcién y la activacion del inflamasoma NLRP3, explicando los efectos deletéreos
de la sepsis en corazones de ratones jovenes (Garcia y colbs., 2015). Por esta razonm,
planteamos la hipétesis de que la conexion entre los genes reloj, NF-xB y NLRP3 participa en
el desarrollo del inflammaging, al tiempo que la sepsis produce una sobreestimulacién de este
sistema, lo que explicaria la mayor susceptibilidad de los pacientes con edades avanzadas a
esta patologia. Por otra parte, sabemos que la administracion de dosis adecuadas de
melatonina restaura la actividad basal de la inmunidad innata, ya sea en modelos de ratén
con senescencia acelerada o ratones jovenes sépticos (Escames y colbs., 2007; Rodriguez y
colbs., 2007a; Rodriguez y colbs., 2007c; Ortiz y colbs., 2014; Garcia y colbs., 2015), si bien se
desconocen en detalle los mecanismos moleculares que median los efectos terapéuticos de la
melatonina en ratones de edad avanzada con sepsis. En este trabajo hemos intentado
responder a estas preguntas analizando el corazén de ratones controles envejecidos y con

sepsis tratados con melatonina, evaluando sus posibles dianas moleculares.

Se sabe que la expresion de las proteinas reloj, Clock y Bmall, se encuentra bajo el control
transcripcional de RORa y Rev-Erba (Ueda y colbs., 2005), constituyendo un bucle que
regula en dltima instancia la inmunidad innata a través de SIRT1 (Kong y colbs., 2012). Por
esta razén, hemos evaluado si las alteraciones que tienen lugar en la expresion de los genes
reloj durante el envejecimiento (Kondratov y colbs., 2006; Dubrovsky y colbs., 2010), se
asociaron con una mayor respuesta inflamatoria. La expresion de Bmall estd regulada

negativamente por Rev-Erba (Preitner y colbs.,, 2002) y positivamente por RORa,
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contralandose asi la formacion del complejo Clock/Bmall (Sato y colbs., 2004). Este complejo
tiene la capacidad de modificar la expresion génica de la NAMPT y la sintesis de NAD*y, en
dltima instancia, la actividad deacetilasa de SIRT1 que es dependiente de los niveles de
NAD*. A su vez, SIRT1 interactta con el complejo Clock/Bmall, regulando asi su actividad
transcripcional y cerrando el circuito circadiano que regula la propia actividad de esta
deacetilasa (Nakahata y colbs.,, 2008). Nuestros resultados muestran que, durante el
envejecimiento, se da una disminucién en la expresiéon de la NAMPT y los niveles
intracelulares de NAD*, que se correlacionan con la reduccion en la expresiéon génica de
Clock y Bmall. Asi, la disrupcién en la expresiéon de los genes reloj provoca la disociacion
SIRT1/NAD*, lo que impide la inhibicién de la subunidad p65 a través de la actividad
deacetilasa de SIRT1 (Yeung y colbs., 2004), resultando en una mayor actividad
transcripcional de NF-kB en los ratones de edad avanzada. Estos resultados refuerzan el
papel limitante del NAD+* en la actividad deacetilasa de SIRT1 (Donmez y Guarente, 2010).
El consiguiente aumento en la unién de NF-kB a su promotor, promueve la expresiéon de
multiples moléculas pro-inflamatorias, tales como TNFa, iNOS y pro-IL-1B, que estan
implicados en la patogénesis de la mayoria de enfermedades relacionadas con el
envejecimiento (De y colbs., 2006), y proporcionan a su vez, una mayor amplificacién de la

via de sefializacién dependiente de NF-kB.

NF-xB también indujo la expresiéon de NLRP3 (Bauernfeind y colbs., 2009), el cual
requiere de sefales adicionales para poder activarse y catalizar la escisiéon proteolitica,
dependiente de caspasa-1, de pro-IL-1f3 a IL-1p madura (Escames y colbs., 2012; Latz, 2010).
Asi, la respuesta inflamatoria iniciada por NF-xB, caracteristica del proceso de
envejecimiento, se amplifica con la activaciéon del inflamasoma NLRP3. Debido a que no se
detectaron cambios en la expresién y contenido de la proteina adaptadora ASC, buscamos

otras sefiales que estuvieran implicadas en la activaciéon del inflamasoma NLRP3. Dadas las
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multiples evidencias que sugieren que las ROS de origen mitocondrial desencadenan la
activacion de este complejo multiproteico (Tschopp, 2011; Zhou y colbs., 2011), pudiendo
explicar asi la condicién de inflammaging (Cannizzo y colbs., 2011), se decidi6 evaluar la
funcién mitocondrial. Nuestros resultados mostraron una reduccién, dependiente de la
edad, en la actividad de los complejos respiratorios, que se correlaciona con la fuerte caida
en la capacidad maxima del sistema de transferencia de electrones (ETS) mitocondrial. Estos
datos reflejan la relacion entre la disfuncién mitocondrial y el agotamiento energético, que
son las principales causas de la producciéon de ROS en animales envejecidos (Chan, 2006;
Acuna-Castroviejo y colbs., 2011; Basha y Poojary, 2014). En este sentido, los ratones de edad
avanzada presentaron una reduccién en la capacidad antioxidante para eliminar el radical
superdxido y el per6xido de hidrégeno. Asimismo, la reduccién en la expresion de la GGPDH
durante el envejecimiento limita el contenido de NADPH requerido para el reciclaje del
GSH. En conjunto, nuestros datos sugieren una eliminacién ineficaz de las ROS en los
ratones envejecidos, que podria explicar la activacion del inflamasoma NLRP3. Ademas, el
aumento en los niveles citosélicos de citocromo c y caspasa-3 activa, confirman la existencia
de un proceso apoptético activo en los ratones envejecidos. Aparte, también detectamos un
aumento de la translocacién nuclear de p53, que se acumula en las células en respuesta al
dafio en el DNA (Green y Kroemer, 2009), acompafiado por un aumento del cociente
Bax/Bcl2. La translocacién nuclear de p53 en respuesta a ROS esta regulada negativamente
por la actividad deacetilasa de SIRT1 dependiente de NAD* (Han y colbs., 2008). Asi, el
aumento en los niveles nucleares de p53 y la activacion de Bax, correlaciona perfectamente
con la disociacion SIRT1/NAD*que encontramos en los ratones de edad avanzada (Green y

Kroemer, 2009).

Si el estado pro-inflamatorio encontrado en los ratones envejecidos se asocia a la

disrupcion en la expresion de los genes reloj (Kondratov y colbs., 2006; Dubrovsky y colbs.,
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2010), el proceso séptico, en principio, deberia potenciar mdas esta cronodisrupcion,
agravando la respuesta inflamatoria. Nuestros hallazgos confirman totalmente esta hipotesis;
con un aumento en la expresion de RORa, pero sin modificar su contenido nuclear, la sepsis
indujo un fuerte aumento de los niveles de mRNA de Rev-Erba, que a su vez reprimi6 la
expresion de Clock y Bmall. En estas condiciones, los niveles de NAD* se redujeron mucho
mas que en los ratones envejecidos sin sepsis, lo que impide todavia més la deacetilacion de
NF-xB por parte de SIRT1. Por ello, durante la sepsis, encontramos una mayor activacion de
NF-xB en los ratones envejecidos comparado con lo observado en ratones jovenes sépticos
(Garcia y colbs., 2015). Tras la activacién de NF-kB, su unién al DNA estimul6 la expresion
de citoquinas pro-inflamatorias y de NLRP3. A raiz de los mecanismos descritos con
anterioridad, la sobreactivaciéon del inflamasoma NLRP3 durante la sepsis produjo una
mayor activacion de caspasa-1 y, por tanto, mayores niveles de IL-1p madura, que fueron
significativamente mds altos que los encontrados en animales jévenes sépticos (Garcia y
colbs., 2015). Por tanto, la activacién conjunta de NF-xB y el inflamasoma NLRP3 con la
edad, que subyace al proceso de inflammaging, se amplifica de manera desproporcionada

durante la sepsis.

Aparte de la estimulacion de la via dependiente de NF-kB, la mayor activacion del
inflamasoma NLRP3 durante la sepsis en los ratones de edad avanzada, deberia reflejarse
también en un aumento de las sefiales que desencadenan esta activaciéon. En nuestro estudio
vemos que la sepsis redujo mucho mas los niveles de NAD*, debido posiblemente a
mecanismos moleculares relacionados con la acumulacién de HIF-1a, y a su mayor consumo
mediado por TNFa, alterandose la funcién mitocondrial y la consiguiente produccién de
ATP (Yoshino y colbs., 2011; Gomes y colbs., 2013). Por otra parte, la mayor reduccién en la
actividad de la GPx, GRd y expresiéon de la yGCS sugiere un mayor deterioro del ciclo del

GSH y, por tanto, una eliminacion de ROS més deficiente, que estimulara la sobreactivacion
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del inflamasoma NLRP3 en los ratones de edad avanzada con sepsis comparado con los no
sépticos. El proceso apoptético se encuentra también aumentado durante la sepsis, donde la
translocacion nuclear de p53 y los niveles de caspasa-3 activa se encuentran
significativamente por encima de los valores hallados en los animales de edad avanzada sin
sepsis. Ademas, el aumento dos veces mayor de la expresiéon de TNFa en los ratones
sépticos, podria aumentar la relacién Bax/Bcl2, promoviendo el poro mitocondrial y la
apoptosis (Kim y colbs., 2002a). Estos resultados muestran multiples eventos que convergen
en una mayor activacioén de la via apoptotica intrinseca y que pueden contribuir a la alta tasa
de mortalidad que se da durante la sepsis en pacientes con edades avanzadas (De Gaudio y

colbs., 2009).

En base a los resultados expuestos a lo largo de esta tesis doctoral y a la eficacia
demostrada del tratamiento agudo de melatonina contra los efectos de la sepsis en ratones
jovenes (Garcia y colbs., 2015), hemos evaluado los efectos de esta indolamina en los ratones
envejecidos con sepsis. Se sabe que la melatonina puede unirse al receptor RORa,
estimulando su actividad transcripcional (Becker-Andre y colbs., 1994; Wiesenberg y colbs.,
1995; Carlberg y Wiesenberg, 1995; Wiesenberg y colbs., 1998), y favoreciendo la formaciéon
del complejo Clock/Bmall (Sato y colbs., 2004; Vriend y Reiter, 2015). Gracias a sus efectos
antioxidantes, esta indolamina es capaz de preservar los niveles de NAD* en situaciones de
fuerte estrés oxidativo (Tan y colbs.,, 2005), de regular indirectamente la expresiéon y
actividad de SIRT1 y, por tanto, la actividad de sus dianas moleculares, tal y como ocurre
con NF-xB y p53 (Tajes y colbs., 2009; Yang y colbs., 2015). Nuestros resultados demuestran
que la administracion de melatonina contrarresta totalmente la disrupciéon del bucle
Clock/Bmall/SIRT1/NF-xkB que se produce durante la sepsis en los ratones de edad
avanzada, permitiendo la deacetilacién y, por tanto, inactivacién de NF-xB por parte de

SIRT1, lo que resulta en una pérdida de actividad transcripcional de la subunidad p65. El
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tratamiento con melatonina contrarrest6 también la activaciéon del inflamasoma NLRP3, lo
que redujo significativamente la actividad de la caspasa-1 y los niveles de IL-1p madura.
Estos efectos de la melatonina, sobre la activacion del inflamasoma NLRP3, estian
relacionados probablemente con la reduccién del estado hiperoxidativo durante la sepsis, a
través de la estimulacién de la expresion y actividad de los enzimas antioxidantes, y al
restablecimiento de la homeostasis en el ciclo del GSH. Asimismo, la melatonina mejor6 la
funcién mitocondrial, frenando la via apoptética intrinseca. En conjunto, la administracion
de melatonina fue suficiente para contrarrestar totalmente los cambios inducidos por el

proceso séptico, pero no los relacionados con el envejecimiento.

Muchos de los efectos de la melatonina, observados a lo largo de este estudio, se pueden
explicar gracias al trabajo de Garcia y colaboradores (Garcia y colbs., 2015), en el que
demostramos que la administracion aguda de esta indolamina durante la sepsis induce la
actividad deacetilasa de SIRT1, inhibiendo la respuesta inmune dependiente de NF-xB, a
través de un mecanismo que requiere del receptor nuclear RORa. En ausencia de este
receptor, la melatonina es incapaz de aumentar la expresion de los genes reloj, Clock y Bmall,
ni tampoco los niveles de NAD+*, imposibilitando la deacetilacién e inactivaciéon de NF-xB
por parte de SIRT1. Sin embargo, si que previene la activacién del inflamasoma NLRP3 con
la consiguiente reduccion de los niveles de IL-1p madura (Garcia y colbs., 2015). En conjunto,
esos resultados demuestran, por un lado, que la melatonina necesita de RORa para inducir la
actividad deacetilasa de SIRT1 e inhibir por tanto la uniéon de NF-xB al DNA, y la
consiguiente expresion de mediadores pro-inflamatorios. Y por otro lado, que la melatonina
es capaz de inhibir la activaciéon del inflamasoma NLRP3 asociada a la disfuncién

mitocondrial a través de mecanismos independientes del receptor nuclear RORa (Figura 28).

Tomados en conjunto, nuestros datos ayudan a comprender mejor los mecanismos que

subyacen al proceso de inflammaging, confirmando que la edad produce, en primer lugar,
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una disrupcién del bucle Clock/Bmall/SIRT1/NF-xB, una activaciéon secundaria de la
respuesta inmune dependiente de NF-xB, con el consiguiente deterioro mitocondrial y estrés
oxidativo asociado, que finalmente termina con la activaciéon del inflamasoma NLRP3, la
amplificacion de la respuesta inflamatoria y, en dltima instancia, la activacién de los
procesos apoptoticos y la pérdida de la capacidad funcional de la célula. A la vista de estos
resultados, proponemos el término chronoinflammaging, como el proceso asociado al
envejecimiento responsable del estado inflamatorio subclinico observado en los ratones de
edad avanzada. Ademas, el hecho de que las vias de sefializacién dependientes de NF-xB y
NLRP3 se encuentren activas en el corazén de los ratones envejecidos, implica que cualquier
sefial que pueda desencadenar una respuesta de la inmunidad innata, como ocurre durante
la sepsis, podrd agravar esta respuesta mucho maés facilmente que en 6rganos mas jévenes.
La otra conclusion importante de este estudio, es la aparente dualidad que presenta el
tratamiento con melatonina. Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que el
tratamiento crénico con esta indolamina previene absolutamente la activaciéon de la
respuesta inflamatoria, el deterioro mitocondrial asociados a la edad, y la formacién de ROS
(Rodriguez y colbs., 2007a; Rodriguez y colbs., 2007b; Rodriguez y colbs., 2007c; Carretero y
colbs., 2009; Acufia-Castroviejo y colbs.,, 2012). Sin embargo, en el presente estudio
encontramos que el tratamiento con melatonina contrarresta la respuesta inmune a la sepsis,
pero no a la edad. La explicaciéon se encuentra en la dosis y pauta de administracion de
melatonina, lo que resulta de enorme importancia para entender la dualidad de sus efectos.
Cuando, como en el presente estudio, utilizamos dosis altas de melatonina administradas de
forma aguda, éstas resultaron suficientes para contrarrestar los efectos de la sepsis, al igual
que ocurrié en estudios con ratones jovenes (Escames y colbs., 2007; Ortiz y colbs., 2014;
Garcia y colbs., 2015). En cambio, en los modelos de envejecimiento se utilizaron dosis bajas
administradas de forma crénica que previnieron el dafio asociado a la edad, pero no son

suficientes para contrarrestar la respuesta inflamatoria de la sepsis. En base a todos estos
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resultados, la melatonina deberfa administrarse de forma crénica para prevenir los efectos
asociados al envejecimiento y, de forma aguda, para contrarrestar la respuesta inflamatoria
severa que se da en cierto tipo de patologias como la sepsis. Finalmente, queda por aclarar si
la caida en la producciéon de melatonina, que se produce durante el envejecimiento
(Waldhauser y Steger, 1986, Waldhauser y colbs., 1988; Reiter, 1992), puede favorecer el

proceso de chronoinflammaging.
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Figura 28. Efectos anti-inflamatorios de la melatonina: dianas moleculares dependientes del
receptor nuclear RORa. La melatonina requiere de RORa para poder inhibir, mediante la
deacetilacion de p65 por parte de SIRT1, la respuesta inflamatoria dependiente de NF-xB, y la
consiguiente expresion de mediadores pro-inflamatorios. Ademads, la melatonina previene la
activacion del inflamasoma NLRP3 asociada a la disfuncién mitocondrial a través de mecanismos

independientes del receptor nuclear RORa (Garcia y colbs., 2015).
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Conclusions

According to the results obtained in this Doctoral Thesis, we can conclude:

1. The parallel activation of the NF-xB and NLRP3 inflammasome innate immune

pathways underlies during the inflammatory process associated with aging.

2. The clock genes disruption that accompanies aging is associated with the enhanced
inflammatory response due to the disruption of the Clock/Bmall/SIRT1/NF-xB loop

and the subsequent increase in the p65transcriptional activity.

3. The age-dependent NF-xB/NLRP3 activation, coupled with the mitochondrial
impairment and oxidative stress, the latter to inflammasome NLRP3 activation,
amplify the inflammatory response, triggers apoptosis and a loss of cellular

functional capacity.

4. Sepsis further increases the alterations observed during inflammaging, yielding a
disproportionate inflammatory response represented by the NF-xB/NLRP3
overactivation and enhanced mitochondrial damage. Thus, the low-grade
proinflammatory status associated with aging contributes to the elevated

susceptibility and mortality of sepsis in aged population.

5. Melatonin administration counteracts the activation of both NF-xB and NLRP3
inflammasome pathways during sepsis, promoting SIRT1-dependent p65
deacetylation, preserving mitochondrial function and restoring the cellular redox

state.
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6. Melatonin required nuclear receptor RORa to induce SIRT1 deacetylase activity and
subsequent inhibition of the NF-xB transcriptional activity. However, melatonin

inhibits NLRP3 inflammasome activation by RORa-independent mechanism.

7. Melatonin should be administered in a chronic schedule in order to prevent the low-

grade inflammatory state associated with aging, and in acute schedule to counteract

the severe inflammatory response that occurs during sepsis.

8. We propose the chronoinflammaging theory, as the process responsible for the

inflammatory response and mitochondrial impairment observed during aging.
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Anexo 1. Lista de primers usados en los analisis de expresion génica por RT-PCR

Forward primer

Reverse primer

Simbolo Nombre
del gen
GPx1 Glutation peroxidasa
tipo I
GRd Glutatién reductasa

SOD1 Superéxido dismutasa

[Cu-Zn]

TNFa Factor de necrosis
tumoral alfa

IL-1B Interleuquina-1beta

IxBa Inhibidor de NF-
kappa-B tipo alfa

NAMPT Nicotinamida
fosforibosiltransferasa
Clock Gen circadiano
locomotor de la salida
de ciclos kaput
Bmall Receptor nuclear
translocador de aril
hidrocarburos1
CAT Catalasa
SIRT1 Sirtuina 1
Casp-1 Caspasa 1

CAAATGAGCCCAAAGGAAAC

ACTTGCGTGAATGTTGGATGTG

GCTTCTCGTCTTGCTCTCTCTG

AAGCAAGCAGCCAACCAG

TTCAGGCAGGCAGTATCAC

GAGCAAATGGTGAAGGAG

AGAGGCACCACTAATCATCAG

GGTGGTGACTGCCTATCCTAC

GAAGACAATGAGCCAGACAAC

GTCCGTCCCTGCTGTCTC

CGTCTTGTCCTCTAGTTCCTG

CGTCTTGTCCTCTAGTTCCTG

GGACAGAGTGAGAGGATAGC

GCTCTCGTGAGGAACTGTGG

GTTCACCGCTTGCCTITCTGC

ACAAGCAGGAATGAGAAGAGG

CAGCAGGTTATCATCATCATCC

TCTGGAAGTTGAGGAAGG

CACCAGAACCGAAGGAGAC

CTGCTGTTGTTGTTGCTGTTG

CCATAGATTTCACCCGTATTTCC

GCTCCTTCCACTGCTTCATC

GCCTCTCCGTATCATCTTCC

TCACCTCTTTCACCATCTCC
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Anexo 1 (continuacién). Lista de primers usados en los analisis de expresion génica por

RT-PCR
Simbolo . .
Nombre Forward primer Reverse primer
del gen
NLRP3 Proteina 3 de la familia AGGAGGAAGAAGAAGAGAGGA AGAGACCACGGCAGAAGC
NLR
ASC Proteina CARD
. ) GAGACCACCAGCAAGAC AAACATCCCAGAGAGTAAACAC
asociada a apoptosis
Rev-Erbo.  Receptor nuclear de la
subfamilia 1, grupo D, ACACACTCTCTGCTCTTC GACCTTGACACAAACTGG
miembro 1
YGCS Gamma
glutamilcisteinasintetas TCAGATATTGGATGGAGAGTAG AACCTTGGACAGCGGAATG
a
G6PDH Glucose 6-
s GGCGACATCTTCCACCAG GGCGTTCATAGGCACCAG
fosfatodeshidrogenasa
HIF-1a Factor de hipoxi
) aCt(,) de poxia AAGGCATCAGCATACAGTGG AAGTGGCAGACAGGTTAAGG
inducible 1 tipo alfa
p53 Proteina supresora de
GCTGCTCCGATGGTGATG AGTGTGATGATGGTAAGGATAG
tumores p53
Bax Proteina X asociada
GCCTCCTCTCCTACTTCGG CCTCAGCCCATCTTCTTCC
a Bcl2
Bcl2 Células B/linfoma 2 GCAGAGATGTCCAGTCAGC GGCGATGTTGTCCACCAG
Casp-3 Caspasa 3 GCTGACTTCCTGTATGCTTAC ATTCCGTTGCCACCTTCC
Beta-actin Beta-actina

GCTGTCCCTGTATGCCTCTG

CGCTCGTTGCCAATAGTGATG
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Anexo 2. Lista de anticuerpos usados en el analisis del contenido proteico por Western

Blot.
Simbolo Nombre Epitopo del anticuerpo Ref.
NF-xB Factor Nuclear kappa B Aminoacidos 1-286
. sc-8008
en N-terminal
IL-1p Interleuquina-1 beta Aminoécidos 117-269 sc-7884
en C-terminal
IxBa Inhibidor kappa B alfa Proteina completa sc-1643
TNFa Factor de necrosis tumoral Proteina completa sc-52746
alfa
iNOS Oxido nitrico sintasa Cerca del dominio sc-650
inducible C-terminal de iNOS
NLRP3 Proteina 3 de la familia NLR Proteina completa AG-20B-0014
ASC Apoptosis-associated Speck- Proteina completa AG-25B-
like Protein Containing 0006(AL177)
CARD
Casp-1 Caspasa-1 Dominio N-terminal de sc-622
caspasa-1
Casp-1 Caspasa-1 activada (p20) Neopéptido Asp296 de
p20 caspasa-1 sc-22165
RORa Receptor huérfano Cerca del dominio sc-26377
relacionado con RAR tipo N-terminal de RORal
alfa
PGC-la  Proliferador de peroxisomas Cerca del dominio sc-13067
activados receptor gamma N-terminal de PGC-1a
coactivador 1 alfa
SIRT1 Sirtuina 1 Proteina completa Millipore, Clone

10E4
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Anexo 2 (continuacién). Lista de anticuerpos usados en el analisis del contenido proteico

por Western Blot.
Simbolo Nombre Epitopo del anticuerpo Ref.
p53 Proteina supresora de Aminoacidos 1-393 Sc-6243
tumores p53 en C-terminal
Bax Proteina X asociada Cerca del dominio sc-526
a Bcl2 N-terminal de Bax
Bcl-2 Células B/linfoma 2 Dominio N-terminal sc-492
de Bcl-2
Casp-3 Caspasa-3 Aminoacidos 25-145 136219
de caspasa-3
Cytc Citocromo c Proteina completa Ab-110325
[37BA11]
GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato Proteina completa sc-25778

deshidrogenasa

~ 166 ~



Same molecule but different expression: aging and sepsis trigger NLRP3
inflammasome activation, a target of melatonin. Huayqui Volt, José A. Garcia,
Carolina Doerrier, Maria E. Diaz-Casado, Ana Guerra-Librero, Luis C. Loépez,
Germaine Escames, Jests A. Tresguerres, Dario Acuna-Castroviejo. Journal of Pineal

Research, 2015; doi: 10.1111/jpi.12303.






Received Date : 13-Oct-2015
Revised Date :05-Dec-2015
Accepted Date : 11-Dec-2015

Article type  : Original Manuscript

Same molecule but different expression: aging and sepsis trigger NLRP3

inflammasome activation, a target of melatonin

. 12 . L 12 . .12 . . 12

Huayqui Volt ™, José A. Garcia“, Carolina Doerrier **, Maria E. Diaz-Casado ™, Ana
. 12 . 12 . 12 P 3 .

Guerra-Librero **, Luis C. Lopez *“, Germaine Escames *, Jesus A Tresguerres’, and Dario

Acufia-Castroviejo'**

'Centro de Investigacién Biomédica, Parque Tecnolégico de Ciencias de la Salud,
Universidad de Granada, Granada, Spain.

2Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad de Granada, Granada,
Spain.

3Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad Complutense de Madrid,
Spain

*Unidad de Gestién Clinica de Laboratorios, Hospital Universitario San Cecilio, Granada,

Spain.

Running title: NLRP3 inflammasome and melatonin in age

This article has been accepted for publication and undergone full peer review but has not
been through the copyediting, typesetting, pagination and proofreading process, which may
lead to differences between this version and the Version of Record. Please cite this article as
doi: 10.1111/jpi.12303

This article is protected by copyright. All rights reserved.



Address reprint requests to Dario Acufia-Castroviejo, Centro de Investigacién Biomédica,
Parque Tecnoldgico de Ciencias de la Salud, Avenida del Conocimiento s/n, 18016, Granada,

Spain; fax: +34958819132; phone: +34958241000 ext. 20169; E-mail: dacuna@ugr.es

Keywords: Inflammaging; NLRP3 inflammasome; melatonin; NF-xB; mitochondria, clock

genes.

Abstract

The connection between the innate immune system, clock genes, and mitochondrial
bioenergetics was analyzed during aging and sepsis in mouse heart. Our results suggest that
the sole NF-«kB activation does not explain the inflammatory process underlying aging; the
former also triggers the NLRP3 inflammasome that enhances caspase-1-dependent
maturation of IL-1P. In this way, aged mice enter into a vicious cycle as IL-1f further
activates the NF-kB/NLRP3 inflammasome link. The origin of NF-xB activation was related
to the age-dependent Bmall/Clock/RORa/Rev-Erbo loop disruption, which lowers NAD*
levels, reducing the SIRT1 deacetylase ability to inactivate NF-kB. Consequently, NF-kB
binding to DNA increases, raising the formation of proinflammatory mediators and inducing
mitochondrial impairment. The cycle is then closed with the subsequent NLRP3
inflammasome activation. This paired contribution of the innate immune pathways serves as
a catalyst to magnify the response to sepsis in aged compared with young mice. Melatonin
administration blunted the septic response, reducing inflammation and oxidative stress, and
enhancing mitochondrial function at the levels of non-septic aged mice, but it did not
counteract the age-related inflammation. Together, our results suggest that, although with

different strengths, chronoinflammaging constitutes the biochemical substrate of aging and
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sepsis, and identifies the NLRP3 inflammasome as a new molecular target for melatonin,

providing a rationale for its use in NLRP3-dependent diseases.

Introduction

Cardiac impairment during sepsis is an important component of multiple organ failure in the
elderly [1-3]. Sepsis is associated with high mortality and morbidity in the critical care units
[4,5], and its incidence and susceptibility are disproportionately elevated in aged patients,
with significantly high mortality rate during sepsis [1,2,6-8]. It is now recognized the
existence of a low-level inflammatory process during aging, which results of the innate
immune system dysregulation, the so-called “inflammaging” [9], leading to chronic IL-1f
and TNFa production [10], a condition that may help to understand why aged mice are more
sensitive to the lethal effects of sepsis [11]. Because sepsis constitutes a specific
pathophysiological and clinical picture, with no current effective therapy in the elderly
[2,3,12], it is important firstly to realize the innate immunity dysregulation during aging, to
understand what happen during sepsis.

The nuclear factor kappa B (NF-xB) is a cytosolic sensor of multiple dangerous signals
including oxidative stress, which activates and promotes its nuclear translocation and DNA
binding [13]. The nuclear NF-xB content and its DNA binding increase with age [14,15] and
sepsis [12,16], further supporting a connection between both conditions. NF-kB controls a
series of genes involved in the immune response [13,16], including NATCH-, LRR- and
PYD-containing Protein 3 (NLRP3) [17]. Among others, reactive oxygen species (ROS)
and mitochondrial DNA (mtDNA) released from damaged mitochondria to the cytosol
promote the NLRP3 inflammasome assembly, a multiprotein complex that activates caspase-

1 [18-20]. Once activated, caspase-1 processes the NF-kB-dependent pro-inflammatory
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cytokines including pro-interleukin-1 beta (pro-IL-1f) to their mature forms [20].Thus, the
activation of both NLRP3 inflammasome and NF-kB innate immunity pathways leads to
overproduction of IL-18, TNFa and other proinflammatory mediators, all of which rise
during the inflammatory process associated with age [10,21,22] and sepsis in elderly [6,7].

NF-«B activation is under the control of a loop represented by the clock genes
Bmall/Clock, and their transcriptional positive and negative regulators RORa and Rev-Erba
[23,24], respectively. Activation of this pathway led to enhancing NAD™ levels and silent
information regulator type 1 (SIRT1) deacetylase activity, which in turn modulates clock [25]
and inactivates NF-kB, reducing its binding ability to DNA [26]. By contrast,
chronodisruption involves a drop in NAD™ levels and reduction in the SIRT1 deacetylase
ability, impeding its inactivation of NF-kB. Here, the induction of NF-xB—dependent
proinflammatory mediators raised, leading to mitochondrial impairment. Thus,
chronodisruption, inflammaging and, probably, the exaggerated innate immune response
during sepsis may be intimately connected.

The lack of an effective therapeutic strategy for sepsis may be now explained by the
existence of the NLRP3/mitochondrion innate immune pathway besides the classic NF-kB
pathway. Therefore, to control the septic process we need a drug able to blunt the whole
innate immune loop represented by the clock/NF-«B/NLRP3 connection, and avoiding
mitochondrial-deriving ROS at the same time [27,28]. Melatonin (N-acetyl-5-
methoxytryptamine) fulfills these criteria; it is a potent antioxidant and free radical scavenger
[29-31]; it is actively take up by the mitochondria [32] where maintains their homeostasis
[33,34], and exerts potent antiseptic properties [35] acting against the NF-kB-dependent
innate immune pathway activation [36,37]. Recently, we showed that melatonin also blunts

the NLRP3 inflammasome activation in different experimental conditions [38,39].
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Here, we considered it worthwhile to assess whether the NLRP3 inflammasome is
involved in the inflammaging process itself, and also in the amplified response to sepsis in
heart of aged mice. Moreover, we analyzed the mechanisms involved in its activation,
including the clock genes/SIRT1 connection. In view of the properties of melatonin, we
evaluated whether an acute administration of melatonin to aged mice was able to blunt the

exaggerated response of the NF-kB/NLRP3 response during sepsis.

Materials and methods

Animals

C57/BL6 male mice of 3 month old (denoted as ‘young’) and 18 month old (denoted as ‘aged
mice’) were provided by Harlan Laboratories (Barcelona, Spain). Animals were maintained
in the University of Granada’s facility under a 12:12 hr light/dark cycle (lights on at 08:00 h)
at 22 °C = 1°C, and they were fed ad libitum and with free access to water. All experiments
were conducted in accordance with the University of Granada’s Ethical Committee; the
Spanish Protection Guide for Animal Experimentation (R.D. 53/2013), and the European
Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and Other
Scientific Purposes (CETS # 123). All animals were sacrificed at 17:00 hr, and the
hearts were collected and processed immediately for mitochondrial respiration, or frozen to -

80 °C to further analysis.

Surgical procedures and melatonin treatment
Aged mice were grouped into three experimental groups: a) control group (C); b) septic
group (S8), in which sepsis was induced by cecal ligation and puncture (CLP) in mice

anesthetized with equithensin (1 mL/kg bw, ip), as previously reported [40], and c) septic
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group treated with melatonin (S8M). S8M group received a total dose of 90 mg/kg bw
melatonin distributed in three doses (30 mg/kg bw each one, dissolved in 0.3 mL of 0.25%
ethanol:saline) as follows: one dose 30 min before surgery (ip); the second dose just after
surgery (sc), and the third dose at 4 h after surgery (sc) (Fig. 1). All mice underwent surgery
at the same time of day to avoid diurnal variations on the immune response and were
sacrificed 8 hours after induction of sepsis. The data obtained from aged mice were always

compared with young mice (CY).

Isolation of cytosolic and nuclear fractions

Pure cytosol and nuclear extracts were prepared from hearts using the Nuclear Extract kit
(Active Motif, La Hulpe, Belgium). Briefly, heart was homogenized in PBS containing 5%
PIB (Phosphatase Inhibitor Buffer, 125 mM NaF, 250 mM -glycerophosphate, 250 mM
para-nitrophenyl phosphate, 25 mM NaVOs;, pH 7.4, 4 °C) at 800 rpm with a Teflon pestle.
The homogenate was centrifuged at 300 g for 5 min at 4°C, and pellets obtained were gentle
resuspended in 0.25 mL of ice-cold hypotonic buffer (20 mM HEPES, 5 mM NaF, 10 uM
Na;MoO4, 0.1 mM EDTA, pH 7.5). After incubation for 15 min at 4°C, 50 uL of 10%
IGEPAL CA-630 was added and mixed by gentle pipetting. The resulting suspension was
centrifuged at 14,000g for 1 min at 4°C, and the cytosolic supernatants obtained were
aliquoted and store at -80 °C. Meanwhile, nuclear pellet was gently suspended in 0.2 mL of
ice-cold lysis buffer (20 mM HEPES, 20% glycerol, 420 mM NaCl, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM
EDTA, 20 mM NaF, 0.5 mM DTT, 1 mg/mL leupeptin and 0.2 mM PMSF, pH 7.9),
followed by incubation at 4°C for 30 min on a shaking platform. After centrifugation at
14,000g for 10 min at 4°C, the final supernatant containing pure nuclear extract was aliquoted

and frozen at -80°C.

This article is protected by copyright. All rights reserved.



Real-time RT-PCR

Heart RNA was isolated with the Real Total RNA Spin Plus kit (Durviz, S.L., Valencia,
Spain) and quantified in a Nano Drop 1000 spectrophotometer (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, USA). RNA integrity was confirmed by agarose gel electrophoresis, and
cDNA was synthesized from 400 ng of total RNA using the gScript'" ¢cDNA SuperMix kit
(Quanta Biosciences, Gaithersburg, USA). Quantitative RT-PCR was performed in a
Stratagene Mx3005P QPCR System (Agilent Technologies, Madrid, Spain) using SYBR
Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Primer sequences (Table S1) were designed
using the Beacon Designer software (Premier Biosoft Inc., Palo Alto, CA, USA), and output
data were analyzed with the MxPro QPCR software (v 4.0) (Agilent Technologies) according
to the standard curves generated from increasing amounts of cDNA (0.05, 0.5, 5, 50 and 500
ng). The beta-actin housekeeping gene was used as an internal standard. The PCR program
was initiated with 10 min at 95°C before 40 thermal cycles, each consisting of 15 s at 95°C
and 1 min at 55°C. The negative control included template-free (water) reaction, and young

mice (CY) were used as calibrator sample.

Measurement of GPx, GRd, SOD1 and CAT activities

Glutathione peroxidase (GPx) and reductase (GRd) activities were spectrophotometrically
measured from cytosol fractions following the NADPH oxidation for 3 min at 340 nm [41] in
a Shimadzu UV spectrophotometer (UV-1700, Duisburg, Germany). The enzyme activities
were expressed as nmol/min/mg prot. Cu/Zn superoxide dismutase (SOD1) was assayed in
terms of its ability to inhibit the auto-oxidation of adrenalin to adrenochrome at pH 10.2 [42].
SODI1 activity was expressed as U/mg prot (1 unit = 50% inhibition of auto-oxidation of
epinephrine). Catalase (CAT) activity (umol/min/mg/prot) was measured in heart

homogenate following the decomposition of H,O, at 240 nm according to the Aebi’s method
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[43]. Protein concentrations were determined spectrophotometrically using the Bradford

procedure [44].

Western blot analysis

Cytosolic or nuclear proteins (10-20 ug) were resolved by SDS-PAGE using 7.5 % or 12.5 %
acrylamide gels and proteins blotted onto nitrocellulose membranes (PhastSystem) from GE
Healthcare Life Sciences (Barcelona, Spain). Immunoblotting analysis was performed using
the primary antibodies showed in the Table S2. Anti-mouse (BD Biosciences Pharmigen, San
Jose, CA, USA), anti-rabbit (Thermo Scientific, Madrid, Spain) and anti-goat (Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Germany) HRP-conjugated secondary antibodies were used
according to manufacturer’s instructions. The immunoreaction was detected using the ECL™
Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare Life Sciences, Barcelona, Spain).
Plots were digitized on a Kodak Image Station 2000R (Eastman Kodak Company, Rochester,

New York, USA) and quantified using 1D Image Analysis software 3.6.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

NF-«B p65 DNA-binding was measured in heart nuclear extracts using a Trans-AM "' NF-kB
p65 Kit (Active Motif, La Hulpe, Belgium). Total NAD" levels were determined from heart
homogenates according to the protocol provided in the NAD/NADH Assay Kit (Sigma-
Aldrich, Madrid, Spain). NAD" levels was calculated according to the formula NADt —

NADH, and expressed as ug/mg prot.
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Mitochondrial respiration assay

High-resolution respirometry was carried out in a two-chamber respirometer (Oxygraph-2K,
Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) at 30°C and under continuous stirring (750 rpm).
Adequate calibrations and background were used to correct respiratory parameters
calculations. 0.7 mg of muscle fibres were permeabilized mechanically and chemically with 5
mg/mL saponin in the preservation buffer BIOS (2.77 mM CaK,EGTA, 7.23 mM Na,ATP,
6.56 mM MgCl,-6H,0, 20 mM taurine, 15 mM Na,Phospho-creatine, 20 mM imidazole, 0.5
mM dithiothreitol, 50 mM MES, pH 7.1) [45]. Samples of permeabilized fibers were put
inside the respirometer chambers in 2 mL of MiRO6Cr medium (0.5 mM EGTA, 3 mM
MgCl,-6H,0, 20 mM taurine, 10 mM KH,PO,, 20 mM HEPES, 110 mM D-sucrose, 1 g/LL
fatty acid-free BSA, 60 mM lactobionic acid and 280 units/mL catalase, pH 7.1), enriched
with 3 mg/mL creatine) at 37°C. Respiration was determined with 10 mM glutamate, 2 mM
malate, 2 mM pyruvate and 10 mM succinate. After adding saturating concentrations of ADP
(titration steps of 0.5 mM), maximum capacity of electron transfer system (ETS) was
estimated in the presence of 1 M of the uncoupler agent carbonyl cyanide-p-
trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP). Data were acquired and analyzed with DatLab 4

software (Oroboros Instruments,Innsbruck, Austria).

Determination of the mitochondrial I, I1, III and IV complexes activity

The activities of the four respiratory complexes were determined as previously described
[46], with slight modifications for heart homogenates. Hearts were homogenized in ice-cold
CPT buffer (50 mM TRIS-HCI and 150 mM KCI, pH 7.5) at 1,000 rpm with a Teflon pestle.
The homogenate was sonicate with a Bandelin Sonopuls HD-2070 sonicator (Bandelin
electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Germany) at 35% for 10 seconds and centrifuge at 2,500

rpm for 20 min at 4 °C. The homogenate supernatants were aliquoted and store at -80 °C.
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Complex I activity (NADH CoQ oxidoreductase, in nmol oxidized NADH/min/mg
protein) was measured in the presence of decylubiquinone as the rotenone-sensitive decrease
of NADH at 340 nm. The activity of complex II (succinate: 2,6-dichloroindophenol (2,6-
DCIP) oxoreductase, in nmol reduced DCIP/min/mg protein) was measured in the presence
decylubiquinone plus rotenone as the antimycin A-sensitive reduction of 2,6-DCIP at 600 nm
with 520 nm as reference wavelength [47]. Complex III activity (ubiquinol:
cytochrome ¢ oxireductase, in nmol reduced cytochrome ¢/min/mg protein) was measured in
the presence of rotenone and decylubiquinone following the rate of reduction of
cytochrome ¢ at 550 nm with 580 nm as the reference wavelength [47]. Complex IV activity
(cytochrome ¢ oxidase, in nmol oxidized cytochrome ¢/min/mg protein) was measured as the
disappearance of reduced cytochrome ¢ at 550 nm. Complex I + III activity was measured at
30°C in the presence of 0.5 mM potassium cyanide, 0.2 mM NADH and 0.1 mM cytochrome
¢, as the rotenone-sensitive reduction of cytochrome c at 550 nm [48]. The results were
expressed in nmol reduced cyt ¢/min/mg prot. Complex II + III activity was measured at
30°C in the presence of 0.5 mM KCN, 0.3 mM succinate and 0.01 mM rotenone. The
reaction was initiated by addition of 0.1 mM cytochrome c¢ and decrease in absorbance was

monitored at 550 nm. The results were expressed in nmol reduced cyt ¢/min/mg protein [48].

Statistics

Data are expressed as the mean + SEM and summarize independent experiments as specified
in the text. Experimental groups were compared with Prism software (GraphPad, La Jolla,
CA, USA) using One-way ANOV A with Bonferroni post-test. P < 0.05 was considered to be

statistically significant.
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Results

Aging significantly induced the mRNA expression and protein content of NLRP3 compared
to young mice (Fig. 2A,B), which was further enhanced by sepsis (Fig. 2A,B, P < 0.001).
Pro-caspase-1 mRNA expression and protein content, which increased in aged mice (Fig.
2A,C, P < 0.01), did was not modify under sepsis. Sepsis, however, induced a significant
increase (P < 0.001) in the active caspase-1 (p20), which was also induced by age (Fig. 2A,C,
P < 0.01). The apoptosis-associated speck-like protein containing CARD (ASC) mRNA and
protein levels, which is involved in the NLRP3 inflammasome assembly, did not change in
these conditions (Fig. 2A,D). Interestingly, melatonin treatment counteracted the sepsis, but
not the age-dependent expression and content of NLRP3 (Fig. 2A,B, P < 0.01). A similar
effect of melatonin treatment accounted for cleaved caspase-1 (p20) (Fig. 2A,C, P < 0.01),
whereas ASC was unmodified by the indoleamine (Fig. 2A,D).

Because NLRP3 expression is under the transcriptional control of NF-kB, we next looked
for any changes in NF-kB in our experimental paradigm. Both, nuclear content and DNA
binding capacity of NF-kB enhanced with age (Fig. 3A, P < 0.001), whereas sepsis further
amplified this response (Fig. 3A, P < 0.01). Melatonin treatment counteracted the effect of
sepsis, but not of age, on NF-xB (Fig. 3A, P < 0.01). Age-dependent NF-kB activation was
followed by the increase in protein content (P < 0.01) and mRNA expression (P < 0.01) of
two of the NF-kB-dependent proinflammatory molecules, TNFa and iNOS (Fig. 3C,D).
These inflammatory factors were further induced by sepsis (Fig. 3C,D, P < 0.01). Melatonin
completely blunted the effects of sepsis, but not of age, on the NF-«xB pathway activation.
Aging also produced an increase in the /xBo inhibitor expression (P < 0.01) and content (P <
0.05), an effect potentiated during sepsis (Fig. 3E). Melatonin treatment seems do not modify
IxBa expression, but promotes its cytosolic retention, reducing its nuclear content (Fig. 3E, P

< 0.01). In these conditions, an enhanced IL-1f expression, pro-IL-1f levels, as well as
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mature IL-1p content, were detected in aged mice (Fig. 3B). Sepsis did not change the pro-
IL-1P levels despite a greater increase in its mRNA levels (P < 0.001), because the former is
being maturating to IL-1p (Fig. 3B, P < 0.001). Again, melatonin treatment counteracted the
effects of sepsis on IL-1p expression and mature content, restoring their levels at those found
in aged animals (Fig. 3B, P < 0.01).

NLRP3 inflammasome activation depends, among other signals, on the enhanced cytosolic
ROS released from dysfunctional mitochondrial [18-20]. Here, we firstly found an induction
of hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF-1a) (Fig. 4A, P < 0.001) during sepsis. The HIF-1a
induction was accompanied to a robust drop in mitochondrial maximal electron transfer
system (ETS) capacity (Fig. 4B, P < 0.001). Melatonin treatment did not only improve
mitochondrial maximal ETS capacity, rising it up to young levels (Fig. 4B, P < 0.01), but
also totally reduced HIF-lo expression (Fig. 4A, P < 0.001). Moreover, a significant
reduction in the four respiratory complexes activity, as well as the CI+III and CI+II
activities, were observed in aged mice (Fig. 4C—G, P < 0.001). Sepsis further reduced these
activities, whereas melatonin treatment counteracted the effect of sepsis and, in the case of
complex II and complex II+I11, also counteracted the effects of age (Fig. 4C-G).

To assess whether mitochondrial impairment during aging and sepsis was followed by a
cytosolic oxidative status, changes in the expression and activity of the main cytosolic
antioxidant enzymes, were analyzed. Aging and sepsis did not affect superoxide dismutase-1
(SOD1) expression and activity (Fig. 5SA). Age and sepsis did not change Glutathione
peroxidase (GPx) expression, but its activity drops significantly with age (P < 0.05), and
mainly during sepsis (Fig. 5B, P < 0.01). Glutathione reductase (GRd) expression increased
in aged mice (Fig. 5C, P < 0.001) without changes in its activity and both, expression and
activity decay in septic aged mice (Fig. 5C). Catalase (CAT) expression and activity,

however, did not change with age or sepsis (Fig. 5D). These findings, together with the trend
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to gamma glutamyl cysteine synthase (yGCS) (Fig. SE, P < 0.05) and glucose-6-phospate
dehydrogenase (G6PDH) expression (Fig. SF, P < 0.001) reduction, suggest that cellular
ability to recycle glutathione (GSH) is impaired in both aged and septic aged mice. As we
expected, melatonin treatment clearly modified the expression and activity of these
antioxidant enzymes, increasing SOD1 and GPx activities (Fig. 5A,B, P < 0.05), and GRd
and catalase expression and activity (Fig. 5C,D). Moreover, melatonin treatment also
increased yGCS (P < 0.001), but not G6PDH expression (Fig. SE,F).

We showed previously that melatonin inhibits nuclear NF-xB transcriptional activity
through a Bmall/Clock/RORa/SIRT 1-dependent pathway [38]. Here, we report a reduction
in RORa expression (Fig. 6A, P < 0.01) with age, with no changes in its cytosolic and nuclear
levels. Sepsis, which induces the expression of RORa (Fig. 6A, P < 0.01), did not affect its
nuclear translocation. These findings parallel the huge increase in the reverse erythroblastosis
virus alpha (Rev-Erba) expression with age and sepsis (Fig. 6B, P < 0.001). These changes
were followed by a reduction of Bmall and Clock expression in aged and in septic aged mice
(Fig. 6C), which probably depended on raising Rev-Erbo. expression (Fig. 6B). Moreover,
nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAMPT) expression, the rate-limiting enzyme in
NAD" biosynthesis, decreased in aged mice (P < 0.05), whereas sepsis did not modify the
former, despite the elevated NAD" consumption (Fig. 6D, P < 0.001). In contrast, the
expression and nuclear content of SIRT1, which were unmodified by age, increased with
sepsis (Fig. 6E, P < 0.05). Melatonin treatment enhanced nuclear translocation of RORa (P <
0.01) without changes in its expression (Fig. 6A), and reduced Rev-Erba expression (Fig. 6B,
P < 0.001) to young values. These changes were followed by an increase of Bmall and Clock
expression (Fig. 6C). Here, the expression of the NAMPT, which is under the control of
Bmall, also increase with melatonin (Fig. 6D, P < 0.001), with a parallel enhanced in NAD"

levels (Fig. 6D, P < 0.001), the substrate for SIRT1 deacetylase activity. Moreover,
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melatonin treatment induced nuclear translocation of PGC-la (Fig. 6F), promoting its
activation by SIRT1 and subsequent increase in RORa transcriptional activity.

Besides these alterations observed during the inflammatory process associated with aging
and sepsis, the mitochondrial permeability transition (MPT) pore may open as a result of the
mitochondrial dysfunction, resulting in cytochrome c¢ release that might then trigger
apoptosis. Here, we found an enhanced in both, expression and nuclear translocation of the
tumor-suppressor protein p53 in aged mice with sepsis (Fig. 7A,B, P < 0.001). Furthermore,
the Bax/Bcl2 ratio, which rose with age, was significantly enhanced during sepsis (Fig. 7D, P
< 0.01). These conditions favor the opening of the MPT pore, releasing cytochrome c to the
cytosol (Fig. 7A,C, P < 0.05) and activating caspase-3 (Fig. 7A,E, P < 0.001). Melatonin
treatment reduced p53 expression (P < 0.001), counteracting the effect of sepsis on its nuclear
levels (Fig. 7A,B, P < 0.05). Similarly, melatonin counteracted the effect of sepsis, but not of
age, on the Bax/Bcl2 ratio (Fig. 7D, P < 0.01), and cytochrome c release (Fig. 7A,C, P <

0.01), and the activation and expression of caspase-3 (Fig. 7A,E, P < 0.01).

Discussion

The results of this study yield three main novel findings. First, we show that aging and sepsis
trigger the same, although with different strengths, innate immune responses and
mitochondrial impairment. Second, we demonstrate that the sole NF-kB-dependent activation
does not explain the inflammatory process underlying aging; the former also triggers a
complementary innate immune response represented by the NLRP3 inflammasome. The NF-
kB/NLRP3 connection, which we propose that constitutes the basis of inflammaging, is
further activated during sepsis, yielding a disproportionate inflammatory response in the heart
of aged mice. Thus, the low-grade proinflammatory status associated with aging contributes

to the elevated susceptibility of sepsis in aged population [6,7,49]. Third, we reportedly
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showed that chronic melatonin treatment absolutely prevented the age-dependent oxidative
stress and mitochondrial impairment in multiple organs of mice including the heart [50-53].
Here, however, we show that melatonin administration counteracted the septic response,
reducing inflammation, oxidative stress, and mitochondrial function at the levels of non-
septic aged mice, but this therapy did not counteract the inflammaging response. These
results account for an important duality of melatonin effects, i.e., chronic, low-doses of
melatonin prevent inflammaging, whereas acute, high doses of melatonin counteract septic
inflammation without affect the basal inflammatory status of aged mice.

Aging and sepsis share similar molecular events but quantitatively different.
Inflammaging, a subclinical inflammation during aging, was initially related to a slow
activation of the innate immune system [9], represented by the NF-kB pathway. Moreover,
we recently showed that NF-xB is a link between chronodisruption and NLRP3
inflammasome activation in mouse heart, and the overstimulation of these two innate immune
branches explained the deleterious effects of sepsis in young mice [38]. So, we hypothesized
that clock genes/NF-kB/NLRP3 connection should participate in inflammaging, and sepsis
will induce a further disproportionately overstimulation of this system, explaining the higher
susceptibility of aged patients to sepsis. Moreover, we know that proper dosage of melatonin
administration restored the basal innate immune activity in models of senescence-accelerated
mice, young septic mice, and radiotherapy-induced mucositis [38,39,52,54,55] but we have
no information on the effects and action’s mechanisms of melatonin in aged and septic aged
mice. We tried to answer these questions analyzing the heart of aged and septic mice treated
with melatonin to assess its molecular targets.

It is known that Clock and Bmall are under the transcriptional control of RORa and Rev-
Erba [56], constituting a loop that ultimately regulates the innate immune system through

SIRT1 [57]. Thus, we examined whether the clock genes disruption that accompanies the
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aging process [58,59], was associated with the enhanced inflammatory response. Bmall
expression is negatively regulated by Rev-Erba [60] and positively regulated by RORa,
controlling the formation of Clock/Bmall complex [61]. This complex switches the NAMPT
gene expression and NAD® synthesis and, ultimately, the NAD'-dependent SIRTI
deacetylase activity. In turn, SIRTI1 interacts with the Clock/Bmall complex closing the
clock circuit of SIRT1 control [25]. Here, we found a decrease in both NAMPT expression
and intracellular NAD" levels, which correlated with the reduction of Clock and Bmall gene
expression with age. Thus, clock genes disruption caused SIRT1/NAD" dissociation, which
impedes SIRT1-dependent p65 subunit inhibition by deacetylation [26], resulting in enhanced
NF-«B transcriptional activity in aged mice here shown. These results reinforce the limiting
role of NAD" in SIRT1 deacetylase activity [62]. The consequent enhanced NF-«B binding to
DNA promotes the expression of multiple proinflammatory molecules including iNOS and
TNFa, and pro-IL-1, which are involved in the pathogenesis of most age-associated diseases
[63], and provided feedback amplification of the NF-kB-dependent signaling pathway.

NF-«B also induced the expression of NLRP3, which requires additional signals to be
activated [17] in order to cleavage pro-IL-1P to IL-1B in a caspase-1-dependent manner
[27,64]. Thus, the activation of NLRP3 inflammasome innate immunity pathways amplifies
the inflammatory response of NF-kB that characterizes the aging process itself. Because no
changes in ASC expression were detected, we look for other signals involved in NLRP3
inflammasome activation. Emerging evidence suggest that mitochondrial ROS trigger
NLRP3 inflammasome activation [19,20], and may explain the inflammaging condition [65].
We found an age-dependent reduction in the respiratory complexes activity, which correlated
with a hypoxic state revealed by the HIF-1o expression and the robust drop in mitochondrial
maximal electron transfer system (ETS) capacity. These data reflect the relation between

mitochondrial dysfunction and energy depletion, a major cause of ROS production in aged
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animals [33,66,67]. In fact, aged mice had reduced antioxidative capacity to eliminate
superoxide radical and hydrogen peroxide. Even more, the age-dependent reduction of
G6PDH expression limits the NADPH required for GSH recycling. Together, our data
suggest an inefficient ROS removal that may account for NLRP3 inflammasome activation in
aged mice. Furthermore, our results support an active apoptotic process in aged mice, showed
by the cytosolic increase in both cytochrome ¢ and active caspase-3 levels. We also detected
a nuclear translocation of p53, which accumulates in cells in response to DNA damage [68],
accompanied by an increase in the Bax/Bcl2 ratio. Nuclear translocation of p53 in response to
ROS is negatively regulated by SIRT1deacetylase activity in a NAD*-dependent manner [69].
Therefore, the SIRT1/NAD" dissociation found here correlates well with the p53 rise in the
nucleus and Bax activation in aged mice [68].

If the clock gene disruption [58,59] is associated with the enhanced inflammatory response
here shown in aged mice, sepsis may enhance further chronodisruption, aggravating the
immune response. Our findings totally support this hypothesis: with minimal changes in
RORo. expression, sepsis induced a strong expression of Rev-Erbo that in turn repress Clock
and Bmall; in these conditions, NAD" levels drop much more than in non-septic aged mice,
which impedes SIRT1 deacetylation of NF-kB. Consequently, our data show a huge
activation of NF-xB during sepsis in aged compared with young mice elsewhere reported
[38]. Subsequent enhanced NF-kB binding to DNA boost proinflammatory cytokines and
NLRP3 expression. Following the mechanisms elsewhere described, the activation of NLRP3
inflammasome during sepsis in aged mice yield further caspase-1 activation and mature IL-1
levels, which were significantly higher than those found in young septic animals [38]. Thus,
the age-associated activation of both NF-kB and NLRP3 inflammasome, which underlies the

so-called inflammaging, is further amplified during sepsis.
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In addition to enhanced NF-xB activation, the exceeded NLRP3 inflammasome response
to sepsis in aged mice should reflect a rise in its activating signals. Here, sepsis reduced even
more the NAD" levels in aged mice, probably due to its increased consumption by elevated
TNFa and molecular mechanism related to the HIF-la increase [70,71], reducing
mitochondrial function and ATP production. Moreover, the greater reduction in the activities
of GPx and GRd, and yGCS expression in sepsis compared with non-septic aged mice
explains a larger impairment of the GSH cycle and, thus, an enhanced ROS production,
overactivating the NLRP3 inflammasome. The apoptotic process found in aged mice is also
enhanced in sepsis, where nuclear translocation of p53, cytosolic cytochrome ¢ and active
caspase-3 levels rise above aged animals. Furthermore, the two-fold increase of TNFa
expression in septic mice compared with non-septic aged ones could rise the Bax/Bcl?2 ratio,
promoting MPT and apoptosis [72]. These results account for multiple events that converge to
further activate the intrinsic apoptotic pathway, that may contribute to the high mortality rate

during sepsis [3].

Based on our results here reported, we analyzed whether the same schedule of melatonin
treatment that is highly effective against sepsis in young animals [38], works also in aged
animals. Melatonin binds to and activates RORa transcriptional activity [73-76], favoring the
formation of Clock/Bmall complex [61,77]. Melatonin acts as an effective antioxidant to
preserve NAD™ levels under oxidative stress [78], and indirectly regulates SIRTI expression
and its targets such as p53 [79]. Here, we demonstrated that melatonin administration
counteracted Clock/Bmall/NF-kB/SIRT1 loop disruption by sepsis in aged mice, allowing
SIRT1 deacetylation and suppression of NF-kB activation, resulting in loss of its
transcriptional activity. Melatonin treatment reduced also the expression and activation of the

NLRP3 inflammasome and, consequently, blunts caspase-1 activity and IL-1p formation. The
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effects of melatonin on NLRP3 inflammasome activity were probably related to reduction of
the hyperoxidative status during sepsis, through the stimulation of the expression and activity
of the antioxidant enzymes, restoring the GSH homeostasis. Likewise, melatonin enhanced
mitochondrial function and inhibited the intrinsic apoptotic pathway. In general, melatonin
treatment was enough to absolutely counteract the changes induced by sepsis, but not those
related to aging.

Taken together, our results help to understand the mechanisms underlying the
inflammaging process, supporting a primary effect of age on clock genes/SIRT1/NF-xB
disruption, a secondary activation of the NF-kB-dependent immunity, a subsequent
mitochondrial impairment and oxidative stress, ending with the activation of the NLRP3
inflammasome and amplifying the inflammatory response of aging. The ultimate goal of
these changes here showed in mouse heart is the initiation of apoptosis and loss functional
capacity. With these results, a chronoinflammaging theory can be proposed. In addition, the
existence of activated NF-«B/NLRP3 inflammasome pathways in aged heart means that any
signal that further triggers the innate immunity may exacerbate its response much more easily
than in younger organ. The other important conclusion is the apparent paradoxical action of
melatonin. Although we reported that chronic melatonin treatment prevent absolutely the age-
dependent increase in inflammation, ROS, and mitochondrial impairment [50-53,80], here we
found that melatonin counteracted the response to sepsis, but not of age. The explanation lies
on the schedule of melatonin therapy and it has enormous importance. In fact, we used here
an acute, high dose of melatonin, which was enough to counteract sepsis at the same extend
as in young animals [38,54,55]. In models of aging we applied chronic, low melatonin dose,
which prevented the age-dependent damage. Based on our results, melatonin should be
administered in a chronic schedule in order to prevent age, and in acute schedule to

counteract severe inflammatory responses. A final consideration is that whether the drop in
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melatonin production during aging [81-83] favors the chronoinflammaging process, remains

to be clarified.
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Figure legends

Fig. 1. Study design diagram. Sepsis was induced by cecal ligation and puncture (CLP) in
mice anesthetized with equithensin (1 mL/kg, ip), at time cero (0 h). Mice received a total
dose of 90 mg/kg bw melatonin divided in three doses (30 mg/kg bw each, dissolved in 0.3
mL of 0.25% ethanol:saline) as follows: one dose 30 min before CLP (ip); the second dose
just after surgery (sc), and the third dose at 4 h after CLP (c). All mice underwent surgery at
the same time of day to avoid diurnal variations on the immune response and were

sacrificed 8 hours after induction of sepsis.

Fig. 2. Effects of aging, sepsis, and melatonin treatment on NLRP3 inflammasome pathway.
(A) Representative western blot of NLRP3, pro-caspase-1, cleaved caspase-1 p20, and ASC.
(B) mRNA levels (QRT-PCR) and cytosolic protein content (western blot) of NLRP3. (C)
Analysis of mRNA levels and cytosolic protein content of pro-caspase-1 and cleaved
caspase-1 p20. (D) ASC mRNA and cytosolic protein levels. Experiments were performed in
hearts of 3 (CY) and 18 month old male mice, and in 18 month old septic male mice with
(S8M) or without (S8) melatonin treatment. Data are expressed as means + SEM of 4-6
independent experiments quantified in duplicate; n = 7 per group. AU, arbitrary units; dR,
densitometry relative. P < 0.0land P < 0.001 versus CY; #p < 0.01 and P < 0.001

versus C; *"P < 0.01 versus S8.

Fig. 3. Effects of aging, sepsis, and melatonin treatment on NF-kB-dependent inflammatory
pathway. (A). Nuclear levels and DNA-binding activity of NF-xB p65 were determined in
vitro by western blot and ELISA, respectively. (B) Analysis of mRNA levels of IL-15 (qQRT-
PCR) and cytosolic protein levels of pro-IL-1p, and mature IL-1B (western blot). (C) mRNA
expression and cytosolic protein levels of TNFa. (D) Cytosolic protein levels of iNOS. (E)

Analysis of mRNA and cytosolic and nuclear protein levels of IkBa. Data are expressed as
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means = SEM of 5-7 independent experiments quantified in duplicate; n = 7 per group. Other
information as in Fig. 2. "P < 0.05, P < 0.0land P < 0.001 versus CY; *P < 0.05, #P <

0.01 and ™ P < 0.001 versus C; 7P < 0.01 and *™P < 0.001 versus S8.

Fig. 4.Effects of aging, sepsis, and melatonin treatment on mitochondrial function.
Mitochondrial function was evaluated through HIF-1a gene expression (A), the percentage of
mitochondrial maximal electron transfer system (ETS) capacity (B), and the analysis of the
mitochondria respiratory chain activities represented by complexes I (C), II (D), III (E), IV
(F), I+1II and II+III (G). Data are expressed as means + SEM of 3-5 independent experiments
quantified in duplicate; n = 6 per group. Other information as in Fig. 2. P < 0.001 versus

CY:"P<0.05,™P <0.01 and P < 0.001 versus C; 7P < 0.01 and *™P < 0.001 versus S8.

Fig. 5. Effects of aging, sepsis, and melatonin treatment on cytosolic antioxidant capacity.
Changes in cytosolic antioxidant system were determined by the analysis of the gene
expression (QRT-PCR) and enzymatic activities of SOD1 (A), GPx (B), GRd (C), and CAT
(D). mRNA levels of yGCS (E) and G6PDH (F) are also shown. Data are expressed as means
+ SEM of 4-5 independent experiments quantified in duplicate; n = 6 per group. Other
information as in Fig. 2. "P < 0.05, P < 0.0land P < 0.001 versus CY; *P < 0.05, #P <

0.01 and ™ P < 0.001 versus C; P < 0.05, 7P < 0.01 and 7P < 0.001 versus S8.

Fig. 6. Effects of aging, sepsis, and melatonin treatment on RORa/clock genes/SIRT1
connection. mRNA expression (QRT-PCR), and cytosolic and nuclear protein content
(western blot) for RORa (A). Analysis of mRNA levels of Rev-Erbo (B), Clock and Bmall
(C). Analysis of NAMPT gene expression and NAD" levels (D). (E) Analysis of gene
expression and nuclear protein level of SIRTI1. (F) Cytosolic and nuclear protein content
(wetern blot) for PGC-la. Data are expressed as means = SEM of 5-7 independent

experiments quantified in duplicate; n = 7 per group. Other information as in Fig. 2. P <
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0.05, P < 0.01and ~P < 0.001 versus CY; *P < 0.05, #P < 0.01 and P < 0.001 versus C;

P <0.05, P <0.01 and *""P < 0.001 versus S8.

Fig. 7. Effects of aging, sepsis, and melatonin treatment on mitochondrion-dependent
apoptotic events. (A) Nuclear and cytosolic fractions from heart were analyzed by western
blot using anti-p53, anti-Bax, anti-Bcl2, anti-caspase-3, and anti-cytochrome c antibodies. (B)
mRNA levels (QRT-PCR), and nuclear and cytosolic protein content (western blot) of p53.
(C) Cytosolic cytochrome ¢ content analyzed by western blot. (D) cytosolic protein content of
Bax, Bcl2, and Bax/Bcl2 determined in vitro by western blot. (E) Caspase-3 mRNA levels
and cytosolic protein content of pro-caspase-3 and active caspase-3. Data are expressed as
means = SEM of 4-5 independent experiments quantified in duplicate; n = 6 per group. Other
information as in Fig. 2. "P < 0.05, "P < 0.0land =~ P < 0.001 versus CY; *P < 0.01 and

P < 0.001 versus C; TP < 0.05, ""P < 0.01 and **P < 0.001 versus S8.
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