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Resumen

Modulacion del estatus oxidativo y proinflamatorio en el envejecimiento

pulmonar mediante la administracion de sustancias antioxidantes

Introduccion

El envejecimiento consiste en un cumulo de cambios deletéreos que ocurren en las
células vy tejidos con el paso del tiempo y que conducen a una alteracién de la homeostasis,

predisponiendo a un mayor riesgo de desarrollo de enfermedades y de muerte.

Hoy dia consideramos el estrés oxidativo, generado fundamentalmente en el
metabolismo basal mitocondrial y en la inflamacion, uno de los principales mecanismos causales
de dafio y de disfuncion celular en el envejecimiento. Asi, la exposicidn a antigenos tanto clinica
como subclinica a lo largo de la vida desencadena una respuesta inflamatoria y oxidativa para el

huésped capaz de amplificarse y sostenerse en el tiempo.

Por otro lado, la apoptosis constituye una linea de defensa frente al cimulo de células
disfuncionales y por tanto frente a la aparicién de tumores, pero también se relaciona con la
atrofia tisular propia de la senectud, requiriéndose un equilibrio entre sefiales pro y

antiapoptoticas que promueva la funcionalidad tisular.

Ademas, a lo largo del envejecimiento se producen cambios en el sistema nervioso y en

los ejes neurohormonales. Este es el caso de la glandula pineal, de manera que en individuos de
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edad avanzada se produce un descenso en los niveles circulantes de la hormona melatonina, asi

como del eje gonadal, que se ve particularmente alterado en las mujeres con el climaterio.

Hipdtesis y objetivos

El pulmén, al constituir una interfaz entre el medio interno y externo, esta
particularmente expuesto a agentes patégenos y contaminantes. Cabe esperar un incremento de
los fendmenos de estrés oxidativo, inflamacién y apoptosis en el tejido pulmonar con el
envejecimiento, asociando una pérdida de funcionalidad. Ademas, estos fendmenos podrian
verse agravados por la desregulacion de ejes hormonales presente en el envejecimiento, entre
ellos, la supresidon estrogénica secundaria al climaterio, y la reduccién en la produccién de

melatonina.

Nos planteamos por tanto investigar los mecanismos moleculares implicados en el
envejecimiento pulmonar y su modulacién a través de la administracién de sustancias con
actividad antioxidante e inmunomoduladora, melatonina y xantohumol, sobre un modelo murino
de envejecimiento, asi como el estatus inflamatorio y oxidativo pulmonar sobre un modelo animal
de supresion estrogénica y su posible modulacién con suplementacion hormonal o con
fitoestrogenos. Para ello se determinaron los niveles de citoquinas proinflamatorias, marcadores
de estrés oxidativo y mediadores apoptdticos en pulmdn de ratén, asi como de marcadores de
estrés oxidativo y sintesis de surfactante pulmonar en neumocitos tipo Il de ratas Wistar, y se
evaluaron los efectos de los tratamientos con melatonina, xantohumol, estradiol vy

fitoestrogenos.
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Material y métodos

Se emplearon ratones macho proclives al envejecimiento acelerado (SAMPS8) vy
resistentes a este envejecimiento (SAMR1) de 2 (jévenes) y de 10 (viejos) meses de edad. Los
ratones viejos fueron asignados al grupo control o bien recibieron tratamiento con melatonina a
las dosis de 1 o de 10 mg/kg/dia; o bien con xantohumol a las dosis de 1 o de 5 mg/kg/dia. Se
analizaron los niveles pulmonares de mediadores inflamatorios (TNFa, IL-13, NFkB) y marcadores
de estrés oxidativo (HO-1, HO-2, eNQS, iNOS) mediante RT-PCR (mRNA) o Western Blot
(expresion proteica). En los ratones tratados con melatonina se midieron ademas niveles de
oxidacion de RNA (8-OHG, ELISA) y mediadores apoptéticos (BAD, BAX, AlF, Bcl-2, mediante RT-

PCRy Western Blot).

Para el estudio de alteraciones en neumocitos tipo Il se emplearon ratas Wistar macho
que fueron asignadas a cuatro grupos experimentales: jévenes control (2 meses de edad), viejos
control (24 meses de edad), viejos tratados con 2,5 mg/kg/dia de melatonina y viejos tratados
con 5 mg/kg/dia de melatonina. Se realizaron mediciones de CO (ratio de
hemoglobina:carboxihemoglobina tras la adicién de hemoglobina), NO (test de Griess), LPO
(ELISA), cGMP (ELISA) y produccién de novo de fosfatidilcolina (incorporacién de D-[U-14C]
glucosa a fosfatidilcolina). Ademas, para la evaluacion de los efectos de la supresion estrogénica
sobre el envejecimiento pulmonar se emplearon ratas macho y hembra de la cepa Wistar. Las
hembras se dividieron aleatoriamente en dos grupos: ooforectomizadas y no ooforectomizadas.
De ellas, las ooforectomizadas recibieron tratamiento con estradiol, con extracto de soja (fuente
de fitoestrégenos) o bien con placebo. Se midieron los marcadores ya citados, ademas de la

actividad de las enzimas antioxidantes CAT, GPx y GR por espectrofotometria.
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Resultados

El envejecimiento condujo a un incremento de los mediadores proinflamatorios (TNFa,
IL-1B, NFKB2, NFkB subunidad p50, NFkB subunidad p65 y NKAP), marcadores de estrés oxidativo
(HO-1, 8-OHG e iNOS) y mediadores proapoptoticos (BAD, BAX y AIF) en pulmdn de ratén SAMP8
respecto a ratones jovenes de su misma cepa (p < 0,05). Los ratones SAMR1 viejos no mostraron
diferencias respecto a los jévenes de su misma cepa y presentaron valores mas bajos de dichos
parametros que los ratones SAMPS8 (p < 0,05). La administracién de melatonina y de xantohumol

consiguid revertir la mayoria de las alteraciones asociadas al envejecimiento (p < 0,05).

En neumocitos tipo Il se observd que tanto la edad como la castracion promovieron un
incremento en las concentraciones de NO, cGMP, CO y LPO (p < 0,05), asi como una
disminucion en la expresion de enzimas antioxidantes y en la capacidad de produccion de
surfactante pulmonar (fosfatidilcolina) (p < 0,05). Los cambios asociados a la edad fueron
reversibles con la administracion de melatonina (p < 0,05), mientras que la administracién de

estradiol y de extracto de soja pudo contrarrestar los efectos de la castraciéon (p < 0,05).

Conclusiones

La administracién de melatonina y xantohumol podria tener efectos beneficiosos sobre
las alteraciones proinflamatorias, prooxidantes y, en el caso de la melatonina, proapoptdticas
inducidas por el envejecimiento pulmonar. Ademas, la supresion estrogénica conduce a
alteraciones en el estatus redox pulmonar que pueden ser revertidas con la administracion de

estradiol y de fitoestrégenos derivados de la soja.
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Summary

Modulation of the proinflammatory and prooxidant status in the aging lung

by the administration of antioxidants

Introduction

Aging consists of a series of deleterious changes in cells and tissues along time, which

lead to altered homeostasis and increase the risk of illness as well as death.

Nowadays we consider oxidative stress, mainly secondary to basal mitochondrial
metabolism and to inflammation, as one of the most relevant mechanisms of cell damage and
dysfunction during aging. Thus, both clinic and subclinic antigen exposure along life trigger a

chronic inflammatory and oxidative response in the host, which amplifies and persists over time.

Furthermore, apoptosis is a defensive mechanism against the proliferation of
dysfunctional cells and thus against tumor acquisition, but it is also involved in cell loss leading to
tissue atrophy seen with age. Therefore, a balance between pro and antiapoptotic signaling

promoting tissue function is required.

Moreover, aging leads to changes in the nervous system and in neurohormonal axes. This
is the case of the pineal gland, with decreased circulating levels of the hormone melatonin in

older individuals; as well as the gonadal axis, which is particularly altered during menopause.
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Hypothesis and objectives

The lung, due to its position between the internal and the external milieu, is particularly
exposed to pathogens and pollutants. An upregulation of oxidative stress, inflammation and
apoptosis in lung tissue is expected, leading to decreased functionality. Moreover, these changes
may be worsened by the dysregulation of neurohormonal axes during aging, among them,

melatonin production downswing and oestrogen deprivation due to menopause.

Therefore, we aimed to investigate the molecular mechanisms involved in aging and their
modulation by the administration of substances with antioxidant and immunomodulatory
activity, such as melatonin and xanthohumol, in a murine aging model, as well as the
inflammatory and oxidative status in an animal model of oestrogen deprivation and its possible
modulation through hormone replacement therapy or phytoestrogen supplementation. For that
purpose, we measured the levels of proinflammatory cytokines, oxidative stress markers and
apoptosis parameters in mouse lungs, as well as oxidative stress markers and surfactant synthesis
in Wistar rats’ type Il pneumocytes. The effects of the treatments with melatonin, xanthohumol,

oestradiol and phytoestrogen were evaluated.

Materials and methods

Senescence-accelerated prone mice (SAMP8) and senescence-accelerated resistant mice
(SAMR1) aged 2 (young) and 10 (old) months old were used. Mice were assigned to the control
group or received treatment with melatonin 1 or 10 mg/kg/day; or with xanthohumol 1 or 5
mg/kg/day. The levels of inflammation mediators (TNFa, IL-1B, NFkB) and oxidative stress
markers (HO-1, HO-2, eNOS, iNOS) were measured by means of RT-PCR (mRNA) or Western Blot

analysis (protein expression). In mice treated with melatonin levels of mMRNA oxidation (8-OHG,
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ELISA) and apoptotic mediators (BAD, BAX, AlF, Bcl-2, by means of RT-PCR and Western Blot) were

measured.

In order to study alterations in type Il pneumocytes male Wistar rats were assigned to
four experimental groups: young control (2 months old), old control (24 months old), old treated
with 2.5 mg/kg/day melatonin and old treated with 5 mg/kg/day melatonin. Levels of CO
(haemoglobin:carboxyhaemoglobin ratio after haemoglobin addition), NO (Griess reaction), LPO
(ELISA), cGMP (ELISA), and de novo phosphatidylcholine production (incorporation of 10 mmol/L
D-[U-14C] glucose into phosphatidylcholine) were measured. Furthermore, to evaluate the
effects of oestrogen deprivation in the aging lung, male and female Wistar rats were used. Female
rats were randomly kept intact or subjected to double oophorectomy. Oophorectomized rats
received treatment with oestradiol, soy extract (as phytoestrogen source) or placebo. The
oxidative stress markers mentioned above were measured, as well as the activity of the

antioxidant enzymes CAT, GPx and GR by means of spectrophotometry.

Results

Aging led to an increase in proinflammatory mediators (TNFa, IL-13, NFkB2, NFkB p50
subunit, NFKkB p65 subunit and NKAP), oxidative stress markers (HO-1, 8-OHG and iNOS) and
apoptosis parameters (BAD, BAX and AIF) in the lungs of SAMP8 mice when compared to young
animals of the same strain (p < 0.05). Melatonin and xanthohumol treatments were able to

reverse most of the changes linked with age (p < 0.05).

Type Il pneumocytes showed an increase with age as well as with castration in the levels
of NO, cGMP, CO and LPO (p < 0.05), a decrease in antioxidant enzymes, and in

pulmonary surfactant synthesis (phosphatidylcholine) (p < 0.05). Age-associated changes were
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reversed by melatonin treatment (p < 0.05), while oestradiol and soy extract treatments were

able to reverse the effects of castration (p < 0.05).

Conclusions

Treatment with melatonin or xantohumol may exert beneficial effects in the
proinflammatory, prooxidant, and, in the case of melatonin, proapoptotic alterations in the aging
lung. Moreover, oestrogen deprivation leads to an altered redox status in the lung which may be

reversed by treatment with oestradiol or soy-derived phytoestrogens.
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1. Introduccion
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El envejecimiento

Vivimos en una sociedad en la que las mejoras nutricionales, econdmicas, sanitarias y de
infraestructura han ocasionado un espectacular incremento de la esperanza de vida, de manera
gue si un individuo nacido en la Europa de la segunda mitad del siglo XVIII podia aspirar a vivir
33,72 afios, para un nacido en el 2019 la expectativa es 81,34 afios (Statistics Sweden 2020). Por
tanto, la creciente proporcién de poblacién anciana en la sociedad actual ha suscitado el interés

de la comunidad cientifica en el envejecimiento, sus mecanismos y cémo evitarlo.

El envejecimiento es un fendmeno que surge simultdaneamente con el origen de la vida,
estimado en hace unos 3.500 millones de afios (Javaux 2019). A pesar de tratarse de un concepto
con el que nos sentimos familiarizados, su definicion es compleja. Hoy dia entendemos el
envejecimiento como un cimulo de cambios deletéreos que ocurren en las células y tejidos con
el paso del tiempo y que conducen a una alteracién de la homeostasis, predisponiendo a un
mavyor riesgo de desarrollo de enfermedades vy, en Ultima instancia, de muerte (Harman 1991;

Troen 2003).

Podemos reconocer multiples consecuencias del envejecimiento, compartidas al menos
por las diversas especies de mamiferos (Troen 2003). La composicién bioguimica de los tejidos
sufre alteraciones a varios niveles. Ha sido ampliamente estudiada la pérdida de masa magra y
0sea en los humanos con la edad, conservandose la cantidad de tejido adiposo y por tanto
presentando un incremento porcentual de este Ultimo (Rossman 1986). No solo se han observado
cambios cuantitativos a nivel tisular, sino también cualitativos, como la acumulacién de glicacion
de fibras de coldgeno que conduce a un incremento de la rigidez en la pared vascular (Vistoli et
al. 2013). Los diversos cambios sufridos por los individuos a lo largo del tiempo les conducirian a
una disminucién progresiva de su capacidad fisiologica para responder de forma adaptativa tanto

a estimulos ambientales como internos, con mayores dificultades para mantener la homeostasis.
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Por ejemplo, se ha demostrado una correlacion inversa entre la capacidad de aclaramiento
mucociliar en humanos y la edad (Svartengren 2005; Proenca de Oliveira-Maul et al. 2013). Asi,
la vulnerabilidad al desarrollo de enfermedades y por tanto la mortalidad aumentan de forma
exponencial con la edad, particularmente tras haber alcanzado la madurez sexual. Este patron de
supervivencia estd ampliamente extendido entre distintas especies, incluyendo también

organismos unicelulares y animales invertebrados (Kaeberlein 2001).

El empefio por comprender como y por qué tienen lugar estos cambios asociados al paso
del tiempo ha conducido al desarrollo de multiples teorias para explicar el envejecimiento. Puesto
que cada teoria explora el envejecimiento desde una perspectiva concreta, debemos
contemplarlas como complementarias, ya que ninguna por si sola consigue dar respuesta a la

pregunta de por qué envejecemos.

Desde un punto de vista evolutivo, cabe destacar que las caracteristicas sometidas a la
seleccion natural son aquellas que se manifiestan en la juventud y que permiten al individuo
procrear y cuidar de su descendencia hasta que esta pueda sobrevivir por si misma. En este
contexto, Kirkwood identifica tres categorias de genes involucrados en el envejecimiento: 1)
aquellos que regulan el mantenimiento y la reparacion de las células somaticas; 2) genes que
promueven la supervivencia temprana y son transmitidos a la descendencia pero que resultan
deletéreos a largo plazo (fendmeno conocido como “pleiotropia antagdnica”); y 3) genes
sometidos a mutaciones tardias y que por tanto no son sometidos al proceso de seleccion natural
(Kirkwood 1996; Austad y Hoffman 2018). Esta teoria evolutiva del envejecimiento explicaria por
qué se ha conservado dicho patrén de supervivencia (aumento de la morbilidad y de la mortalidad

una vez alcanzada la madurez sexual) a lo largo de la evolucion.

24



Las teorias evolutivas no obstante no arrojan luz sobre los mecanismos moleculares por
los cuales ocurren cambios deletéreos en los organismos. Tradicionalmente las teorias sobre las

causas del envejecimiento se han clasificado en estocasticas y en genéticas o del desarrollo.

Las teorias estocasticas atribuyen el envejecimiento a cambios ocurridos de forma
aleatoria en moléculas clave; por ejemplo, mutaciones secundarias a la radiacién de fondo sobre
moléculas implicadas en la sintesis de DNA o sobre otras moléculas “molde” que se acumularian
alolargo del tiempo dando lugar finalmente a productos disfuncionales (Orgel 1963; Troen 2003;
Ruan et al. 2018). No obstante, parece que la acumulacidon de proteinas alteradas en un
organismo a lo largo del tiempo se debe en mayor medida a cambios postraduccionales como la
oxidacién o la glicacion y no tanto a la sintesis errénea de proteinas (Troen 2003). En este sentido
se orienta la teorfa del entrecruzamiento (cross-linkage), que postula que la creacién de enlaces
cruzados entre macromoléculas (por ejemplo, de fibras de coldgeno) conduce a su acumulacion

y potencialmente a la disfuncion celular o tisular (Bjorksten 1968).

Para comprender en primer lugar por qué las biomoléculas sufren alteraciones debemos
atender a la teoria de los radicales libres desarrollada por Harman en 1956. Esta teoria postula
gue la causa subyacente y comun a los procesos de envejecimiento es la iniciacion de reacciones
de radicales libres, dada su capacidad de producir alteraciones moleculares aleatorias (Harman
1956). Los radicales libres son moléculas con un electron desapareado en su orbital mas externo,
de manera que tienden a combinar dicho electrén con otras moléculas alterando su estructura
en un proceso conocido como oxidacién, por lo que hablamos de estrés oxidativo (Fridovich
1978). Segun esta teoria, los cambios deletéreos asociados al envejecimiento serian consecuencia
de la acumulacién de moléculas que han perdido su estructura original y por tanto su

funcionalidad como resultado de su interaccion con radicales libres.
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Las reacciones de los radicales libres se caracterizan por tres fases: 1) iniciacion; 2)
propagacion y 3) terminacién. Durante la propagacion es posible la generacién de una reaccion
en cadena, de manera que un solo radical libre puede generar dafio sobre un gran nimero de
moléculas (Harman 2006). Las principales fuentes de radicales libres en los mamiferos son la
cadena respiratoria mitocondrial, la fagocitosis, la sintesis de prostaglandinas, el citocromo P450,
reacciones no enzimaticas de oxigeno y las radiaciones ionizantes. Puesto que la principal fuente
de radicales libres en la célula es la reduccidn del oxigeno para la produccidén de ATP durante la
fosforilacién oxidativa mitocondrial, la mayoria son especies reactivas de oxigeno, comunmente
denominadas ROS (por sus siglas en inglés, reactive oxygen species). Son ejemplos de especies
reactivas de oxigeno el radical superdxido (*0Oy), el perdxido de hidréogeno (H,0,), el radical
hidroxilo (OH", el mas reactivo conocido), el perhidroxilo (HO;) o el peroxilo (ROO’), entre otros,
todos ellos con capacidad de combinarse con diversas macromoléculas (proteinas, DNA, lipidos...)

alterando su funcién.

Por otro lado, la oxidacion del éxido nitrico (NO), molécula enddgena involucrada en
numerosos procesos fisioldgicos, conduce a la formacién de especies reactivas de nitrogeno (RNS,
del inglés reactive nitrogen species). EIl NO es producido por la enzima NO sintasa, que presenta
varias isoformas, entre ellas una constitutiva expresada en el endotelio, eNOS, implicada en la
regulacion del tono vascular; y otra inducible, iNOS, fundamentalmente expresada en macréfagos
e implicada en procesos inflamatorios. La sobreproduccion de NO en un entorno oxidativo da
lugar a la formacion de radicales de nitrégeno como el peroxinitrito (ONOO") y el dioxido de
nitrégeno (NO), ambos capaces de alterar la estructura y funcién de macromoléculas

constituyentes de la célula (Beckman y Koppenol 1996).

Asi, se han descrito varias alteraciones moleculares debidas a su oxidacion a cargo de

radicales libres. Entre las modificaciones sufridas por las proteinas encontramos la nitrosacion de
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residuos de tirosina, la carboxilacién de residuos de lisina, arginina, treonina o prolina, la
sulfoxidacién de metioninas o la tiolacion de cisteinas. Todas estas alteraciones conducen a
cambios conformacionales que no solo impiden la correcta funcién proteica, sino que ademas
dificultan su adecuada degradacion a cargo del proteasoma, por lo que acaban acumulandose en
la célula (Cannizzo et al. 2011). La peroxidacion lipidica (LPO) también ocasiona graves dafios
estructurales y funcionales para la célula, de manera que los lipidos de membrana poliinsaturados
sometidos a procesos de oxidacion conducen a una reduccién en la fluidez de la bicapa lipidica

(Cannizzo et al. 2011; Vistoli et al. 2013).

Como ya se ha indicado, la principal fuente enddgena de radicales libres es el
metabolismo oxidativo. En la membrana interna mitocondrial, la enzima citocromo c oxidasa
ejecuta la reduccidon de oxigeno molecular a agua gracias a cuatro electrones. No obstante, a lo
largo de la cadena de transporte electrénico algunos electrones escapan a esta ruta de manera
que tiene lugar la reduccién del oxigeno molecular con un Unico electrén al radical superdxido
(Starkov 2008), lo que convierte a la mitocondria en una fuente de ROS. De hecho, el propio
Harman asocia el proceso del envejecimiento al estrés oxidativo sufrido por la mitocondria,
asignandole el papel de reloj bioldgico (Harman 1972). La produccion de ROS es proporcional a la
actividad de la cadena de transporte electrénico, lo cual nos conduce a estipular que una
reduccién en la ingesta conllevaria una reduccién en la generacién de ROS (Harman 2006). En
efecto, la restriccién caldrica se ha demostrado efectiva como estrategia antienvejecimiento, de
manera que ratas sometidas a una reduccién de la ingesta del 40% vieron incrementada su
longevidad en un 49% (Yu et al. 1982). No obstante, la respuesta a la restriccion caldrica parece
ser especie-dependiente, habiéndose observado diferentes patrones con resultados menos

espectaculares en monos (Kayo et al. 2001).
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Los organismos presentan varios mecanismos de defensa frente al estrés oxidativoy a los
dafios producidos por él. La mayoria de las células disponen de antioxidantes enzimaticos:
superoéxido dismutasa (SOD), presente en el citosol (Cu-SOD y Zn-SOD) y en las mitocondrias (Cu,
Zn y Mn-SOD) y que convierte los radicales hidroxilo en perdxido de hidrdogeno; catalasa (CAT),
presente en los peroxisomas y en los eritrocitos y que metaboliza el perdxido de hidrégeno en
agua y oxigeno molecular; y el sistema glutation peroxidasa (GPx) y reductasa (GR), que gracias a
la oxidacion del glutation (GSH) a glutation disulfuro (GSSG) permite la eliminacion del perdxido
de hidrégeno y la conversion de hidroperdxidos de lipidos a sus correspondientes alcoholes
(Meister y Anderson 1983; Bannister et al. 1987; Zamocky y Koller 1999). Ademas, existen varios
antioxidantes no enzimaticos capaces de actuar como barredores de radicales libres, como la
melatonina, los flavonoides, el acido ascdrbico, la biliverdina y su metabolito bilirrubina. La
biliverdina y bilirrubina proceden del catabolismo del grupo hemo (Fe-protoporfirina IX),
citotoxico en su estado libre, a cargo de la enzima hemooxigenasa (HO) (Araujo et al. 2012). En
esta reaccion (en presencia de NADPH, tres moléculas de oxigeno molecular y la reductasa
citocromo P450) se obtienen como producto cantidades equimolares de biliverdina, mondxido
de carbono (CO) e ion ferroso (Fe?*). La HO presenta fundamentalmente dos isoformas: la HO-2,
constitutiva, y la HO-1, inducible. La HO-1 se expresa de forma basal en concentraciones bajas en
numerosos tejidos constituyendo un mecanismo de proteccion frente a radicales libres. Sus
concentraciones se ven aumentadas de manera temprana como respuesta a situaciones de
inflamacidn, hipoxia, isquemia o hipertermia, por lo que constituye un marcador de estrés celular

particularmente sensible (Maines 1997).

Ademas del metabolismo oxidativo basal, una fuente fundamental de ROS es el
denominado estallido oxidativo generado por el sistema inmune como linea de defensa frente a
organismos patoégenos. Neutroéfilos, macréfagos, células dendriticas y monocitos liberan ROS con

gran capacidad microbicida (fundamentalmente radicales perdxido, hidroxilo, peroxinitrito e
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hipoclorito) como parte de la respuesta inflamatoria. No obstante, los tejidos circundantes sufren
también los efectos de este estallido oxidativo (Cannizzo et al. 2011). Esta relacién entre
inflamacién y estrés oxidativo ha conducido al desarrollo de la teoria inflamatoria del
envejecimiento (Chung et al. 2006) y al concepto de inflammaging (Franceschi et al. 2000). Segun
este concepto, a lo largo de los afios sufrimos una continua exposicién a antigenos tanto clinica
como subclinica que desencadena una respuesta inflamatoria y oxidativa dafiina para el huésped
capaz de amplificarse y sostenerse en el tiempo, caracterizada por un aumento en los niveles
circulantes de las principales citoquinas proinflamatorias: el factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa), interleuquina-1 (IL-1) e interleuquina-6 (IL-6). Hoy dia sabemos que numerosas patologias
relacionadas con el envejecimiento presentan un claro componente inflamatorio, como es el caso
de la hipertension arterial (Peeters et al. 2001), la enfermedad de Alzheimer, la aterosclerosis, la

osteoporosis o la sarcopenia (Baylis et al. 2013).

Al margen de ser producidas durante el proceso de inflamacion, las ROS también son
capaces de inducir a su vez la liberacion de citoquinas y por tanto de estimular la respuesta
inflamatoria (Cannizzo et al. 2011; Baylis et al. 2013). La familia de factores de transcripcion
nuclear NFkB (nuclear factor kappa B) constituyen mediadores inflamatorios y apoptdticos
sensibles a un gran numero de estimulos, desde antigenos bacterianos hasta la radiacion
ultravioleta. Entre los principales activadores de este factor de transcripcidon encontramos,
ademas de las citoquinas proinflamatorias TNFa e IL-1, las ROS y la LPO (Bowie y O’Neill 2000).
Las subunidades de NFkB (p50, p65 0 p52, entre otras) se encuentran en el citoplasma en células
no estimuladas en forma de dimero unidas a una subunidad inhibidora, IkB (como IkBa). Las vias
de activacion son complejas y especificas para cada dimero formado por las distintas
subunidades, asi como para cada tipo celular. Por ejemplo, la subunidad p105 puede unirse a la
p65 inactivandola, pero también puede ser fosforilada por TPL-2 (tumor progression locus 2

kinase) para ser procesada a p50, forma activa (Bowie y O’Neill 2000; Savinova et al. 2009). Una
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vez activado, el NFkB es traslocado al nucleo celular donde promovera la transcripcién de genes
implicados en la respuesta inflamatoria, como IL-1 (Goto et al. 1999), la ciclooxigenasa 2 (COX-2),
la iNOS (Taylor et al. 1998), IL-6 o TNFa, asi como de genes que codifican IkBs que estableceran
un feedback negativo. Se ha descrito una mayor actividad del NFkB en diversos tejidos con la edad
(Helenius 1996; Adler et al. 2007), apuntando a un estatus proinflamatorio adquirido con el

envejecimiento.

Al involucrar al sistema inmunitario, hasta cierto punto codificado genéticamente, la
teoria inflamatoria tiende un puente entre las teorias estocdsticas y las genéticas o del desarrollo.
Estas teorias atribuyen el envejecimiento al proceso continuo de maduracién y desarrollo del
individuo controlado y programado a través del DNA. Asi, en el envejecimiento se observa un
fendmeno de inmunosenescencia, consecuencia de la complejidad del sistema inmunitario y de
las influencias tanto genéticas como ambientales que sobre él actian. Se ha demostrado una
reduccién en la produccién de radical superdxido y de la fagocitosis con la edad, de manera que
los individuos de edad avanzada presentan una peor respuesta inmunitaria innata y por tanto
mayor susceptibilidad para el desarrollo de infecciones. Se han observado alteraciones también
en la inmunidad adaptativa, con una involucién del timo y una respuesta reducida a la carga
antigénica debida a la disminucion del ratio de células naive: células maduras tanto B como T
(Cannizzo et al. 2011; Baylis et al. 2013). Por tanto, la inmunosenescencia es simultaneamente un
estado proinflamatorio pero también de inmunodepresion. Ademas, la propia oxidaciéon de
macromoléculas estructurales puede conducir a la formaciéon de autoantigenos, moléculas
propias reconocidas por el sistema inmune como ajenas y que por tanto van a ser diana para su

eliminacion (Cannizzo et al. 2011).

Dentro de esta categoria genética y del desarrollo enmarcamos también la teoria

neuroendocrina del envejecimiento, segln la cual los cambios degenerativos del sistema nervioso
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y consecuentemente de las hormonas secretadas juegan un papel central en el envejecimiento.
El climaterio constituye un factor clave en el envejecimiento y en la predisposicién a enfermar en
las mujeres. Asi, las mujeres sometidas a ooforectomia en edad temprana presentan un mayor
riesgo de desarrollar enfermedades pulmonares obstructivas (Rocca et al. 2016). Se han
identificado, por otro lado, alteraciones en ejes neuroendocrinos que sugieren o bien una mayor
sensibilidad a las hormonas periféricas o bien una expresion inapropiadamente baja de hormonas
tréficas en individuos de edad avanzada. Estas alteraciones podrian ser tanto causa como
consecuencia del envejecimiento, al verse afectados los ejes neuroendocrinos por mecanismos

moleculares ya descritos (Troen 2003).

El propio ciclo celular presenta implicaciones para su envejecimiento. Durante cada
replicacion celular, se ha observado un acortamiento de los teldmeros, estructuras localizadas en
el final de los cromosomas y que previenen su fusién entre ellos (Harley et al. 1990; Troen 2003),
lo cual podria limitar el niumero de divisiones celulares posibles. Se estipula, por tanto, que la
longitud de los telomeros y la actividad de la telomerasa podrian estar implicadas en el proceso

de envejecimiento.

La célula estad dotada de la informacién necesaria para su propia destruccion. La apoptosis
constituye una forma de suicidio celular programado por la propia célula y que conduce a una
delecién controlada de si misma (Kerr et al. 1972). La apoptosis implica una compactacion y
segregacién de la cromatina, un plegamiento de la membrana celular con formacion de vesiculas
y la fragmentacion celular, conduciendo a su degradacion lisosomal. Se trata de un fenémeno
fundamental para el mantenimiento de la homeostasis, ya que controla las distintas poblaciones
celulares. Durante el desarrollo embrionario la apoptosis permite la desaparicion de varias células
y su reemplazo por otras para la organogénesis. Gracias a la apoptosis, las células que han ido

acumulando dafio y ya no pueden ejercer correctamente su funcién son eliminadas sin
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desencadenar una respuesta inflamatoria. Parece ser que esta capacidad se reduce con la edad
(Suh et al. 2002). Uno de los mecanismos por los cuales se estipula que la restriccion caldrica
puede incrementar la vida de un individuo es el aumento de la apoptosis, consiguiéndose la
eliminacion de células preneoplasicas (Troen 2003). No obstante, la apoptosis es un fenémeno
implicado en varias enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer o de
Parkinson, asi como en la atrofia tisular observada en el envejecimiento (osteopenia, sarcopenia,

capacidad de cicatrizacién reducida...).

Por lo tanto, se requiere un equilibrio entre sefiales proapoptdticas, que prevendrian la
formacién de tumores y por tanto tienen el potencial de aumentar la esperanza de vida, y
antiapoptoticas, que prevendrian el deterioro de varios tejidos asociado al envejecimiento. Las
sefiales implicadas en los procesos apoptdéticos y antiapoptéticos son complejas. Entre los
mecanismos moleculares relacionados con la regulacién de la apoptosis encontramos la familia
Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), encargada de controlar la homeostasis mitocondrial. En esta familia
encontramos moléculas tanto inductoras de la apoptosis (BAD, BAX, BAK, Bcl-xS...) como
inhibidoras (Bcl-2, Bcl-xL...). Tras una sefial de estrés, las moléculas proapoptodticas se disponen
alrededor de la membrana mitocondrial, donde se encuentran de manera constitutiva las
antiapoptoticas. Se produce entonces una heterodimerizacion y traslocacién a la membrana
mitocondrial, incrementando su permeabilidad y provocando la salida del citocromo c
(habitualmente implicado en la fosforilacién oxidativa) al citoplasma. En el citoplasma se une a
otras moléculas proapoptdticas, activando la cascada de las caspasas. Las caspasas son cistein-
proteasas aspartato-especificas que actlan como activadoras de la apoptosis o bien como
efectoras directas. Para evitar su accion indiscriminada, son sintetizadas como zimdgenos,
moléculas precursoras que deben ser procesadas para adquirir accion enzimatica. Esta via de
activacion de la apoptosis se conoce como mitocondrial o intrinseca, pero existen otras. La

conocida como via de los receptores de muerte o extrinseca se caracteriza por una activacion de
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las caspasas secundaria a una serie de mensajeros intracelulares desencadenados por la
activacién de receptores celulares, como es el caso de la union del TNFa a los receptores TNFR o

bien de la molécula Fas a su ligando CD95.

Las caspasas no son las Unicas efectoras de la apoptosis. La via de la granzima B es la
empleada por las células NK y los linfocitos T CD8, ademas de la via de Fas/Fas-L. La activacién de
esta via conduce a la insercién de perforinas en la membrana celular que permiten la entrada de
la granzima B, una serin-proteasa similar a las caspasas que conduce a la fragmentacién del DNA
y activa a la caspasa 3 en el citosol. Un papel particularmente interesante lo ejerce el factor
inductor de la apoptosis AlIF (del inglés apoptosis-inducing factor). Cuando se altera la
permeabilidad de la membrana mitocondrial externa, el AIF es liberado al citosol vy
posteriormente traslocado al nucleo, donde inducird la condensacion de la cromatina y la
degradacion del DNA (Joza et al. 2001). Se ha observado que el AIF no es un inductor universal de
la apoptosis, pues su accion parece depender tanto del tipo celular como del estimulo
proapoptoético. Asi, el AIF estd implicado en la apoptosis neuronal relacionada con la
excitotoxicidad por glutamato, la lesidn por isquemia-reperfusién o la hipoglucemia (Hangen et
al. 2010). Curiosamente, ademas de ser un efector de la apoptosis, el AIF juega un papel crucial
en el correcto funcionamiento de la fosforilacién oxidativa: la ausencia de AlF en varias especies
conduce a la inhibicion de la expresion de varias subunidades proteicas pertenecientes a los
complejos respiratorios I, Il y IV (Vahsen et al. 2004; Hangen et al. 2015), habiéndose observado
un metabolismo dependiente de la glicdlisis en ratones deficientes en AIF (Hangen et al. 2010;
Rao et al. 2019). Se han identificado niveles aumentados de AIF en patologias relacionadas con el
envejecimiento, como la sarcopenia (Baker y Hepple 2006) o la enfermedad de Alzheimer (Yu et

al. 2014), tanto a nivel mitocondrial como citosélico.
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El envejecimiento es por tanto un fendmeno complejo y multifactorial, en el que varios
mecanismos moleculares a lo largo del tiempo se ven involucrados en los cambios deletéreos
sufridos por los tejidos. Hoy dia consideramos el estrés oxidativo relacionado con el metabolismo
mitocondrial y con la respuesta inflamatoria uno de los pilares fundamentales de los mecanismos
causales del envejecimiento, siendo responsable directo de las alteraciones moleculares que
conducen a la disfuncién celular. La apoptosis constituye una linea de defensa frente al cimulo
de células disfuncionales y por tanto frente a la aparicién de tumores, pero también se relaciona
con la atrofia tisular propia de la senectud. La modulacién de los fendmenos de estrés oxidativo,

inflamacidn y apoptosis podria contribuir a frenar el proceso de envejecimiento.
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El pulmén y el envejecimiento pulmonar

Los pulmones son los érganos vitales de la respiracion. En ellos se produce el intercambio
gaseoso que permite que la sangre desoxigenada y rica en diéxido de carbono procedente del
ventriculo derecho recupere la composicion adecuada para mantener el metabolismo oxidativo
y el equilibrio acido-base. El aire alcanza la interfaz gas-sangre gracias a su paso a través de zonas
destinadas a la conduccién de aire, los bronquios y bronquiolos, para finalmente llegar a los
alveolos, estructuras saculares de unas 200 um de didmetro tapizadas por un delgado epitelio
especializado, los neumocitos tipo |, situados en contacto con los capilares de la vasculatura
pulmonar. El aire estd por tanto separado de la sangre por tres capas: la célula endotelial capilar,

una ldmina basal y el epitelio pulmonar.

El transporte de aire desde y hacia los alveolos requiere una mecanica respiratoria que
genere un gradiente de presiones entre la atmdsfera y las unidades alveolares. Para ello es
fundamental la arquitectura pulmonar. Los bronquiolos y alveolos se encuentran soportados por
una red de fibras de colageno y de elastina que permiten su expansion y su retraccion. La correcta
composicion de esta red evita tanto la rotura como el colapso alveolar. Para prevenir este ultimo,
es esencial la presencia de surfactante alveolar, sintetizado por los neumocitos tipo Il localizados
en los alveolos y constituido en un 80% por fosfolipidos (la mayor parte dipalmitoilfosfatidilcolina)
asi como proteinas y colesterol. Al reducir la tension superficial dentro del alveolo, el surfactante
evita el colapso de las unidades alveolares mas pequefias, que de lo contrario se vaciarian hacia
las mas grandes como consecuencia de la ley de Laplace (el gradiente de presiones es
inversamente proporcional a la segunda potencia del radio), y se colapsarian, reduciendo

finalmente la superficie de intercambio pulmonar.

El envejecimiento se asocia a cambios degenerativos en la arquitectura pulmonary en la

mecanica respiratoria. Asi, alteraciones en la caja toracica condicionan una disminucion del flujo

35



espiratorio y de la capacidad vital a medida que aumenta la cifosis fisioldgica con la edad vy
disminuyen el espacio intercostal y la fuerza muscular (Kovacs et al. 2013). Dentro del parénquima
pulmonar se han observado alteraciones en la relacion ventilacion/perfusion, de manera que en
individuos de edad avanzada existen defectos de ventilacion en la periferia pulmonar y en zonas
declives, ademads de una disminucion de la capacidad de difusién de diéxido de carbono (Skloot
2017). Este fendmeno acarrea dos consecuencias. En primer lugar, los individuos de mayor edad
presentan menores presiones arteriales de oxigeno (PaO;) y necesitan aumentar su frecuencia
respiratoria para conseguir cifras similares a individuos jovenes, sin verse alterado
significativamente el contenido sanguineo en CO,. En segundo lugar, el mismatch entre
ventilacion y perfusidon, junto a una mayor rigidez de la vasculatura pulmonar, conduce a
incrementos en la tensién pulmonar sistdlica (Sicard et al. 2018). Esto no implica que los
individuos de mayor edad sufran de hipertensién pulmonar, pero si son mas proclives a padecerla

en caso de desarrollar otras enfermedades pulmonares.

Por otro lado, el papel del surfactante en el envejecimiento pulmonar no esta dilucidado.
Varios estudios no encuentran diferencias en la cantidad de surfactante hallada en individuos
jovenes o viejos (Rebello et al. 1996; Veldhuizen et al. 2019), mientras que otros si detectan
menores concentraciones de surfactante (Christmann et al. 2009) asi como alteraciones en los
neumocitos de tipo Il (Walski et al. 2009). Por tanto, en el momento actual no podemos concluir
que su produccién se vea alterada como consecuencia del envejecimiento ni que los cambios

degenerativos del pulmén se vean afectados por defectos en su sintesis.

Algunas de las alteraciones histopatoldgicas asociadas al envejecimiento pulmonar
ocurren también en enfermedades pulmonares. Asi, la pérdida de retraccién eldstica se observa
también en la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y en el asma, y el aumento del

tamafio alveolar, en el enfisema (Skloot 2017). Existe por tanto un continuo entre envejecimiento

36



fisiolégico y enfermedad, a veces dificil de distinguir, hasta el punto de que la EPOC ha llegado a
considerarse un “fenotipo de envejecimiento pulmonar acelerado” (Sharma et al. 2009), con una

dilatacion de la via aérea secundaria a la pérdida de tejido de soporte.

La posicién del pulmdén como interfaz entre el aire atmosférico y el torrente sanguineo
hace que se vea particularmente expuesto a agresiones externas, desde patdgenos aéreos hasta
contaminantes. Por tanto, toman especial relevancia para explicar su envejecimiento los
fendmenos de estrés oxidativo, inflammaging e inmunosenescencia. Se han observado defectos
en la inmunidad innata, con un incremento en el nimero de neutrdéfilos disfuncionales, asi como
una disminucién en los receptores de tipo toll (TLR) y en sus mensajeros secundarios, junto a un
incremento en los niveles de citoquinas proinflamatorias. En cuanto a la inmunidad adaptativa,
se han identificado alteraciones como defectos en la migracién de células dendriticas, reduccién
de la sintesis de anticuerpos y un aumento del ratio de células T de memoria: células T naive
(Kovacs et al. 2013). Todos estos cambios aumentan la susceptibilidad pulmonar frente al
desarrollo de infecciones, y al mismo tiempo favorecen la distorsion de su arquitectura, que como

hemos visto es fundamental para su correcta funcién.

El proceso de envejecimiento altera por tanto profundamente la fisiologia pulmonar, ya
que afecta directamente a varios elementos estructurales del pulmén cuya integridad es esencial
para su correcta funcién. El conocimiento de los mecanismos del envejecimiento pulmonar nos

puede conducir al desarrollo de métodos para su modulacién.
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Melatonina

La melatonina es una molécula altamente conservada en la filogenia a la que se atribuyen
multiples funciones desde que se describiera su efecto agregante de la melanina en los
melanocitos de los anfibios (Lerner et al. 1958). Derivada del triptéfano y la serotonina, es
sintetizada por bacterias, protozoos, algas, plantas, invertebrados y vertebrados (Hardeland
2008), y algunas de sus funciones pueden diferir seglin especies y tipos celulares. Se trata de una
molécula muy liposoluble, con una semivida de 20-40 min, transportada en plasma unida a
albdmina en un 70%. Es metabolizada en hepatocitos mediante oxidacién por el citocromo P450
CYP1A1, CYP1A2 y CYP1B1 y después conjugada con sulfato para ser excretada en la orina (Reiter
et al. 2010). Presenta una baja biodisponibilidad oral (estimada en un 3-15%) como consecuencia
de un primer paso hepdtico (Andersen et al. 2016; Agencia espafiola de medicamentos y

productos sanitarios 2018).

Se han identificado dos receptores de membrana para la melatonina, el MT1, localizado
principalmente en sistema nervioso central, vasos sanguineos y sistema inmune, y el MT2, en
retina y cerebro, ambos acoplados a proteinas G inhibidoras. Ademas, la melatonina es capaz de
unirse a receptores nucleares de tipo calmodulina, calreticulina y protein-quinasa C (PKC). No
obstante, ejerce también funciones independientes de receptor, pues la melatonina presenta de
forma intrinseca actividad antioxidante, funcionando como un potente barredor de radicales

libres tanto de oxigeno como de nitrégeno (Tan et al. 2002).

Una de las primeras funciones de la melatonina identificadas es su papel como reloj
bioldgico, participando en los ciclos de reproduccion de varias especies y regulando el ritmo
suefio-vigilia. En mamiferos, el principal productor de melatonina y del cual dependen las
concentraciones plasmaticas es la glandula pineal, segin la informacién que recibe del nucleo

supraquiasmatico. Se ha identificado la luz azul, en torno a 470 nm, como inhibidor de la sintesis
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de melatonina. Como regla general podemos afirmar que la produccién de melatonina en
mamiferos tiene lugar en la oscuridad, pero sus efectos varian de especie a especie,
encontrandose un mismo patrén de secrecion tanto en animales diurnos como nocturnos (Tan
et al. 2010). No obstante, se cree que podria ser sintetizada en las mitocondrias de practicamente

todos los tipos celulares, independientemente de la exposicion a la luz (Majidinia et al. 2018)

La melatonina presenta un papel en el proceso de envejecimiento mediante multiples
mecanismos. Uno de ellos es su implicacién como regulador del ritmo circadiano. Los individuos
ancianos presentan un patrén irregular de suefio-vigilia, con un suefio nocturno fragmentado y
mayor somnolencia diurna. Estos hallazgos coinciden con los de una disminucion del pico
nocturno de melatonina plasmatica. Esta reduccidén en la sintesis de melatonina podria ser
secundaria al propio deterioro del nucleo supraquiasmatico relacionado con el envejecimiento y
la exposicion a estrés oxidativo (Majidinia et al. 2018). La disrupcién del ritmo suefio-vigilia se ha
asociado al desarrollo de neoplasias y al envejecimiento prematuro, asi como a perturbaciones

en la regulacién del sistema inmune.

Ademads de su papel como reloj bioldgico, la melatonina ejerce un papel como modulador
inflamatorio. Se ha identificado actividad proinflamatoria y proapoptética in vitro en monocitos y
en células tumorales tratados con melatonina (Hardeland 2018). No obstante, la mayoria de los
estudios in vivo le atribuyen un efecto antiinflamatorio y antiapoptdtico, suprimiendo una
respuesta inflamatoria sistémica secundaria a la sepsis (Paskaloglu et al. 2004; Sener et al. 2004;
Zhang et al. 2013), asi como secundaria a isquemia, tanto local, vista en estudios de isquemia
cerebral en ratas (Paredes et al. 2015; Rancan et al. 2018), como en érganos remotos, atenuando
el dafio pulmonar en un modelo de isquemia-reperfusién en ratas (Takhtfooladi et al. 2015).
También ha demostrado efectos antioxidantes en otros escenarios de inflamacion cronica,

asociados al envejecimiento (Hardeland 2018; Majidinia et al. 2018). En modelos animales se ha
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descrito una reduccién en los niveles plasmaticos de melatonina con el desarrollo del sindrome
metabdlico, habiéndose conseguido una reversion de la hiperinsulinemia, resistencia a la insulina,

hiperglucemia e hipertensién en ratas sanas y diabéticas (Leibowitz et al. 2008).

Ante los potenciales efectos beneficiosos relacionados con el control del ritmo
circadiano, su accién antioxidante y su papel como modulador de la inflamacién, la melatonina
se postula como un tratamiento eficaz frente a los eventos adversos del envejecimiento que

merece ser estudiado en profundidad.
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Xantohumol

El xantohumol es una chalcona prenilada hallada en las flores hembra del lUpulo
(Humulus lupulus L.). Esta molécula ha recibido la atencién de la comunidad cientifica desde que
a finales de los 90 se describiera su actividad antioxidante y antitumoral (Gerhauser et al. 2002).
Desde entonces varios estudios han descrito diferentes actividades biolégicas del xantohumol y

algunos de sus metabolitos.

El xantohumol presenta una baja biodisponibilidad oral, habiéndose descrito su
acumulacién en el citoplasma de células intestinales Caco-2 (Liu et al. 2015) y pudiendo verse por
ello retardada su absorcién. Presenta una curva de absorcion bifasica, con picos plasmaticos a las
2 hyalas 8 h desuadministracién oral, probablemente debido a un fenémeno de recirculacion
enterohepadtica. El xantohumol y su isdmero isoxantohumol (IX) son parcialmente metabolizados
por la microbiota intestinal y por el citocromo P450 en el higado (principalmente CYP1A2) a
desmetilxantohumol y a los fitoestrogenos 8-prenilnaringenina (8PN) y 6-prenilnaringenina

(6PN). Se postula por tanto que muchos de sus efectos estan mediados por estos metabolitos.

Las acciones bioldgicas del xantohumol descritas hasta hoy son numerosas. Asi, varios
estudios avalan un efecto antioxidante, habiéndose descrito una inhibicion de la LPO en
lipoproteinas de baja densidad inducida por sulfato de cobre (Miranda et al. 2000) y por
peroxinitrito (Stevens et al. 2003). Presenta ademas propiedades antiinflamatorias a través de
varias vias: el xantohumol ha demostrado inhibir la expresion de iNOS inducida por LPS y por IFNy
reduciendo por tanto la sintesis de NO en macréfagos de raton RAW 264.7 (Zhao et al. 2003); ha
sido también capaz de disminuir la activacién de NFkB en macrdéfagos activados con LPS (Cho et
al. 2008) y de TNFa (Peluso et al. 2010). No solo se ha descrito actividad antiinflamatoria en el

contexto de la inflamacidn aguda, sino que ademas otras investigaciones de nuestro grupo sobre
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envejecimiento han hallado una inhibicién en los niveles de citoquinas proinflamatorias en tejidos

cardiaco (Campillo et al. 2018) y hepatico (Fernandez-Garcia et al. 2019).

El xantohumol podria resultar asi mismo una herramienta terapéutica frente al sindrome
metabdlico y trastornos asociados. Ha demostrado inhibir la diferenciacién de preadipocitos al
disminuir la expresion del principal marcador para los adipocitos, el PPARy, inducir la apoptosis
de adipocitos maduros a través de la via mitocondrial, y reducir la sintesis de 4cidos grasos a
través de la inhibicién de la acetil transferasa; siendo capaz ademas de inducir desacoplamiento
en la cadena de transporte electrénico mitocondrial atenuando el sindrome metabdlico (Botta et

al. 2005; Liu et al. 2015).

Esta chalcona ha sido ademds estudiada por sus acciones anticancerigenas (Gerhauser et
al. 2002). Varios de sus efectos bioldgicos podrian relacionarse con una actividad inhibidora de la
iniciacion tumoral, al presentar propiedades antiinflamatorias y antioxidantes. Ademas, al inhibir
la actividad de los citocromos P450 y estimular la de enzimas de fase Il podria reducir la activacion
de metabolitos cancerigenos y promover su detoxificacién (Strathmann y Gerhauser 2012). Por
otro lado, se ha identificado al xantohumol como un inductor de la apoptosis tanto por la via
extrinseca como por la mitocondrial (Pan et al. 2005; Colgate et al. 2007; Strathmann et al. 2010),
presentando por tanto una potencial actividad preventiva y terapéutica frente al desarrollo de

neoplasias.

La multitud de acciones bioldgicas descritas acerca del xantohumol suscitan un particular
interés en sus efectos in vivo a medio y largo plazo. Su implicacion en los fendmenos de estrés
oxidativo, inflamacién y apoptosis lo convierten en una molécula con gran potencial como parte
del arsenal terapéutico frente al proceso de envejecimiento pulmonar, por lo que serd objeto de

estudio de esta tesis doctoral.
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Estradiol y fitoestrégenos

Las enfermedades respiratorias cronicas suponen una de las principales causas de
morbilidad a lo largo de la vida de los seres humanos. Aunque presenten diferentes
fisiopatologias, los datos epidemioldgicos sugieren que las hormonas sexuales podrian estar
implicadas en la patogenia o progresion de varias enfermedades pulmonares (Badesch et al.
2010; Choi 2011; Leynaert et al. 2012). Por ejemplo, la fibrosis pulmonar idiopatica se ha
considerado tradicionalmente una enfermedad masculina en términos de prevalencia (Townsend
et al. 2012). No obstante, la mortalidad aumenta de manera mas pronunciada en mujeres, y
modelos animales muestran una mayor predisposicion a la fibrosis pulmonar en hembras (Moore
y Hogaboam 2008; Brass et al. 2010; Raghu et al. 2014). Por otro lado, las mujeres asmaticas
experimentan un empeoramiento de los sintomas con la caida de los niveles de estrégenos
(Townsend et al. 2012). Las mujeres sometidas a ooforectomia antes de los 46 afios presentan
un mavyor riesgo de desarrollar asma y EPOC (Rocca et al. 2016), y las mujeres fumadoras tras el
climaterio muestran un deterioro mas acelerado en la funcién pulmonar y mayor riesgo de
desarrollo de EPOC que los hombres fumadores, habiéndose identificado una reduccién en la
hiperreactividad bronquial gracias a la terapia hormonal sustitutiva en mujeres
postmenopdusicas (Gan et al. 2006). La actividad estrogénica parece estar implicada ademas en
el proceso de envejecimiento pulmonar. Se ha identificado el desarrollo de un fenotipo pulmonar
enfisematoso en hembras de ratén con déficit estrogénico, mientras que la administracion de
estradiol se ha mostrado capaz de restaurar la integridad de la matriz extracelular pulmonar

(Glassberg et al. 2014).

Todos estos datos sugieren la posibilidad de que las mujeres sean particularmente
vulnerables al envejecimiento pulmonar con la caida de los niveles de estrégenos al alcanzar el
climaterio. Aunque varios estudios han demostrado efectos beneficiosos a nivel pulmonar con la

administracién de estrogenos, debemos tener en cuenta algunos efectos deletéreos. Las
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neoplasias malignas de pulmon son una de las principales causas de mortalidad relacionadas con
cancer en las mujeres (Jemal et al. 2010a). Se ha sugerido ademas que las hormonas femeninas
podrian ejercer un papel en su patogenia, particularmente en el desarrollo del adenocarcinoma
de pulmodn, el tipo mas frecuente en no fumadores (Taioli y Wynder 1994; Subramanian y
Govindan 2007; Jemal et al. 2010b). No obstante, los datos epidemiolégicos en relacién a la
influencia de la terapia hormonal sustitutiva sobre la génesis del cancer de pulmon en las mujeres
son contradictorios, con estudios recientes demostrando una ausencia de asociacion (Bae y Kim
2015). Por otro lado, la terapia hormonal sustitutiva tras el climaterio podria incrementar el riesgo

de desarrollar cancer de mama segun los esquemas empleados (Chlebowskiy Anderson 2012).

Merece la pena por tanto estudiar otras opciones de suplementos estrogénicos. Los
fitoestrégenos son compuestos presentes en algunas plantas y que muestran una estructura o
funcién similar a los estrégenos de los mamiferos y sus metabolitos, pudiendo actuar tanto como
agonistas como antagonistas. Entre sus efectos se han identificado acciones cardioprotectoras,
de reduccién de la osteoporosis y mejoria de las capacidades cognitivas (Dijsselbloem et al. 2004),
asi como de proteccién pulmonar, reduciendo el riesgo de desarrollo de EPOC (Hirayama et al.
2010) y mejorando el control del asma (Smith et al. 2004; Bime et al. 2011). Ademas, varios
estudios epidemioldgicos asocian el consumo de fitoestréogenos con una reduccion del riesgo de
desarrollo de cancer de pulmén (Seow et al. 2002; Schabath et al. 2005; Shimazu et al. 2011) y
de mama (Messina 2014; Setchell 2017). No, obstante, los mecanismos moleculares implicados

en estas acciones protectoras no estan del todo dilucidados.
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Modelos animales utilizados

Puesto que el envejecimiento es un proceso multifactorial que ocurre en condiciones
fisiolégicas en todos los seres vivos, es fundamental para su estudio la disponibilidad de modelos
adecuados que no hayan sido sometidos a manipulacion experimental. Uno de los modelos mas
populares para el estudio del envejecimiento son las cepas SAM (senescence-accelerated mice),
que desarrollan una rapida progresion hacia el envejecimiento una vez alcanzada la pubertad, y

en las cuales la Unica manipulacién ha sido la reproduccién endogdmica (Takeda et al. 1981).

En 1968 ratones AKR/J fueron donados a la Universidad de Kyoto. Alli los investigadores
observaron que varios de sus descendientes presentaban una actividad fisica reducida, una
pérdida de pelo y del brillo de éste, y una mortalidad mas temprana. Entre 1972 y 1973 se
seleccionaron cinco camadas de los ratones mds exhaustos, a los que se denomind serie P
(senescence-accelerated prone); asi como tres camadas de ratones con envejecimiento normal,
serie R (senescence-accelerated resistant). Desde entonces han surgido varias cepas SAMP a
través de reproduccién endogdmica que desarrollan la mayoria de los cambios fenotipicos
asociados al envejecimiento, como déficits de memoria, defectos inmunoldgicos, ritmo
circadiano alterado, osteoporosis o artrosis (Takeda 1999). Se desconocen los factores genéticos
asociados al envejecimiento acelerado que muestran los ratones SAMP. Se cree que la causa
principal es un elevado nivel de estrés oxidativo secundario a disfuncién mitocondrial (Mori et al.

1998; Hosokawa 2002).

Consecuentemente los ratones SAMP presentan un ciclo vital mas corto, de entre 10 y
13 meses, que los ratones SAMR, con ciclos vitales de entre 17 y 20 meses (Takeda 1999).
Constituyen por tanto un buen modelo para el estudio del envejecimiento que consigue reducir
significativamente los tiempos de investigacion, ya que muestran a edades mas tempranas

procesos y patologias asociados al envejecimiento. En concreto, se han realizado numerosas
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investigaciones con ratones pertenecientes a la cepa SAMP8 empleando como control la cepa
SAMR1, habiéndose establecido como un modelo para el estudio del envejecimiento (Kurokawa
et al. 1998; Butterfield y Poon 2005; Rodriguez et al. 2007; Morley et al. 2012; Cuesta et al. 2013;

Ginés et al. 2017).
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2. Hipotesis y objetivos
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El envejecimiento es un proceso multifactorial que conduce a cambios deletéreos en los
seres vivos, alterando la arquitectura y funcion de los diferentes érganos y conduciendo a una
pérdida de la homeostasis y de la adaptacion al medio interno y externo. Las alteraciones
asociadas al envejecimiento estan relacionadas con un aumento del estrés oxidativo, una
activacién inflamatoria crdnica secundaria a un proceso de inmunosenescencia en relacion con
la exposicién continua a antigenos, y un desequilibrio entre las sefiales proapoptodticas y
antiapoptodticas que puede conducir por un lado a la pérdida celular en tejidos y por otro al

desarrollo de neoplasias.

El pulmdn, al constituir una interfaz entre el medio interno y externo, estd
particularmente expuesto a agentes patégenos y contaminantes. Cabe esperar un incremento de
los fendmenos de estrés oxidativo, inflamacidén y apoptosis en el tejido pulmonar con el
envejecimiento, asociando una pérdida de funcionalidad. Ademads, estos fendmenos podrian
verse agravados por la desregulacion de ejes hormonales presente en el envejecimiento, entre
ellos, la supresion hormonal secundaria al climaterio, y la reduccién en la produccion de

melatonina.

El objetivo general de esta tesis doctoral ha sido investigar los mecanismos moleculares
implicados en el envejecimiento pulmonar y su modulacién a través de la administracion de
sustancias con actividad antioxidante e inmunomoduladora, melatonina y xantohumol, sobre un
modelo animal de envejecimiento; asi como el estatus inflamatorio y oxidativo pulmonar sobre
un modelo animal de supresion estrogénica y su posible modulacion con suplementacion

hormonal o con fitoestrégenos.

Para ello nos planteamos:
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Determinar el efecto del envejecimiento sobre los niveles de citoquinas proinflamatorias,
marcadores de estrés oxidativo y mediadores apoptdticos en pulmdn de ratones SAMP8
y SAMRL.

Determinar el efecto de la administracion créonica durante 30 dias de melatonina y de
xantohumol sobre dichos pardmetros.

Determinar la relacién entre envejecimiento pulmonar, produccién de surfactante vy el
estatus oxidativo de neumocitos tipo Il en ratas.

Determinar el efecto de la administracion crénica de melatonina sobre los pardmetros
anteriores.

Determinar la implicacién de la supresion estrogénica sobre el estatus oxidativo en el
envejecimiento pulmonar y sobre la produccién de surfactante pulmonar en ratas
ooforectomizadas, con ratas hembra intactas y ratas macho como controles.
Determinar los efectos de la suplementacién hormonal con 17-B-estradiol y con

fitoestrogenos en ratas ooforectomizadas sobre los fenédmenos anteriores.
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3. Material y métodos
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1. Experimentos sobre pulmén en modelo animal de envejecimiento acelerado

Animales

Se emplearon ratones macho proclives al envejecimiento acelerado (SAMPS8) vy
resistentes a este envejecimiento (SAMR1) de 2 (jévenes) y de 10 (viejos) meses de edad, de
progenitores procedentes de la colonia propia del Animalario de la Universidad de Granada. Los
animales se alojaron en grupos de 6-7 ratones en jaulas de policarbonato (MacrolonR, Panlab,
Barcelona, Espafia) de 46,5 x 21,5 x 14,5 cm en el Animalario de la Universidad Complutense de
Madrid a 22 £ 2 °Cy 70% de humedad, bajo ciclos de luz automatizados de 12 h de luzy 12 h de
oscuridad. Fueron alimentados ad libitum con una dieta estandar (A.04; Panlab, Barcelona,
Espafia) y agua. El estudio fue aprobado por el Comité de Experimentaciéon Animal de la
Universidad Complutense de Madrid. Se traté en todo momento a los animales segun las Guias

para el Cuidado Etico de Animales de Experimentacién de la Unién Europea (2010/63/EU).

Tratamientos

Los animales se repartieron en seis grupos de experimentacién: ratones jovenes no
tratados; viejos no tratados; viejos tratados con 1 mg/kg/dia de melatonina; viejos tratados con
10 mg/kg/dia de melatonina; viejos tratados con 1 mg/kg/dia de xantohumol; y viejos tratados
con 5 mg/kg/dia de xantohumol. Se emplearon ratones SAMR1 tanto jévenes como viejos como
controles de sus respectivos grupos SAMP8. Los animales asignados al grupo de ratones tratados

recibieron el tratamiento durante 30 dias al cumplir los nueve meses de edad.

La melatonina (Actafarma, Madrid, Espafia) se administré disuelta en etanol (Panreac
Quimica S.A., Barcelona, Espafia) en el agua de beber de los animales, de manera que se
alcanzaron concentraciones finales de etanol del 0,066%. La dosis real de melatonina se calculd

teniendo en cuenta esta dilucion en el agua, la cantidad de agua consumida diariamente por los
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animales y el peso de estos (unos 30 g). El consumo de agua diario fue de aproximadamente 8-
10 mL. La melatonina se administré cada 24 h. Dado que estos animales son nocturnos,
consumieron mas del 80% del agua durante la fase de actividad, la noche. Los biberones de agua
se cubrieron de papel de aluminio para protegerlos de la luz y el liquido se cambid tres veces a la

semana, en funcién de la cantidad de agua consumida y el peso de los animales.

El xantohumol (298% de pureza, NIC Nookandeh Institute for Chemistry of Natural
Substances, Hamburgo, Alemania) se administré disuelto en etanol afiadido al agua de beber, de
nuevo teniendo en cuenta el consumo diario de agua. La solucion fue repuesta a diario y los

animales tuvieron acceso a ella durante las 24 h del dia.

Los grupos control (jévenes y viejos no tratados) Unicamente recibieron agua con etanol

al 0,1%.

Tras 30 dias de tratamiento, los animales fueron sacrificados mediante dislocacion
cervical seguida de decapitacion, y sus pulmones fueron recolectados para ser inmediatamente
congelados en nitrégeno liquido. Los pulmones fueron almacenados en tubos Eppendorf estériles

a -80 °C hasta el momento de su procesamiento.

Determinaciones realizadas

Ratones tratados con melatonina

- Marcadores inflamatorios:

- Expresién de mRNA (PCR): TNFa, IL-1B8, NFkB1 (subunidad p105), NFkB2

(subunidad p100), NKAP (NFkB activating protein).

- Expresién de proteinas (Western Blot): TNFa, IL-1B, NFkB p50 (forma activada de

p105), NFkB p65 (forma activada de RelA).
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- Marcadores de estrés oxidativo:

- Expresiéon de mRNA (PCR): HO-1, HO-2, eNOS, iNOS.

- Expresién de proteinas (Western Blot): HO-1.

- Dafio oxidativo sobre RNA: niveles cuantitativos de 8-hidroxiguanosina (8-OHG)

mediante ELISA.

- Marcadores apoptoticos:

- Expresién de mRNA (PCR): BAX, BAD, AlF, Bcl-2.

- Expresién de proteinas (Western Blot): BAX, AlF.

Ratones tratados con xantohumol

- Marcadores inflamatorios:
- Expresién de mRNA (PCR): TNFa, IL-1B, NFkB1 (p105), NFkB2 (p100), NKAP.
- Expresién de proteinas (Western Blot): TNFa, IL-13, NFkB p105.

- Marcadores de estrés oxidativo:
- Expresién de mRNA (PCR): HO-1, HO-2, eNOS, iNOS.

- Expresién de proteinas (Western Blot): HO-1.

Extraccion de mRNA vy cuantificacion mediante PCR

El mRNA procedente de los pulmones de los ratones macho se aislé mediante el kit

RNeasy total RNA kit ref.50974104 (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del

fabricante. La pureza del RNA se estimé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, y la

concentracion de RNA se determiné mediante espectrofotometria. La transcripcién inversa de 2
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ug de RNA para la sintesis de DNA complementario (cDNA) se realizé empleando el Reverse

Transcription System (Promega, Madison, WI, EE. UU.) y primers pd(N)6 (hexdmeros aleatorios).

La PCR en tiempo real (RT-PCR) se realizé en la maquina Applied Biosystems 7300 empleando la

SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido) y concentraciones

de los primers especificos de 300 nM (Tabla 1). Las condiciones de termociclado fueron de 50 °C

durante 2 min, 95 °C durante 10 min (seguido de 40 ciclos), 95 °C durante 15 s, 60 °C durante 1

min, 95 °C durante 15s, 60 °C durante 30 s y 95 °C durante 15 s. Para la normalizacion de la carga

de cDNA en la reaccion de PCR, se realizé la amplificacion de RNA ribosémico (rRNA) 18S para

cada muestra. Los primers empleados se detallan en la Tabla 1. Los cambios relativos en la

expresion génica se calcularon usando el método 2-ddCt (Livak y Schmittgen 2001).

Nombre Secuencia (5°-3")

18S Sentido GGTGCATGGCCGTTCTTA
Antisentido TCGTTCGTTATCGGAATTAACC

TNFa Sentido ATGAGAAGTTCCCAAATGGC
Antisentido CTCCACTTGGTGGTTTGCTA

IL-1B Sentido TGTGATGAAAGACGGCACAC
Antisentido CTTCTTCTTTGGGTATTGTTTGG

NFkB1 Sentido CAGCTCTTCTCAAAGCAGCA
Antisentido TCCAGGTCATAGAGAGGCTCA

NFkB2 Sentido TGGAACAGCCCAAACAGC
Antisentido CACCTGGCAAACCTCCAT

NKAP Sentido CGAGCTCTAAAGAGTCCCAAGA
Antisentido CCTCTGGGCCAATCAAATC

HO-1 Sentido GTCAAGCACAGGGTGACAGA

56



Antisentido ATCACCTGCAGCTCCTCAAA
HO-2 Sentido TACGGCACCAGAAAAGGAAA
Antisentido GTGCTTCCTTGGTCCCTTC
eNOS Sentido CCAGTGCCCTGCTTCATC
Antisentido GCAGGGCAAGTTAGGATCAG
iNOS Sentido CTTTGCCACGGACGAGAC
Antisentido TCATTGTACTCTGAGGGCTGAC
BAX Sentido GTGAGCGGCTGCTTGTCT
Antisentido GGTCCCGAAGTAGGAGAGGA
BAD Sentido GCCCTAGGCTTGAGGAAGTC
Antisentido CAAACTCTGGGATCTGGAACA
AIF Sentido AGTCCTTATTGTGGGCTTATCAAC
Antisentido TTGGTCTTCTTTAATAGTCTTGTAGGC
Bcl-2 Sentido TGAGTACCTGAA CCGGCATCT
Antisentido GCATCCCAGCCTCCGTTAT

Tabla 1. Caracteristicas de los primers empleados para RT-PCR.

Expresion de proteinas

La expresion de proteinas fue cuantificada mediante Western Blot (WB). Para ello las
muestras de pulmon fueron homogeneizadas en tampén de lisis (100 mmol/L de NaCl, 10 mmol/L
de TRIS-Cl (pH 7,6), 1 mmol/L de EDTA (pH 8), 1 ug/mL de aprotinina, 100 ug/mL de PMSF), se
diluyeron (1:1) con tampodn 2x (100 mmol/L de TRIS-HCI (pH 6,8), SDS al 4%, glicerol al 20%, azul
de bromofenol al 0,1%, 200 mmol/L de ditiotreitol) y se hirvieron durante 10 min. La
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concentracion de proteina se midié mediante un kit BCA y lector de microplaca. Se separaron
cantidades equivalentes de proteina (25 pg) por cada muestra mediante SDS-PAGE empleando
geles de acrilamida al 10% y se transfirieron a una membrana PVDF mediante sistema semi-seco.
Inmediatamente después la membrana se incubd en tampdn bloqueador (leche desnatada al 5%
en 20 mM de Tris, pH 7,5; 150 mM de NaCl; y Tween-20 al 0,01%) a 37 °C durante 1 h para evitar
la unién inespecifica. Tras un lavado para eliminar los anticuerpos no unidos, la membrana se
incubd con anticuerpos policlonales de conejo (1:1.000) durante 12 h a 4 °C, seguida de una
incubacidn con peroxidasa de rabano unida covalentemente a anticuerpos secundarios IgG anti-
conejo (1:7.000) (Transduction Lab, Lexington, KY, EE. UU.). Después de un nuevo lavado con T-
TBS, las membranas se visualizaron mediante reactivos de quimioluminiscencia ECL Plus
(AmershamlLife Science Inc., Buckinghamshire, Reino Unido) sobre pelicula de rayos X. Las
peliculas se escanearon con un densitometro (BioRad GS 800) para determinar las densidades
Opticas relativas. Se emplearon marcadores proteicos pre-tefiidos para las determinaciones del
peso molecular. Como control interno, se determiné simultdneamente la expresién de B-actina
reincubando las placas con anticuerpo para B-actina (1:5.000) (Santa Cruz, CA, EE. UU.). Los
niveles de expresidn proteica se normalizaron a los de los animales controles jévenes (que se

situaron en el 100%).

Medicion de marcadores de dafio oxidativo del RNA

La determinacién del dafio oxidativo del RNA se realizé mediante kit ELISA, con un ensayo
competitivo para la medicién cuantitativa de 8-hidroxiguanosina (8-OHG) (Cell Biolabs, Inc., San
Diego, CA, EE. UU.). Para ello se afiadieron las muestras de 8-OHG o estdndares de 8-OHG a un
conjugado 8-OHG/BSA adherido a una placa para EIA. Tras una breve incubacion, se afiadid un
anticuerpo monoclonal para 8-OHG, seguido por un anticuerpo secundario unido a peroxidasa de

rdbano. El contenido de 8-OHG en muestras desconocidas se determind mediante Ia
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comparacion con una curva estandarizada. Finalmente, los resultados se expresaron en ng/mg de

RNA.

Andlisis estadistico

Los datos se expresaron como la media + la desviacion estandar de la media del nimero de
determinaciones. Los resultados se analizaron mediante test ANOVA seguido de analisis post hoc

de Fisher. Unicamente se aceptaron como significativos los valores con p < 0,05.
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2. Experimentos sobre neumocitos tipo Il

Experimentos con administracion de melatonina

Animales y tratamiento

Se emplearon ratas Wistar macho que fueron alojadas en jaulas de policarbonato
(MacrolonR, Panlab, Barcelona, Espafia) en el Animalario de la Universidad Complutense de
Madrid a 22 £ 2 °Cy 70% de humedad, bajo ciclos de luz automatizados de 12 h de luzy 12 h de
oscuridad. Los animales fueron alimentados ad libitum con una dieta estandar (A.04; Panlab,
Barcelona, Espafia) y agua y asignados a cuatro grupos experimentales: jévenes control (2 meses
de edad), viejos control (24 meses de edad), viejos tratados con melatonina a 2,5 mg/kg/dia y
viejos tratados con melatonina a 5 mg/kg/dia. El estudio fue aprobado por el Comité de
Experimentaciéon Animal de la Universidad Complutense de Madrid. Se traté en todo momento a
los animales segun las Guifas para el Cuidado Etico de Animales de Experimentacién de la Unién
Europea (2010/63/EU).

A los 22 meses las ratas asignadas a los grupos de tratamiento recibieron melatonina
afiadida al agua de bebida durante 10 semanas. La melatonina se prepard y administré siguiendo
el protocolo ya descrito en la seccion previa. Las ratas fueron sacrificadas para la obtencion de
muestras a los 2 o a los 24 meses de edad, segun el grupo experimental asignado, mediante

decapitacion, y sus pulmones se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido.

Experimentos sobre modelo animal de supresion estrogénica

Animales y tratamiento

Se emplearon en total 40 ratas macho y 66 ratas hembra de la cepa Wistar. Las ratas
hembra se aleatorizaron para ser ooforectomizadas a los 12 meses de edad o bien para
permanecer intactas. A los 22 meses de edad, las ratas ooforectomizadas se asignaron

aleatoriamente a tres grupos: tratadas con 17-B-estradiol, tratadas con extracto de soja o no
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tratadas, como se muestra en la Figura 1. Cada grupo experimental consistid en 6-8 ratas. Se
administrd estradiol subcutédneo a las ratas a una dosis de 125 pg/semana (B-Oestradiol Sigma-
Aldrich S.L., Tres Cantos, Espafia), disuelto en aceite de girasol mediante agitacién con vortex y
ultrasonicacion en un volumen de 100 pL por dosis. La suplementacion con soja se realizd
mediante la administracion oral de cdpsulas con extracto seco de hipocétilo de Glycine max (L.)
Merr. (Phyto Soya® Arkopharma S.A., Madrid, Espafia), que contenian etanol al 60% V/V como
disolvente y un 10% de isoflavonas (17,5 mg por capsula), calculadas como la suma de glucdsidos
de isoflavona (genistina, daidzina y glicitina). El extracto se prediluyd en etanol puro y a
continuacion en agua mediante agitacion magnética y ultrasonicacion al volumen calculado
necesario para administrar una dosis de 312 mg/kg/dia de extracto de soja afiadido al agua de
bebida (con un contenido final de etanol por botella del 1%), segin el peso semanal de los
animales y el consumo diario de agua.

Se obtuvieron muestras a los 2, 14, 18, 22 y 24 meses de edad para evaluar los posibles
cambios en los niveles de marcadores de estrés oxidativo durante el envejecimiento en ratas
macho, ratas hembra intactas y ratas ooforectomizadas, asi como los efectos del estradiol y los
fitoestrogenos sobre las ratas con supresion estrogénica. Los animales se mantuvieron a 22 + 2
°Cy 70% de humedad, bajo ciclos de luz automatizados de 12 h de luzy 12 h de oscuridad. Fueron
alimentados ad /ibitum con una dieta estdndar (A.04; Panlab, Barcelona, Espafia) y agua. El
estudio fue aprobado por el Comité de Experimentacién Animal de la Universidad Complutense
de Madrid. Se traté en todo momento a los animales segun las Guias para el Cuidado Etico de
Animales de Experimentacion de la Union Europea (2010/63/EU). Las ratas fueron sacrificadas
mediante decapitacién y sus pulmones se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido para

su ulterior procesamiento.
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Fig. 1. Disefio del experimento sobre modelo animal de supresion estrogénica. Se obtuvieron
muestras a los 2, 14, 18 y 22 meses de edad en ratas macho, hembras intactas y hembras

ooforectomizadas a los 12 meses de edad. Al cumplir los 22 meses, las ratas ooforectomizadas
recibieron tratamiento con 17-B-estradiol, extracto de soja o ningun tratamiento.

Aislamiento v cultivo de los neumocitos tipo Il

Para la preparacién de los neumocitos tipo Il, se empled solucion I, consistente en 140
mmol/L de NaCl, 5 mmol/L de KCl, 2,5 mmol/L de Na,HPO4, 10 mmol/L de HEPES, 6 mmol/L de
glucosa, 0,2 mmol/L de EGTA, y 10 pg/mL de DNasa. La solucién Il contenia los mismos
componentes que la solucién |, ademas de 2 mmol/L de CaCl,, 1,3 mmol/L de MgSQ4, 27 U/mL
de “orceina-elastina”, 0,5 mg/mL de tripsina, y 0,5 mg/m/L (2,7 lU/mg) de colagenasa. Para aislar
las células, el tejido pulmonar se aclard con la solucion |y se troced en pequeiios fragmentos, que
se lavaron exhaustivamente con la misma solucién para retirar las células sanguineas. A
continuacion los fragmentos de pulmdn se digirieron mediante dos exposiciones consecutivas a
la solucion Il durante 20 min en un bafio con agitacion con agua a 37 °C. La digestidn tisular fue
terminada mediante la adicion de suero fetal bovino a 4 °C. Se filtrd la suspension celular

resultante a través de mallas de nylon (de 200 y 20 um respectivamente) y se centrifugd a 250 g
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durante 10 min. Se deseché el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en medio RPMI 1640.
Tras su aislamiento, las células se cultivaron en RPMI con suero fetal bovino al 10%, 100 Ul/mL
de penicilina G y 50 pg/mL de gentamicina durante 90 min, durante los cuales la mayoria de los
macrofagos alveolares se adhirieron al plastico. Tras 90 min, las células no adheridas se retiraron,
se centrifugaron (250 g, 10 min) y se resuspendieron en la soluciéon |. Para una mayor purificacién,
la suspensidn se sometid a un gradiente Percoll creado mediante la centrifugacion de Percoll con
salino tamponado con fosfato, a una ratio de 6:7, durante 10 min a 20.000 g (Skillrud y Martin
1984). La viabilidad de las células, determinada por ensayo de exclusién con azul de tripano, fue
del 96,9 + 9,1%. Tras su purificacion, los neumocitos tipo Il (106 células/mL) se cultivaron en
micropocillos recubiertos de colageno A y en medio RPMI 1640 con 10% de suero fetal bovino,
100 Ul/mL de penicilina G y 50 ug/mL de gentamicina en una incubadora con aire con 95% 0,-5%
C0, (37 °C, 24 h). El medio se renovd y se recultivd durante 24 h mas. Tras el periodo de cultivo,

se separaron las células del medio para realizar las diferentes mediciones.

Determinaciones realizadas

- Marcadores de estrés oxidativo: CO, LPO, NO, cGMP.

- Enzimas antioxidantes: catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx), glutatién reductasa

(GR).

- Produccién de surfactante pulmonar: concentraciones de fosfatidilcolina (PC).

Medicion de cGMP y LPO

Las células fueron raspadas suavemente. El contenido celular de cGMP y de LPO se

determiné mediante kits ELISA especificos.
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Medicion de la liberacion de CO

Para cuantificar la cantidad de CO liberado, se midio la ratio de carboxihemoglobina tras
la adicion de hemoglobina. Se afiadié hemoglobina (4 M) a las muestras, y la mezcla se dejo
reaccionar durante 1 min para permitir la maxima unién de CO a la hemoglobina. A continuacion
las muestras se diluyeron con una solucién con tampdn fosfato (0,01 mol/L de fosfato de potasio
monobasico/fosfato de potasio dibdsico, pH 6,85) con ditionito de sodio. Tras incubacion a
temperatura ambiente durante 10 min, se midié la absorbancia a 420 y 432 nm contra curva

elaborada solo con tampodn.

Medicion de la liberacién de NO

La liberacion de NO al medio se determind mediante la reaccién de Griess como la
concentracion de NO; tras la reduccion de NOs. Las muestras fueron desproteinizadas mediante
la adicidn de acido sulfosialicilico, e incubadas durante 30 min a 4 °C. A continuacion, las muestras
fueron centrifugadas durante 20 min a 12.000 g. Tras la incubacion de los sobrenadantes con
Escherichia coli productora de NOs reductasa (37 °C, 30 min), se afiadid 1 mL de reactivo de Griess
(dihidroclorato de naftilenediamina al 0,5%, sulfanilamida al 5%, H3PO, al 25%). La reaccién tuvo
lugar a 22 °C durante 20 min, y se midié la absorbancia a 546 nm, empleando soluciéon de NaNO;
como estandar. La sefial medida fue linear desde 1 a 150 uM (r = 0,994, p < 0,001, n = 5), y el

umbral de deteccion fue de 2 umol/L.

Medicion de la actividad de GR, GPx y CAT

Las actividades de las enzimas GR, GPx y CAT se midieron espectrofotométricamente

mediante kits comerciales siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Determinacion de la sintesis de surfactante

La sintesis de surfactante se determind midiendo la incorporacién de D-[U-14C] glucosa
10 mmol/L (12,5 Ci/mol, uniformemente marcada) a la PC. Para conseguirlo, los neumocitos tipo
Il (106 células/mL) se cultivaron en micropocillos recubiertos con coldgeno Ay en medio RPMI
1640 con suero fetal bovino al 10%, 100 UI/mL de penicilina G y 50 ug/mL de gentamicina en una
incubadora con aire con 95% 0,-5% CO; (37 °C, 24 h). El medio se reemplazé con medio fresco y
las células se cultivaron durante 24 h en presencia de D-[U-14C] glucosa. Tras el periodo de
incubacion, el medio se retird y las células se congelaron inmediatamente en acetona enfriada
con hielo seco. Tras la adicion de metanol acido, las células se sonicaron en un desintegrador
ultrasénico MSE (Branson, Danbury, CT, EE. UU.), y se extrajeron los lipidos con 1,3 mL de
cloroformo y 0,4 mL de solucién de sal durante 1 h a temperatura ambiente. La fase orgdnica se
lavd a continuacién 3 veces con 1 mL de fase acuosa consistente en cloroformo-metanol-sal-HCl
(266:133:100:1, en volumen), tras la adicion de 30 pL de lipidos de transferencia. La fase organica
se secd y se reconstituyd en cloroformo-metanol (2:1). Las muestras con la fase organica
reconstituida se colocaron sobre placas recubiertas de gel de silice (Merck, Darmstadt, Alemania),
ya preactivadas durante 1 h a 110 °C. La separacion de los lipidos se realizd mediante
cromatografia unidimensional segln se habia descrito previamente (Vara y Tamarit-Rodriguez
1989). Para identificar los lipidos, las placas se rociaron con 2’,7’-diclorofluoresceina. Cada punto
se raspod e incorpord a un vial de centelleo y se midié su radioactividad. Para excluir cualquier
resto de marcador no incorporado se emplearon como controles experimentos en los que se
afiadid marcador justo antes de congelar las células. Se almacend una alicuota congelada de

suspension celular para la determinacién de proteinas mediante la tincién de Coomassie.
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Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media * la desviacién estandar de la media. Las
diferencias significativas entre los grupos se determinaron mediante el analisis de varianza de
rangos de Friedman, seguido de test de Wilcoxon para datos apareados para identificar el origen
de las diferencias. Se considerd significativo un intervalo de confianza del 95%. El anélisis

estadistico se realizd empleando el programa estadistico informatico SPSS 23.
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4. Resultados
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1. Experimentos sobre pulmén en modelo animal de envejecimiento acelerado

1.1. Expresion de mediadores inflamatorios

Factor de necrosis tumoral a (tumor necrosis factor a; TNFa). El envejecimiento indujo un
incremento en los niveles de mRNA de la citoquina proinflamatoria TNFa en los ratones SAMPS8
viejos en comparacién con los animales jovenes de la misma cepa y en comparacién con los
ratones SAMR1 viejos (p < 0,05) (Figs. 2ay 2c¢). El tratamiento tanto con melatonina (Fig. 2a) como
con xantohumol (Fig. 2c) a ambas concentraciones administradas fue capaz de reducir
significativamente estos niveles (p < 0,05) en los ratones SAMP8 de 10 meses de edad (viejos).
Las mismas diferencias fueron halladas en los niveles de expresidon proteica de TNFa medidos

mediante WB (Figs. 2b y 2d).

Figura 2. Expresion de mRNA y proteinas de TNFa. Niveles de TNFa en ratones SAMP8 y SAMR1
tratados con melatonina (a y b) o xantohumol (c y d), medidos mediante RT-PCR o WB, segln se
indigue. a) p < 0,05 vs. jovenes control SAMPS8; b) p < 0,05 vs. viejos control SAMR1; ¢) p < 0,05
vs. viejos control SAMPS.
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Interleuquina-1pB (interleukin-16; IL-1B). Los niveles de mRNA de la citoquina proinflamatoria IL-
1B se vieron asi mismo aumentados de forma significativa con el proceso de envejecimiento,
mostrando los ratones SAMP8 viejos concentraciones mas altas respecto a los ratones jovenes
de la misma cepa y respecto a los ratones SAMR1 viejos (p < 0,05) (Fig. 3). La administracién de
melatonina (Fig. 3a) asi como de xantohumol (Fig. 3c) a ambas dosis testadas fue capaz de revertir
significativamente este aumento (p < 0,05). Estos efectos se repitieron en las mediciones
realizadas sobre la expresidn proteica mediante WB (Figs. 3b y 3d), encontrandose ademads una
accion antiinflamatoria significativamente mas potente con la administracion de xantohumol a 5

mg/kg/dia que a 1 mg/kg/dia (p < 0,05).

Figura 3. Expresidn de mRNA y proteinas de IL-1B. Niveles de IL-1B en ratones SAMP8 y SAMR1
ratones tratados con melatonina (a y b) o con xantohumol (c y d), medidos mediante RT-PCR o
WB, segln se indique. a) p < 0,05 vs. jovenes control SAMPS; b) p < 0,05 vs. viejos control SAMR1;
c) p <0,05 vs. viejos control SAMPS; d) p < 0,05 vs. viejos tratados con xantohumol a 1 mg/kg/dia.
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Factor de transcripcion nuclear kappa B1 (nuclear factor kappa B1; NFKB subunidad p105 o
NFkB1). Las mediciones de mRNA no mostraron diferencias significativas entre grupos en cuanto

a los niveles de NFkB1 (Figs. 4a y 4b).

Proteina activadora de NFkB (NF-kappa-B-activating protein, NKAP). Los niveles de mRNA de los
ratones SAMPS8 viejos aumentaron significativamente respecto a sus controles jévenes (p < 0,05).
No se hallaron diferencias significativas con los ratones SAMR1 ni con la administracion de

melatonina (Fig. 4c) o xantohumol (Fig. 4d).

Figura 4. Expresion de mRNA de NFkB1 y NKAP. Niveles de NFkB1 (ay b) y NKAP (cy d) en ratones
SAMP8 y SAMR1 tratados con melatonina (ay c) y xantohumol (b y d), medidos mediante RT-PCR
o WB, segun se indique. a) p < 0,05 vs. jévenes control SAMPS.

a Expresion de mRNA de NFkB1 5 b Expresion de mRNA de NFkB1
3
8 T
5 o [
5 2 T
o0
& ©1
%) (5
Q el
ael %
£ E
c o}
o
0 m
Control jévenes ~ Control viejos ~ MEL1mg/kg MEL10mg/kg Control jévenes  Control viejos ~ XN1mg/kg ~ XN5mg/kg
W SAMPS SAMR1 HSAMP8  SAMR1
c Expresion de mRNA de NKAP d Expresion de mRNA de NKAP
2 -
a
"
@ e
K =
£ 3 T
‘fs o1 T
(9]
g 3
S ke
el c
b 5
o)
o0
Control jévenes  Control viejos  MEL1mg/kg MEL10mg/kg Control jovenes Control viejos XN 1 mg/kg XNS5mg/kg
SAMPS SAMR1 ESAMPS  SAMR1



Factor de transcripcidn nuclear NFkB2 (nuclear factor kappa B2; NFkB subunidad p100 o NFkB2).
Se encontraron niveles significativamente aumentados de mRNA de NFkB2 (p < 0,05) en los
ratones SAMPS8 viejos en comparacion con los ratones jévenes de su misma cepay con los ratones
SAMR1 viejos, viéndose estos efectos neutralizados por la administracién de melatonina (Fig. 5a)

y de xantohumol (p < 0,05) (Fig. 5b).

NFkB subunidad p50 (forma activada de NFkB p105). Los ratones SAMPS8 viejos mostraron una
expresion proteica de NFkB p50 medida por WB significativamente mas alta que los SAMP8
jovenes o que los SAMR1 viejos (p < 0,05). El tratamiento con melatonina fue capaz de

contrarrestar ese efecto (p < 0,05) (Fig. 5¢).

NFkB subunidad p65 (forma activada de RelA). La expresion proteica medida por WB de NFkB p65
se vio incrementada en los ratones SAMPS viejos respecto a sus controles jovenes (p < 0,05). La
administracién de melatonina fue capaz de reducir de nuevo los niveles de NFkB p65 (p < 0,05)

(Fig. 5d).
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Figura 5. Expresién de mRNA y proteinas de NFkB2 y NFkB subunidad p50 y subunidad p65.
Niveles de mRNA de NFkB2 en ratones tratados con melatonina (a) y xantohumol (b), medidos
mediante RT-PCR, asi como niveles de proteina de la subunidad p50 (c) y p65 (d), medidos
mediante WB, en ratones tratados con melatonina. a) p < 0,05 vs. jovenes control SAMPS; b) p <
0,05 vs. viejos control SAMR1; ¢) p < 0,05 vs. viejos control SAMPS.
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1.2. Expresion de marcadores de estrés oxidativo

Hemooxigenasa-1 (hemoxygenase-1; HO-1). Se produjo un incremento en los niveles de mRNA
de HO-1 en ratones SAMPS viejos en comparacion con animales jovenes de la misma cepa y en
comparacion con ratones SAMR1 viejos (p < 0,05) (Figs. 6a y 6¢). El tratamiento tanto con
melatonina (6a) como con xantohumol (6¢c) a ambas concentraciones administradas redujo
significativamente los niveles medidos (p < 0,05) en los ratones SAMP8 de 10 meses de edad
(viejos). Las mismas diferencias fueron halladas en los niveles de expresion proteica de HO-1
medidos mediante WB (Figs. 6b y 6d). En el caso del xantohumol, la dosis de 5 mg/kg/dia fue

significativamente mas potente que la dosis de 1 mg/kg/dia (p < 0,05).

Hemooxigenasa-2 (hemoxygenase-2; HO-2). No se observaron diferencias significativas en las

concentraciones de mRNA de HO-2 entre grupos (Figs. 6e y 6f).
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Figura 6. Expresiéon de mRNA y proteinas del sistema hemooxigenasa. Niveles de HO-1 en ratones
tratados con melatonina (a y b) y tratados con xantohumol (c y d) en ratones SAMP8 y SAMR1
medidos mediante RT-PCR o WB, segun se indique. a) p < 0,05 vs. jévenes control SAMPS; b) p <
0,05 vs. viejos control SAMR1; c) p < 0,05 vs. viejos control SAMPS; d) p < 0,05 vs. viejos tratados
con xantohumol a 1 mg/kg/dia.
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8-hidroxiguanosina (8-OHG). Se encontré un incremento de los niveles asociado al
envejecimiento, siendo superiores en ratones SAMP8 viejos respecto a sus controles jovenes y
respecto a los SAMR1 viejos (p < 0,05). El tratamiento con melatonina consiguid revertir este

efecto (p <0,05) (Fig. 7).
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Figura 7. Niveles del marcador de oxidacién de RNA 8-OHG. Niveles de 8-OHG en ratones SAMP8
y SAMR1 y efecto del tratamiento con melatonina a 1 mg/kg/dia. a) p < 0,05 vs. jovenes control
SAMPS; b) p < 0,05 vs. viejos control SAMR1; ¢) p < 0,05 vs. viejos control SAMPS.
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Oxido nitrico sintasa endotelial o constitutiva (endothelial nitric oxide synthase; eNOS). Las

mediciones de mRNA no mostraron diferencias significativas entre grupos (Fig. 8a).

Oxido nitrico sintasa inducible (inducible nitric oxide synthase; iNOS). El envejecimiento resulté
en un incremento de los niveles de mMRNA de iNOS, vy, por tanto, en diferencias significativas entre
los ratones SAMP8 viejos y SAMPS8 jévenes (p < 0,05). No obstante, ninguno de los tratamientos

consiguid revertir este efecto (Figs. 8cy 8d).
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Figura 8. Expresion de mRNA de eNOS e iNOS. Niveles de eNOS e iNOS en ratones SAMP8 y SAMR1
tratados con melatonina (a y c) o xantohumol (b y d) medidos mediante RT-PCR. a) p < 0,05 vs.
jovenes control SAMPS.
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1.3. Expresion de mediadores apoptdticos

Proteina X asociada a la familia Bcl-2 (Bcl-2-associated X protein; BAX). El envejecimiento conllevd
un incremento de la expresion de mRNA de BAX con niveles mas elevados en ratones SAMP8
respecto a sus controles jovenes y a los SAMR1 viejos (p < 0,05) (Fig. 9a). La expresién de proteina
de BAX (Fig.9b) fue mas elevada en ratones SAMP8 e incluso SAMR1 viejos respecto a sus
controles jévenes (p < 0,05). El tratamiento con melatonina logré contrarrestar estos efectos en

ambas cepas de ratones (p < 0,05).

Factor inductor de la apoptosis (apoptosis-inducing factor; AlF). El envejecimiento indujo un
incremento en los niveles de mRNA de AIF en ratones SAMPS8 viejos en comparacién con los
SAMR1 viejos y con los SAMPS jévenes (p < 0,05) (Fig. 9c). El tratamiento con melatonina a ambas
concentraciones administradas fue capaz de reducir significativamente estos niveles (p <0,05) en
los ratones SAMP8 de 10 meses de edad (viejos). Diferencias similares fueron halladas en los

niveles de expresién proteica de AIF medidos mediante WB (Fig. 9d).
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Figura 9. Expresion de mRNA y proteinas de los mediadores proapoptéticos BAX y AlF. Niveles de
BAX (ay b) y AIF (c y d) en ratones SAMP8 y SAMR1 medidos mediante RT-PCR o WB, segun se
indique. a) p < 0,05 vs. jévenes control SAMPS; b) p < 0,05 vs. viejos control SAMR1; c) p < 0,05
vs. viejos control SAMPS.
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Promotor de muerte asociado a la familia Bcl-2 (Bcl-2-associated death promoter; BAD). Los
niveles de mRNA de BAD se vieron incrementados con el envejecimiento, encontrandose
diferencias significativas entre los ratones SAMP8 viejos y los SAMP8 jovenes (p < 0,05) y los
SAMPS8 viejos con los SAMR1 de su misma edad (p < 0,05). El tratamiento con melatonina a ambas
dosis consiguid reducir de nuevo la expresion de BAD (p < 0,05). En este caso se encontraron
diferencias significativas, aunque probablemente no clinicamente relevantes, entre la expresion

de mRNA de BAD con el tratamiento con melatonina de 1 mg/kg/dia y de 10 mg/kg/dia (Fig. 10a).
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Proteina relacionada con el linfoma de células B 2 (B cell ymhoma related protein; Bcl-2). No se
encontraron diferencias significativas en la expresién de mRNA de la proteina antiapoptotica Bcl-

2 entre los grupos de estudio (Fig. 10b).

Figura 10. Expresion de mRNA de los mediadores apoptéticos BAD y Bcl-2. Niveles de BAD (a) y
Bcl-2 (b) en ratones SAMP8 y SAMR1 medidos mediante RT-PCR. a) p < 0,05 vs. jévenes control
SAMPS; b) p < 0,05 vs. viejos control SAMR1; c) p < 0,05 vs. viejos control SAMPS; d) p < 0,05 vs.
SAMPS viejos tratados con melatonina a 1 mg/kg/dia.

a

Expresion de mRNA de BAD b Expresion de mRNA de Bcl-2

Unidades arbitrarias
o = N w = w a
Unidades arbitrarias

Control jévenes Control viejos MEL1 mg/ kg MEL 10 mg / kg Control jévenes Control viejos MEL 1 mg/kg MEL 10 mg / kg

B SAMP8 = SAMR1 B SAMP8 = SAMR1

80



2. Experimentos sobre neumocitos tipo Il

2.1. Resultados en machos de ratas Wistar tratados con melatonina

Guanosin monofosfato ciclico (cyclic guanosine monophosphate; cGMP). El envejecimiento
indujo un incremento en la expresion de cGMP, viéndose diferencias significativas entre las ratas
jovenes y las viejas control (p < 0,01). Se hallaron diferencias significativas entre las ratas viejas
control y las tratadas con melatonina a 2,5 mg/kg/dia (p < 0,05) y a 5 mg/kg/dia (p < 0,01). En
este caso se hallaron también diferencias significativas entre ambas dosis administradas (p < 0,05)

(Fig. 11).

Oxido nitrico (NO). De nuevo, el envejecimiento se asocié con un aumento significativo de los
niveles de NO respecto a las ratas jévenes (p < 0,01). En este caso, solo se hallaron diferencias
significativas respecto a las ratas viejas control en las tratadas con melatonina a 5 mg/kg/dia (p <

0,05) (Fig. 12).

Mondxido de carbono (CO). Las ratas viejas no tratadas mostraron niveles significativamente
superiores de CO respecto a las ratas jévenes (p < 0,01). El tratamiento con melatonina consiguid
revertir este efecto, siendo mas eficaz la dosis de 5 mg/kg/dia que la de 2,5 mg/kg/dia (p < 0,05)

(Fig. 13).

Peroxidacion lipidica (/ipoperoxides; LPO). Los niveles de LPO fueron significativamente superiores
en ratas viejas no tratadas que en ratas jovenes (p < 0,01) y que en ratas tratadas con melatonina

a dosis de 2,5 mg/kg/dia (p < 0,05) y a dosis de 5 mg/kg/dia (p < 0,01) (Fig. 14).
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Fosfatidilcolina (phosphatidylcholine; PC). Las concentraciones de fosfatidilcolina se vieron

reducidas significativamente con el envejecimiento, pudiendo los tratamientos con melatonina

revertir este efecto (p < 0,01). La dosis de melatonina a 5 mg/kg/dia se mostré mas eficaz que la

dosis a 2,5 mg/kg/dia (p < 0,05) (Fig. 15).
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Figura 11. Niveles de cGMP en neumocitos
tipo Il en ratas Wistar macho. Concentraciones
halladas en ratas de 2 meses (jévenes), 24
meses (viejas), y viejas tratadas con 2,5
mg/kg/dia o 5 mg/kg/dia de melatonina. * p <
0,01 vs. 2 meses y 24 meses tratadas con 5
mg/kg/dia de melatonina; ** p < 0,05 vs. resto
de grupos.

Figura 12. Niveles de NO en neumocitos tipo Il
en ratas Wistar macho. Concentraciones
halladas en ratas de 2 meses (jovenes), 24
meses (viejas), y viejas tratadas con 2,5
mg/kg/dia 0 5 mg/kg/dia de melatonina. * p <
0,01 vs. 2 meses; ** p < 0,05 vs. resto de
grupos.
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Figura 13. Niveles de CO en neumocitos tipo Il
en ratas Wistar macho. Concentraciones
halladas en ratas de 2 meses (jovenes), 24
meses (viejas), y viejas tratadas con 2,5
mg/kg/dia 0 5 mg/kg/dia de melatonina. * p <
0,01 vs. 2 meses y 24 meses tratadas con 5
mg/kg/dia de melatonina; ** p < 0,05 vs. resto
de grupos.

Figura 14. Niveles de LPO en neumaocitos tipo
Il en ratas Wistar macho. Concentraciones
halladas en ratas de 2 meses (jovenes), 24
meses (viejas), y viejas tratadas con 2,5
mg/kg/dia o 5 mg/kg/dia de melatonina. * p <
0,01 vs. resto de grupos; ** p < 0,05 vs. 24
meses no tratadas.

Figura 15. Niveles de PC en neumocitos tipo Il
en ratas Wistar macho. Concentraciones
halladas en ratas de 2 meses (jovenes), 24
meses (viejas), y viejas tratadas con 2,5
mg/kg/dia o 5 mg/kg/dia de melatonina. * p <
0,01 vs. resto de grupos; ** p < 0,05 vs. viejas
tratadas con 5 mg/kg/dia de melatonina.
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2.2. Resultados sobre modelo de supresion estrogénica

cGMP. El envejecimiento se asocid con un incremento progresivo de los niveles de cGMP en ratas
Wistar macho, hembras intactas y hembras castradas (p < 0,05) (Fig. 16a). Los valores de cGMP
fueron comparables en las ratas macho y en las hembras castradas, y en ambos grupos mayores
gue en las hembras control. No obstante, a los 18 meses de edad los valores en las hembras
intactas se equipararon a los de los machos. El tratamiento con 17-B-estradiol y con
fitoestrogenos se asocio a un descenso significativo en los niveles de cGMP en ratas castradas (p

<0,05) (Fig. 16b).

NO. Los niveles de NO en neumocitos tipo Il a los 2 meses de edad fueron significativamente
superiores en las ratas macho en comparacion con las ratas hembra (p < 0,05). No obstante, entre
los 14 y los 24 meses de edad, los valores de NO fueron similares entre las ratas macho y las ratas
hembra castradas, mostrando un marcado aumento que no se observé en las ratas intactas (p <
0,05) (Fig. 16c¢). Cuando se administréd 17-B-estradiol o fitoestrégenos los valores de NO

disminuyeron de forma significativa en las ratas castradas (p < 0,05) (Fig. 16d).

CO. El envejecimiento se asocid a un incremento significativo en las concentraciones de CO en
neumocitos tipo Il en ratas macho, hembras y hembras castradas (p < 0,05). Los niveles de CO en
las ratas hembra control permanecieron significativamente mas bajos que aquellos presentados
en las ratas macho o en las hembras castradas a los 14, 18 y 22 meses de edad (p < 0,05). A los
24 meses de edad, no obstante, los valores de CO resultaron equivalentes en las ratas castradas
y en las intactas, aungue menores que en machos (Fig. 16e). Cuando se administré estradiol o

extracto de soja a las hembras castradas se observd una marcada reduccién en las
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concentraciones de CO al compararse con las ratas castradas no tratadas de 24 meses de edad

(p < 0,05) (Fig. 16f). No se observaron diferencias entre tratamientos.
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Figura 16. Niveles de cGMP (ay b), NO (cy d) y CO (e y f) en neumocitos tipo Il en ratas Wistar.
Diferencias con la edad y entre grupos (machos, hembras ooforectomizadas y hembras intactas;
izquierda) y entre grupos de tratamiento (hembras intactas de 2 meses de edad, hembras
ooforectomizadas de 24 meses de edad no tratadas, hembras ooforectomizadas de 24 meses de
edad tratadas con 17-B-estradiol y hembras ooforectomizadas de 24 meses tratadas con
fitoestrogenos; derecha). * p < 0,05 vs. resto; & p < 0,01 vs. 24 meses de edad; ** p < 0,05 vs. 24
meses de edad.
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LPO. Los niveles de lipoperdxido aumentaron exponencialmente entre los 2 y los 14 meses de
edad en los tres grupos. Entre los 14 y los 24 meses de edad, las concentraciones de LPO
mostraron un incremento progresivo que fue menos marcado en las hembras no castradas de
14, 18, 22 y 24 meses (p < 0,05) (Fig. 17a). Tanto el tratamiento con 17-B-estradiol como con
fitoestrogenos disminuyd significativamente los niveles de LPO en neumocitos tipo Il de las ratas

ooforectomizadas (p < 0,05) (Fig. 17b).

Figura 17. Niveles de LPO en neumocitos tipo Il en ratas Wistar. Diferencias con la edad y entre
grupos (machos, hembras ooforectomizadas y hembras intactas; a), izquierda) y entre grupos de
tratamiento (hembras intactas de 2 meses de edad, hembras ooforectomizadas de 24 meses de
edad no tratadas, hembras ooforectomizadas de 24 meses de edad tratadas con 17-B-estradiol y
hembras ooforectomizadas de 24 meses tratadas con fitoestrégenos; b), derecha). * p < 0,05 vs.
resto; & p < 0,01 vs. 24 meses de edad; ** p < 0,05 vs. 24 meses de edad.
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Catalasa (CAT). La actividad de la enzima antioxidante CAT disminuyd con la edad en todos los
grupos; no obstante, fue significativamente mdas alta en ratas hembra intactas de 14 y de 18
meses de edad en comparacién con las hembras castradas (p < 0,05) (Fig. 18a). La administracion
de 17-B-estradiol o de fitoestrogenos restaurd parcialmente la actividad de la CAT en ratas

ooforectomizadas (p < 0,01) (Fig. 18b).
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Glutatiéon peroxidasa (GPx) y reductasa (GR). La actividad de la GPx se vio disminuida en ratas
macho y en ratas hembra ooforectomizadas cuando se compard con las ratas intactas de la misma
edad (p < 0,05) (Fig. 13c). El tratamiento con 17-B-estradiol o con fitoestrogenos revirtid los
efectos de la ooforectomia sobre la actividad de la GPx (p < 0,01) (Fig. 13d). De forma similar, la
actividad de la GR disminuyd con la edad y se vio reducida en machos y en hembras
ooforectomizadas al compararse con ratas hembra intactas (p <0,05) (Fig. 18e). La administracion
tanto de 17-B-estradiol como de fitoestrogenos restaurd parcialmente la actividad de la GR en

animales ooforectomizados (p < 0,01) (Fig. 18f).
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Figura 18. Actividad de la CAT (ay b), la GPx (c y d) y la GR (e y f) en neumocitos tipo Il en ratas
Wistar. Diferencias con la edad y entre grupos (machos, hembras ooforectomizadas y hembras
intactas; izquierda) y entre grupos de tratamiento (hembras intactas de 2 meses de edad,
hembras ooforectomizadas de 24 meses de edad no tratadas, hembras ooforectomizadas de 24
meses de edad tratadas con 17-B-estradiol y hembras ooforectomizadas de 24 meses tratadas
con fitoestrogenos; derecha). * p < 0,05 vs. resto; # p < 0,05 vs. machos; & p < 0,01 vs. 24 meses
de edad; ** p < 0,05 vs. 24 meses de edad.
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PC. La sintesis de PC disminuyd con la edad, con valores similares entre machos y hembras
castradas. La sintesis de fosfolipidos en ratas hembra intactas fue significativamente mas alta a
los 14 y 18 meses de edad, pero equivalente a los otros grupos experimentales a los 2, 22 y 24
meses (p < 0,05) (Fig. 19a). Ambos tratamientos (17-B-estradiol y fitoestrégenos) restituyeron

parcialmente la sintesis de PC en ratas hembra castradas viejas (p < 0,05) (Fig. 19b).

Figura 19. Niveles de PC en neumocitos tipo Il en ratas Wistar. Diferencias con la edad y entre
grupos (machos, hembras ooforectomizadas y hembras intactas; a), izquierda) y entre grupos de
tratamiento (hembras intactas de 2 meses de edad, hembras ooforectomizadas de 24 meses de
edad no tratadas, hembras ooforectomizadas de 24 meses de edad tratadas con 17-B-estradiol y
hembras ooforectomizadas de 24 meses tratadas con fitoestrégenos; b), derecha). * p < 0,05 vs.
resto; & p < 0,01 vs. 24 meses de edad; ** p < 0,05 vs. 24 meses de edad.
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5. Discusion
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Los resultados de la presente tesis doctoral relacionan el envejecimiento en ratones
SAMP8 con una elevacién de mediadores proinflamatorios: TNFa, IL-1B y NFkB. Varios estudios
previos, algunos llevados a cabo por nuestro grupo de investigacién, han mostrado también un
incremento en los niveles de TNFa, IL-1B y NFkB (Tha et al. 2000; Forman et al. 2010; Kireev et al.
2010; Cuesta et al. 2011; Paredes et al. 2014), asi como de HO-1 (Forman et al. 2010; Cuesta et
al. 2011; Paredes et al. 2014) en pancreas, higado, corazon, sangre y cerebro de ratones SAMP8
en contraste con ratones SAMR1. Otras investigaciones han asociado también el envejecimiento
pulmonar a incrementos en la expresion de citoquinas proinflamatorias como TNFa, IL-1B, IL-6 o
IFNy (Li et al. 2011; Canan et al. 2014) y la familia de factores de transcripcion nuclear NFkB (Ren
etal. 2014). Todos estos datos son acordes a la teoria inflamatoria del envejecimiento que sugiere
gue el aumento con la edad en la expresién de mediadores proinflamatorios es, al menos en
parte, responsable de un estatus de inflamacién crénica y de los cambios degenerativos vistos en

el envejecimiento.

Como ya se ha expuesto, la activacion de la cascada inflamatoria induce un estado de
produccion de radicales libres, tanto de oxigeno como de nitrégeno, que son a su vez capaces de
inducir la expresion de citoquinas amplificando y perpetuando la respuesta inflamatoria. La
isoforma inducible de la NO sintasa, iNOS, ve incrementada su expresién durante la respuesta
inflamatoria. Su papel es la produccién masiva de éxido nitrico, que se combinara con radicales
libres de oxigeno para generar especies reactivas de nitrégeno, con gran poder oxidativo. En
concreto, la combinacién del dxido nitrico con el radical superéxido conduce a la formacion de
peroxinitrito (ONOO), una de las especies reactivas de nitrégeno con mayor poder oxidante. En
un contexto de defensa contra patdgenos, esta respuesta es adaptativa. No obstante, durante la
inflamacién cronica vista en el envejecimiento constituye una fuente de dafio oxidativo a los
tejidos subyacentes, contribuyendo a la pérdida de funcionalidad molecular. Nuestros resultados

relacionan el envejecimiento con una sobreexpresién de mRNA para iNOS en los ratones SAMPS8
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viejos en comparacién con los jovenes en tejido pulmonar, habiéndose encontrado previamente
resultados similares en pancreas (Cuesta et al. 2011), higado (Cuesta et al. 2011) y corazén
(Forman et al. 2010). También hemos hallado un incremento en las concentraciones de NO y de
su mensajero secundario, cGMP, presentes en neumocitos tipo || en machos de rata Wistar viejos
en comparacién con los jovenes. Otras investigaciones previas han hallado un aumento en los
niveles de nitritos y nitratos en mitocondrias de pulmdn en ratones SAMP8 (Acufia-Castroviejo et
al. 2012). Ademas de verse un aumento en la expresion de iNOS y en la produccién de NO en un
contexto de inflamacion crénica, el envejecimiento se asocia a una sobreproduccion de ambos
dentro de la respuesta inflamatoria aguda a patégenos, habiéndose constatado mayores niveles
de mRNA de iNOS y de productos de nitrosacion de proteinas (nitrotirosina) en pulmones de
ratones viejos en comparacion con animales jovenes en un modelo murino de endotoxemia (Starr

et al. 2011).

El metabolismo del NO y sus cambios con la edad son complejos. Asi, el NO es producido
de forma constitutiva por la NOS en el endotelio vascular (eNOS) y difunde al musculo liso para
inducir su relajacion, empleando como segundo mensajero el cGMP. Ademas, el NO impide la
agregaciéon plaquetaria, por lo que una disminucién en su produccién puede favorecer la
aparicién de fendmenos tromboticos y de aterosclerosis (Ignarro y Napoli 2004), particularmente
cuando existe un desequilibrio entre la expresion de iINOS y de eNOS. Nuestros resultados
muestran una tendencia a la reduccion en la expresién de mRNA de eNOS en pulmones de
ratones SAMP8 con la edad, pero no alcanzan la significacion estadistica, habiendo estudios
previos en pulmdn con resultados similares (Starr et al. 2011). En general se acepta que la
expresion de eNOS en el endotelio vascular disminuye con la edad (Sato et al. 1993; Matsushita
et al. 2001), lo cual explica la elevada prevalencia de hipertensién y aterosclerosis en la poblacién

anciana.
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Ademas de un incremento significativo en la expresién de mRNA de iNOS y una tendencia
a la reduccion de eNOS con la edad en muestras de pulmdén de ratones SAMPS8, nuestros
resultados experimentales sobre neumocitos tipo Il han mostrado un incremento de las
concentraciones de NO y de cGMP en ratas viejas respecto a las jévenes. Aunque por regla
general se asocie la actividad de la iINOS a su expresién en macréfagos durante la respuesta
inflamatoria y la actividad de la eNOS a su expresion en el endotelio como relajante de la
musculatura lisa, las diferentes isoformas de la NOS se encuentran en diversos tejidos. Asi, se ha
caracterizado la expresion de iINOS y de bNOS (brain nitric oxide synthase u dxido nitrico sintasa
cerebral, una de las isoformas constitutivas, asi denominada por haberse observado por primera
vez en cerebro) en neumocitos tipo I, habiéndose descrito un aumento en la expresion de iINOS
secundario a la exposicién a citoquinas proinflamatorias (TNFa, IL-18 e IFNy) y a LPS, de manera
analoga a la expresion de iINOS en macrdéfagos, tanto en humano como en ratén (Asano et al.
1994; Gutierrez et al. 1995; Kwon et al. 2001; Sunil et al. 2002). En el caso de la estimulacién por
TNFa e IL-1B, el incremento en la expresién de iNOS parece estar mediado por el factor de
transcripcion NFkB (Kwon et al. 2001). Por lo tanto, no sélo los macréfagos alveolares y otras
células del sistema inmune estan implicadas en la respuesta inflamatoria pulmonar, sino también
los neumocitos tipo Il, siendo capaces de producir por si mismos NO en grandes cantidades y
contribuir a la formacion de RNS. Nuestros resultados han mostrado un aumento en las
concentraciones de TNFa, IL-1B y NFkB en pulmones de ratones SAMPS viejos, asi como un
aumento significativo en la expresion de mRNA de iNOS, en ausencia de un proceso de
inflamacién aguda. Consecuentemente, la inflamacidén crénica vista en el envejecimiento podria
mediar la activacion de la expresion de iNOS a través de los mismos mecanismos que se han
descrito para la inflamacion aguda (TNFa, IL-1B y NFkB). La elevacion de NO y cGMP en
neumocitos tipo Il que hemos hallado sugiere que esta via de activacién también podria tener

lugar en dicho tipo celular.
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La expresion de la enzima HO-1, implicada en el metabolismo del grupo hemo a
biliverdina y bilirrubina, ambas con capacidad antioxidante, esta regulada por una gran variedad
de estimulos, siendo el elemento comun entre ellos la presencia de estrés oxidativo (Maines
1997; Araujo et al. 2012), hasta el punto de ser considerada un marcador de estrés oxidativo. Su
expresion se ha visto previamente elevada con el envejecimiento tanto en pulmén (Ito et al. 2009)
como en otros tejidos (Cuesta et al. 2011; Ferndndez-Garcia et al. 2019). En relacion con esto,
nuestros resultados también muestran un aumento en los pulmones de ratones SAMPS8 viejos
tanto de los niveles de mRNA como de proteina medida por WB. Por tanto, presumiblemente el
envejecimiento se relaciona con un estatus de estrés oxidativo que conduce a la induccion de la
expresion de HO-1 en tejido pulmonar. En efecto, el hallazgo en nuestras investigaciones de altos
niveles de 8-hidroxiguanosina en ratones viejos se corresponde con un aumento en la oxidacion
de componentes celulares. Como respuesta a la presencia de ROS, la actividad de la HO-1
aumenta, lo cual supone una respuesta adaptativa ya que la actividad antioxidante de la

biliverdina vy la bilirrubina podria amortiguar los efectos del estrés oxidativo.

La degradacion del grupo hemo por parte de la HO genera otro subproducto: el CO. EI CO
presenta actividad bioldgica, con algunas similitudes al NO: ambos tienen la capacidad de unirse
a la guanilato ciclasa e inducir la produccién de cGMP, aunque con menos eficacia en el caso del
CO (Maines 1997). Ademas, tanto el CO como el NO pueden inhibir la actividad de la NOS. El
sistema HO/CO ha llegado a considerarse incluso un componente de los sistemas de
retroalimentacion negativa del sistema NOS/NO, tanto por la capacidad del CO de inhibir la
actividad de la NOS como por la degradacién de la NOS, una hemoproteina, a cargo de la HO. En
nuestra investigacion se hallaron niveles aumentados de CO en neumaocitos tipo Il de ratas viejas;
por otro lado, en pulmdn de ratones SAMPS se observé un incremento de la HO-1 secundario al
envejecimiento. Si asociamos ambos mecanismos, cabria pensar que el aumento en los niveles

de CO podria ser consecuencia de una activacién de la HO-1. Esta deduccién se relaciona con el
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hecho de que la principal fuente enddégena de CO es el metabolismo del hemo a cargo de la

hemooxigenasa (Arias-Diaz et al. 1997; Maines 1997).

Hemos visto que nuestros resultados muestran un perfil proinflamatorio y prooxidante
en el envejecimiento pulmonar, tanto por los resultados observados en los ratones SAMPS8 viejos
en comparacién con los SAMPS jovenes y con los SAMR1, como por los resultados observados en
neumocitos tipo Il de ratas viejas en comparacion con las jévenes. Ademds, hemos encontrado
una elevacion en la expresion de varios parametros proapoptéticos en pulmones de ratones
SAMP8 viejos respecto a los jovenes y a los SAMR1, concretamente en los niveles de mRNA de
BAD y en los niveles de mRNA y de expresidén proteica de BAX y de AIF. No hemos hallado
diferencias significativas asociadas al envejecimiento en la expresiéon de mRNA del mediador
antiapoptotico Bcl-2. Todo esto sugiere un incremento de la apoptosis asociado al envejecimiento
pulmonar. Otras investigaciones previas en nuestro grupo han hallado en higado, pancreas y
corazon un perfil proapoptético desarrollado con el envejecimiento (Forman et al. 2010; Cuesta
et al. 2011; Campillo et al. 2018; Fernandez-Garcia et al. 2019). Estos resultados son consistentes
con los de otros grupos de investigacién. Asi, se ha descrito una mayor tasa de apoptosis en
pulmones de ratones de 24 meses de edad (respecto a ratones menores de 9 meses de edad)
sometidos a neumonectomia (Paxson et al. 2011) y en un modelo de envejecimiento homocigoto
para la mutacién klotho KL(-/-) (Ishii et al. 2008), asi como un incremento en los mediadores
proapoptdticos p53, p66°"° y cistein-proteasa 32 en ratas Wistar de un afio de edad respecto a
ratas de 3 meses de edad (Petruccelli et al. 2010). No obstante, otras investigaciones han hallado
un incremento en las concentraciones de la molécula antiapoptética Bcl-2 asociado al
envejecimiento en pulmoén, higado, corazon, rifidn y bazo de ratones CD-1 (Lépez-Araiza et al.
2006), en contraste con resultados de pancreas de ratén SAMP8 que han descrito una
disminucion en los niveles de mRNA de Bcl-2 con el envejecimiento (Cuesta et al. 2011). En la

presente investigacién no se hallaron diferencias significativas en la expresién de mRNA de Bcl-2

97



entre ratones SAMPS8 jévenes y viejos o entre ratones SAMP8 y SAMR1, al igual que en otros
estudios sobre higado (Fernandez-Garcia et al. 2019). Aunque las investigaciones disponibles
apuntan a que el envejecimiento se asocia a un perfil proapoptdtico en tejido pulmonar (y en

otros tejidos), la caracterizacién concreta de las moléculas implicadas requiere mayor estudio.

Los efectos de este estatus proinflamatorio, prooxidante y proapoptdtico del
envejecimiento sobre la produccién de surfactante pulmonar no estan del todo dilucidados, de
manera que investigaciones previas apuntan a resultados contradictorios. Nuestros resultados
muestran una reduccion en la sintesis de novo de PC, el principal componente del surfactante
pulmonar, en neumocitos tipo Il de ratas Wistar (en machos, hembras intactas y hembras
ooforectomizadas) con la edad. Se han descrito hallazgos similares sobre el contenido de
fosfolipidos en lavado broncoalveolar en caballos viejos (Christmann et al. 2009). Estudios
anatomopatoldgicos sobre ratdn han mostrado alteraciones morfoldgicas con el envejecimiento
en neumocitos tipo Il, asi como defectos en el tapiz de surfactante sobre el epitelio pulmonar
(Walski et al. 2009). No obstante, otras investigaciones no corroboran dichos datos. En un estudio
descriptivo sobre muestras cadavéricas de pulmdén humano no se hallaron diferencias
significativas en el contenido de PC saturada con la edad (Rebello et al. 1996). Por otro lado, el
surfactante puede separarse mediante centrifugacién diferencial en dos formas: en agregados
grandes, su forma bioactiva, y en agregados pequefios, derivados de la degradacion de los
anteriores (Veldhuizen et al. 1996; Ruppert et al. 2003), por lo que la caracterizacién del
surfactante con el envejecimiento también deberia tener en cuenta cambios cualitativos. En un
analisis sobre la cantidad y composicion del surfactante pulmonary la capacidad para la reduccion
de la tension superficial en ratones de 22 meses de edad no se encontraron diferencias
significativas respecto a ratones de 4 meses (Veldhuizen et al. 2019). Estos resultados son
inconsistentes con los publicados por Ueda y cols., que describen un incremento gradual con la

edad en la proporcién de agregados grandes y una reduccidon en la degradacion de agregados
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grandes a pequefios en ratas de 24 meses respecto a jévenes (Ueda et al. 2000). Este cambio
cualitativo no se acompafié de cambios significativos en la cantidad de PC saturada medida en

ratas de 3, 16 0 24 meses de edad.

Atenor de todos estos datos, la caracterizacion del estatus del surfactante pulmonar con
el envejecimiento es compleja. Nuestros resultados apuntan a una reduccién en la capacidad de
sintesis de surfactante a cargo de los neumocitos tipo Il secundaria al envejecimiento pulmonar
en ratas Wistar. Segln investigaciones previas, esta reduccién en la capacidad de sintesis no
tendria por qué conducir a una disminucion en la cantidad de surfactante pulmonar en individuos
envejecidos, ya que podria verse acompafiada de una reduccién en su degradacion, quedando
inalterada su capacidad tensioactiva. No obstante, estos datos podrian apuntar a una pérdida en
la capacidad de restauracidén del surfactante tras una lesidon pulmonar aguda en individuos
envejecidos. La produccion de surfactante pulmonar podria verse alterada durante la inflamacion
aguda, habiéndose observado la capacidad del LPS de reducir la sintesis de surfactante pulmonar
in vitro al inhibir la actividad de la acil-CoA:lisofosfatidilcolina aciltransferasa 1 (Zou et al. 2011).
También se han descrito reducciones en la cantidad de fosfolipidos en el surfactante de pacientes
con sindrome de distrés respiratorio agudo (Ginther et al. 1996), asi como alteraciones
cualitativas en modelos de sepsis (Huang 2005). Se necesitan futuros estudios sobre la sintesis y
cantidad de surfactante con el envejecimiento, incluyendo también el contexto de inflamacién
aguda, para la interpretacion de estos datos. Debemos tener en cuenta, ademads, que
aparentemente existen grandes diferencias entre especies en relacion al contenido pulmonar de
surfactante, siendo menor en humanos que en otras especies (Rebello et al. 1996), por lo que

cualquier extrapolacién de estudios experimentales animales debe realizarse con cautela.

Como hemos visto anteriormente, la melatonina es una molécula que ha demostrado

capacidad antioxidante, antiinflamatoria y antiapoptdtica in vivo (Hardeland 2018), cuya sintesis
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se ve disminuida con el envejecimiento. Por tanto, cabe esperar que su administraciéon
contrarreste los efectos proinflamatorios, prooxidantes y proapoptéticos asociados a la edad.
Nuestros resultados han mostrado en tejido pulmonar un efecto antiinflamatorio de la
administracién de melatonina, que ha sido capaz de contrarrestar la elevacién de mRNA y
expresion proteica de las citoquinas TNFa y de IL-1B secundaria al envejecimiento. No se
encontraron diferencias significativas entre las dosis de 1 mg/kg/dia y 10 mg/kg/dia. Estos
resultados son acordes a investigaciones previas in vivo (Cuesta et al. 2011; Majidinia et al. 2018).
En cuanto a la familia de factores de transcripcion nuclear NFkB, con actividad proinflamatoria, el
envejecimiento indujo una elevacion en los niveles de mRNA de NFkB2, que fue contrarrestado
por la administracién de melatonina tanto a 1 como a 10 mg/kg/dia, y de la expresidn proteica
de NFkB subunidad p50 y subunidad p65, siendo la melatonina a la dosis de 1 mg/kg/dia capaz
de revertir estos efectos. No se hallaron diferencias significativas asociadas al envejecimiento ni
a la administracién de antioxidantes en la expresion de mRNA de NFkB1. El envejecimiento si
provocd un incremento en la expresion de mRNA de NKAP, pero, en este caso, la melatonina
mostré una tendencia a neutralizar estos efectos sin alcanzar la significacion estadistica.
Investigaciones previas en higado si encontraron diferencias significativas con la edad en la
expresion de mRNA de NFkB1 y de NKAP que fueron contrarrestadas con la administracion de 1
mg/kg/dia de melatonina (Cuesta et al. 2010). Por el contrario, mediciones en pancreas en la
expresion proteica de p65, p50y p52 solo hallaron un incremento asociado al envejecimiento en
los niveles de NFkB p52, que fueron restaurados por la administracion de melatonina a la dosis
de 10 mg/kg/dia pero no a la de 1 mg/kg/dia (Cuesta et al. 2011). Por regla general, y a la luz de
numerosas investigaciones previas, podemos afirmar que la melatonina inhibe la actividad del
sistema NFkB (Hardeland 2018). Asi, se ha constatado su habilidad para inhibir la unién de p52
tras la exposicién a LPS en macrofagos murinos in vitro, sin alterar la expresién de p100, la

formacién de p52 a partir de p100 ni la traslocacion nuclear de p52 (Deng et al. 2006). La
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melatonina también ha demostrado inhibir la actividad de p65 en un modelo murino de resorcion
osea (Ping et al. 2017) y de neuroinflamacién secundaria a la administracion de D-galactosa (Ali
et al. 2015). A tenor de estos datos, la melatonina presenta por lo tanto capacidad de inhibir la
cascada inflamatoria mediada por NFkB ya sea en un contexto de inflamacién aguda como

crénica.

La melatonina podria ejercer su actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora a través
de receptores de membrana MT1 y MT2, ambos asociados a proteinas G, por regla general,
inhibidoras (G;) (Hardeland 2008). No obstante, se ha caracterizado una activacién de las quinasas
reguladas por sefiales extracelulares (extracellular signal-requlated kinases) ERK 1y 2 mediada
tanto por proteinas G; como Gs asociadas a MT1 en células renales embrionarias HEK293 (Chen
et al. 2014). Asi, los mecanismos de sefializacién intracelular activados son multiples y difieren

entre tipos celulares, siendo aln objeto de investigacién (Dubocovich y Markowska 2005).

Al margen de las funciones mediadas por receptores, la melatonina presenta per se
capacidad antioxidante. Puesto que los radicales libres son por si mismos activadores de la
cascada inflamatoria, la melatonina también podria ejercer sus efectos antiinflamatorios a través
de la reduccidn de los radicales libres circundantes. Los resultados obtenidos en la presente tesis
doctoral avalan la capacidad antioxidante de la melatonina en pulmén, pues su administracién
fue capaz de reducir la expresion proteica y de mRNA de HO-1 (como ya hemos visto, marcador
sensible de estrés oxidativo), asi como el contenido de 8-hidroxiguanosina en pulmon de ratén
SAMPS, revirtiendo la elevacidon de estos parametros secundaria al envejecimiento. Los estudios
realizados sobre neumocitos tipo Il en machos de ratas Wistar también avalan un papel
antioxidante de la melatonina, habiéndose observado un incremento en los niveles de LPO en
este tipo celular en ratas viejas respecto a jévenes, que fue revertido por la administracion de

melatonina. Investigaciones previas han hallado también una reduccion en la expresion de HO-1
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a cargo de la administracién de melatonina en otros érganos en el contexto de inflamacién
cronica relacionada con el envejecimiento (Cuesta et al. 2010; Cuesta et al. 2011), pero también
en el contexto de inflamacion aguda en un modelo animal de sepsis (Li Volti et al. 2012). La
reduccién que hemos observado en la cantidad de CO, metabolito producido principalmente por
la HO, en neumocitos tipo Il de ratas viejas tratadas con melatonina también apunta a una posible

inhibicién en la expresion de la HO-1.

Ademas de antioxidante directo, investigaciones previas que muestran la capacidad de la
melatonina para inhibir la expresion de la iNOS tanto en inflamacién crénica asociada al
envejecimiento (Cuesta et al. 2010; Cuesta et al. 2011) como aguda secundaria a endotoxemia
(Crespo et al. 1999; Garcia et al. 2017) apuntan a una reduccion indirecta del estrés oxidativo al
inhibir la producciéon masiva de NO. Nuestros resultados muestran una tendencia a la inhibicion
de la iNOS tras la administracion de melatonina, aunque sin alcanzar la significacién estadistica.
No obstante, si se hallaron diferencias significativas en los experimentos con neumocitos tipo Il
en las concentraciones de NO de ratas tratadas con melatonina a la dosis de 5 mg/kg/dia, asi
como de cGMP, su segundo mensajero, a ambas dosis, aunque con mayor eficacia con la de 5
mg/kg/dia, por lo que no puede descartarse la implicacién de la melatonina en la inhibicion de la

iNOS.

Ademds de los efectos antiinflamatorios y antioxidantes sobre el envejecimiento
pulmonar vistos en esta tesis doctoral, nuestros resultados también han mostrado un efecto
antiapoptotico de la administracion de melatonina en el modelo SAMPS, habiéndose descrito una
reduccién en la expresion de BAD, BAX y AlF, sin modificaciones sobre los niveles de mRNA de la
molécula antiapoptodtica Bcl-2. La relacién entre melatonina y apoptosis es compleja, pues por
regla general se ha observado una capacidad antiapoptodtica en células normales y proapoptdtica

en cancerigenas (Majidinia et al. 2018). Tradicionalmente se han atribuido sus efectos
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antiapoptodticos a su accion como barredor de radicales libres: al reducir el estrés oxidativo
celular, la melatonina reduciria los estimulos desencadenantes de la apoptosis. No obstante, se
han observado también acciones antiapoptoéticas mediadas por los receptores (Das et al. 2010).
Ademds, estudios sobre células tumorales muestran actividad proapoptoética a través de un
incremento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial mediante la implicacién de los

receptores MT1y MT2 (Lanoix et al. 2012).

Hasta donde sabemos son pocos los estudios que han investigado los potenciales efectos
protectores de la melatonina sobre el surfactante pulmonar. Asi, la melatonina se ha mostrado
eficaz a la hora de reducir los niveles de LPO del surfactante pulmonar inducida por leucocitos
polimorfonucleares activados (Bouhafs y Jarstrand 2002). Nuestros resultados, como ya hemos
visto, sugieren una reduccion en la capacidad de sintesis de PC secundaria al envejecimiento. La
administracién de melatonina fue capaz de restaurar esta actividad, siendo mas eficaz a la dosis
de 5 mg/kg/dia que a la de 2,5 mg/kg/dia. Presumiblemente, este efecto podria relacionarse con
la actividad citoprotectora de la melatonina secundaria a su actividad antioxidante vy

antiinflamatoria.

Aligual que con la administracion de melatonina, los resultados presentados en esta tesis
doctoral avalan la accién antiinflamatoria y antioxidante del xantohumol. El xantohumol a ambas
dosis testadas ha sido capaz de contrarrestar la elevacion secundaria al envejecimiento de las
citoquinas proinflamatorias TNFa e IL-13, siendo mas efectiva para la reduccidn de esta Ultima la
dosis de 5 mg/kg/dia que la de 1 mg/kg/dia. No se han encontrado cambios en la expresién de
NFkB1 en pulmdn con la administraciéon de xantohumol, pero este factor de transcripcidn
tampoco se vio elevado en pulmdn con la edad. Este no fue el caso para NFkB2, para el cual se
vieron niveles de mRNA elevados en ratones SAMP8 viejos, efecto que fue contrarrestado en los

grupos tratados con xantohumol. Al igual que con la administracion de melatonina, el tratamiento
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con xantohumol no fue capaz de antagonizar de forma significativa la elevacién secundaria al
envejecimiento en los niveles de mRNA de NKAP, aunque si se observé una tendencia a su
reduccién. Otras investigaciones de nuestro grupo sobre envejecimiento cerebral (Rancén et al.
2017) y hepatico (Fernandez-Garcia et al. 2019) han mostrado resultados similares, de manera
que la administracién de xantohumol a 5 mg/kg/dia fue mas eficaz que la dosis de 1 mg/kg/dia a
la hora de reducir la expresion de TNFa e IL-1B en cerebro y en higado; siendo la dosis de 5
mg/kg/dia la Unica capaz de contrarrestar la elevacion asociada al envejecimiento de NFkB2 y de
NFkB subunidad p65. De forma similar, resultados previos en corazéon muestran eficacia en la
dosis de 5 mg/kg/dia de xantohumol (pero no en la de 1 mg/kg/dia) para contrarrestar la
elevacién de IL-1, aunque, en este caso, no se observaron diferencias entre ambas dosis para
revertir el aumento de TNFa ni de NFkB subunidad p65 (Campillo et al. 2018). Pocas
investigaciones han descrito los efectos antiinflamatorios del xantohumol en tejido pulmonar. Un
estudio in vivo sobre cerdos infectados con el virus del sindrome reproductor y respiratorio
porcino observo una reduccion con la administracion de xantohumol en los niveles de TNFa, IL-
1B, IL-6 e IL-8 en pulmdn (Liu et al. 2019), datos en consonancia con los resultados presentados

en esta tesis doctoral.

La capacidad antiinflamatoria del xantohumol ha sido investigada en otros érganos en el
contexto de la inflamacion aguda. Asi, el xantohumol, a dosis intraperitoneales de entre 12,5y 50
mg/kg/dia, ha atenuado la nefrotoxicidad inducida por cisplatino en ratones, contrarrestando en
forma dependiente de dosis la elevacion de los niveles de los mediadores proinflamatorios TNFa,
IL-1B, IL-6 e NFkB (Li et al. 2018). Este modelo mostrd también un aumento en la expresion de
HO-1 secundaria al cisplatino que fue exacerbada por la administracion de xantohumol. La
elevacién de HO-1 se vio acompafada de la del factor 2 asociado al factor nuclear eritroide 2
(nuclear factor erythroid 2—related factor 2) Nrf2, molécula implicada en la activacién de varios

sistemas antioxidantes, entre ellos, SOD, GPxy HO-1 (Ma 2013). Estos resultados son consistentes

104



con otras investigaciones que muestran in vitro en microglia de ratén un descenso en los niveles
de TNFa, IL-1B, IL-6 y NFKkB inducidos por LPS, que fue acompafiado de incremento de Nrf2 y de
HO-1 (Lee et al. 2011). Estos hallazgos contrastan con nuestros resultados, en los que la edad se
acompafia de un incremento en la expresion proteica y de mRNA de HO-1 que fue neutralizado
por la administracion de xantohumol. Este fendmeno se vio también previamente por nuestro
grupo en los niveles de mRNA de HO-1 en higado de ratones SAMPS viejos, siendo el tratamiento
con 5 mg/kg/dia de xantohumol capaz de reducir de nuevo la transcripcion de HO-1 (Fernandez-
Garcia et al. 2019). Estas diferencias podrian deberse a los diferentes contextos estudiados:
mientras que los estudios que encuentran un incremento en la expresion de HO-1 (relacionada
con Nrf2) son modelos de inflamacién aguda con tratamientos cortos, los resultados que
atribuyen al xantohumol una inhibicion de HO-1 proceden de tratamientos crénicos en el
contexto de envejecimiento. La administracién crénica de xantohumol podria inducir un entorno
con menor estrés oxidativo y por tanto reducir a largo plazo la expresion de HO-1. Estudios
futuros que incluyan la mediciéon de Nrf2 en el contexto de xantohumol e inflamacién crénica

podrian arrojar luz sobre este fendmeno.

Los estudios aqui presentados han hallado un aumento significativo en la expresion de
mRNA de iNOS en los ratones SAMPS8 viejos en comparacién con los jovenes. No obstante, ni la
administracién de melatonina ni de xantohumol indujo diferencias significativas. Estudios previos
en nuestro grupo sobre higado hallaron una tendencia a reducir los niveles de iNOS con la
administracién de xantohumol en el mismo contexto, sin alcanzar la significacion estadistica. El
xantohumol ha sido capaz de contrarrestar in vitro la sobreproduccién de NO secundaria a
exposicion a LPS (Zhao et al. 2003; Lee et al. 2011), viéndose implicada una reduccion en la
expresion de iNOS (Zhao et al. 2003). Por tanto, no puede descartarse la disminucion en los

niveles de iNOS dentro de las acciones antiinflamatorias y antioxidantes del xantohumol.
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Cabe destacar que los efectos de la administracion de las sustancias antioxidantes
melatonina y xantohumol sobre la inflamacién crénica, el estrés oxidativo y el entorno
proapoptotico vistos en el envejecimiento podrian ser dosis dependientes. Asi, los resultados de
la presente tesis doctoral muestran que la administracion de melatonina en ratones SAMPS a la
dosis de 1 mg/kg/dia ha sido suficiente para revertir la mayoria de las alteraciones secundarias al
envejecimiento, sin encontrarse diferencias con la administracién de 10 mg/kg/dia. No obstante,
las mediciones sobre neumocitos tipo Il han mostrado una mayor eficacia de la dosis de 5
mg/kg/dia que la de 2,5 mg/kg/dia en la restauracion de los niveles de PC, NO, CO y cGMP. Las
dosis de melatonina administradas varian en los diversos estudios previos. La mayoria de los
estudios relacionados con inflamacion de bajo grado/crénica (como es el caso de las
investigaciones de nuestro grupo) han administrado dosis de entre 1y 10 mg/kg/dia en ratas o
ratones, mientras que los estudios sobre inflamacién aguda han administrado entre 10 y 30
mg/kg cada 6 h en dosis aisladas antes y después de la induccién de la sepsis (Paskaloglu et al.
2004; Sener et al. 2004), o bien a lo largo de las primeras 24 h tras la induccion de la sepsis (Zhang
et al. 2013). En el momento actual se estd llevando a cabo un ensayo clinico aleatorizado que
estudiara los efectos de la administracion intravenosa de melatonina a dosis de 5 mg/kg cada 6
horas en pacientes intubados con neumonia COVID-19 (Rodriguez-Rubio et al. 2020). A tenor de
nuestros resultados, en el contexto de la inflamacién de bajo grado asociada al envejecimiento,
serian suficientes dosis de entre 1 y 5 mg/kg/dia. Debemos tener en cuenta que las
concentraciones fisiolégicas de melatonina, que se encuentran reducidas en la poblacidn anciana,
son del orden nanomolar, mientras que las concentraciones en las que se ha detectado actividad
antiinflamatoria se encuentran en el orden nanomolar, micromolar o incluso milimolar

(Hardeland 2018).

En cuanto al xantohumol, los resultados aqui presentados apenas han mostrado

diferencias entre la dosis de 1 mg/kg/dia y 5 mg/kg/dia, habiéndose encontrado mayor eficacia
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en la dosis mas alta Unicamente en la reduccion de los niveles de IL-1B y de HO-1. No obstante,
investigaciones previas de nuestro grupo en cerebro, higado y corazén si que han hallado por
regla general mayor eficacia del xantohumol a 5 mg/kg/dia en la reversién de las alteraciones
inducidas por el envejecimiento (Rancan et al. 2017; Campillo et al. 2018; Fernandez-Garcia et al.
2019). Los datos sobre otros estudios in vivo son escasos, habiéndose descrito la administracion
intranasal o intramuscular de xantohumol a 10, 20y 25 mg/kg cada 72 h durante 14 dias en cerdos
(Liu et al. 2019) o bien entre 12,5 y 50 mg/kg/dia intraperitoneales durante 3 dias en ratones (Li
et al. 2018), en el contexto de la inflamacién aguda. Segln nuestros resultados, las dosis
necesarias para el tratamiento de la inflamacion de bajo grado asociada al envejecimiento son

menores que las estudiadas en los contextos de inflamacién aguda.

El climaterio constituye una situacidén particular de envejecimiento, en el que los
fendmenos de inflamacién, estrés oxidativo y apoptosis se ven acompafiados por un déficit
estrogénico. La marcada reduccién en los niveles de estrégenos tras la menopausia se ha
asociado a un incremento del estrés oxidativo. Las concentraciones seroldgicas de citoquinas
inflamatorias y de biomarcadores prooxidantes como el 4-hidroxienal y el malondialdehido son
superiores en mujeres postmenopausicas que en premenopausicas (Signorelli et al. 2006),
sugiriendo un alto grado de estrés oxidativo durante la menopausia (McLean 2009; Holguin
2013). En los resultados presentados en esta tesis doctoral hemos observado un aumento
relacionado con la edad en los marcadores de estrés oxidativo CO, NO, cGMP y LPO, asi como una
inhibicidn de los sistemas antioxidantes enzimaticos CAT, GPx y GR, en neumocitos tipo Il de ratas
Wistar. Estos cambios se vieron exacerbados en ratas macho y en ratas hembra
ooforectomizadas. Ademas, fueron parcialmente revertidos por el tratamiento con 17-B-estradiol
y con fitoestrogenos, dato que apoya la asociacidn entre la supresidon estrogénica y un aumento
del estrés oxidativo. Estudios previos de nuestro grupo sobre hepatocitos en ratas Wistar

ooforectomizadas también mostraron un incremento con la edad y con la supresion estrogénica
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en marcadores de estrés oxidativo (iNOS, HO-1, NO y LPO) y en citoquinas proinflamatorias (IL-6,
TNFa e IL-1B), asi como una inhibicién de la GPx, efectos que se vieron revertidos con la

administracién de estradiol y de extracto de soja (Kireev et al. 2007; Kireev et al. 2010).

Nuestros resultados muestran que este entorno prooxidante y proinflamatorio asociado
a la supresién estrogénica se ha visto acompafado por una disminucién en la sintesis de novo de
PC, el principal componente del surfactante pulmonar. Las concentraciones intracelulares
elevadas de cGMP son inhibidores conocidos de la sintesis de surfactante en neumocitos tipo Il
(Vara et al. 1995), y la produccién de cGMP es inducida por la generacién enddgena de CO y de
NO (Furchgott y Jothianandan 1991). Se ha observado previamente que el CO contribuye a la
inhibicion de la sintesis de surfactante inducida por citoquinas en neumocitos tipo Il humanos
(Arias-Diaz et al. 1997). Tanto la actividad de la HO (Coburn et al. 1967) y la LPO (Wolff 1976) son
fuentes de CO. Nuestros resultados sugieren una activacién de esta via a cargo de la supresion
estrogénica y el envejecimiento, disminuyendo la capacidad de sintesis de surfactante pulmonar
(como hemos visto, no puede concluirse de este dato una reduccién en la cantidad o calidad del
surfactante pulmonar). También hemos observado que la reposicién estrogénica mejora

significativamente estas condiciones que afectan a la sintesis de surfactante.

Los mecanismos por los cuales el estradiol y los fitoestréogenos protegen la produccion de
surfactante y el estatus redox de los neumocitos tipo Il podrian ser multiples. El pulmén expresa
dos tipos de receptores estrogénicos: ER-ay ER-B. Ambos tipos de receptores son necesarios para
la formacion de unidades alveolares completas en hembras. Las acciones mediadas por los ER-a
promueven una correcta diferenciacion pulmonar durante el desarrollo, conduciendo a un
numero normal de alveolos por unidad de superficie. Por el contrario, los ER-B estan implicados
en la modulacién del desarrollo de la matriz extracelular, conduciendo a una correcta capacidad

de retraccion eldstica pulmonar (Massaro y Massaro 2004; Massaro y Massaro 2006). Los ER-f3
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parecen ser los receptores estrogénicos predominantes en el pulmdn postnatal (Patrone et al.
2003). De hecho, su activacion en neumocitos tipo Il se relaciona con la sintesis de la proteina de
surfactante Sftpb (Zscheppang et al. 2011), no pudiéndose descartar su implicacion en la sintesis
de PC. No obstante, los pulmones envejecidos y sometidos a supresion estrogénica muestran un
marcado aumento en el nimero de receptores ER-a, pero no de receptores ER-B, fenémeno que
es revertido por la administracion de estradiol (Glassberg et al. 2014). Ademas, se ha demostrado
gue los ER-a estan implicados en una respuesta antiinflamatoria en células del sistema inmune y
endoteliales (Vegeto et al. 2010). Este fendmeno podria estar mediado por la inhibicion de la
traslocacion del factor NFkB, impidiendo por tanto la expresion de genes proinflamatorios
(Ghisletti et al. 2005), promoviendo un entorno mas favorable para los neumocitos tipo Il. Por
tanto, la interaccién entre el 17-B-estradiol y los receptores ER-a y ER-B, tanto en neumocitos
tipo Il como en otras células residentes del pulmén (endoteliales e inmunitarias), podria estar
implicada en los resultados aqui presentados. Se necesitan estudios sobre los mecanismos
involucrados para dilucidar las vias moleculares implicadas en la proteccién de la capacidad de

sintesis de surfactante y en la reduccion del estrés oxidativo en el envejecimiento pulmonar.

Por otro lado, los fitoestrégenos se unen preferentemente a los ER-B (Mueller et al.
2004), pero también muestran efectos no mediados por receptores estrogénicos (Ganaiy Farooqi
2015; Zafar et al. 2016). En la presente tesis doctoral hemos administrado un extracto que
contiene isoflavonas derivadas de la soja, principalmente genisteina y daidzeina. La genisteina
ejerce otras acciones moleculares ademas del agonismo sobre los ER-B y, en menor medida,
sobre los ER-a. En primer lugar, actUa como barredor de radicales libres al donar un hidrogenién
desde sus grupos hidroxifendlicos (Ganai y Faroogi 2015). Ademds, puede unirse a otras
moléculas diana, como el factor inducible por hipoxia (hipoxia induced factor) HIF-1a (Mukund et
al. 2019) o la topoisomerasa Il (Markovits et al. 1989). Asi, ha demostrado propiedades

antiinflamatorias y anticancerigenas, incluyendo la reduccion de la produccién de NO por parte
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de iNOS (Zaslaver et al. 2005), de LPO y de la amplificacion de la respuesta inflamatoria local

(Valsecchi et al. 2011).

La daidzeina es metabolizada a la isoflavona equol por la microbiota intestinal de manera
inconsistente (Franke et al. 2014). Por tanto, sus acciones pueden atribuirse al menos
parcialmente al equol. Ademas de su interaccion con los ER-B, la daidzeina ha mostrado actividad
antioxidante directa contra la LPO (Dwiecki et al. 2009). Por su parte, el equol es un potente
barredor de radicales libres que ha demostrado reducir in vivo la produccion de NO por parte de
la iNOS en macréfagos murinos (Kang et al. 2007). Por tanto, son muchos los mecanismos
potenciales que podrian explicar los efectos de la suplementacién con fitoestrégenos sobre la
sintesis de PC, la LPO vy la disfuncidn en sistemas antioxidantes enzimaticos. Ademas, hallazgos
previos en hepatocitos sugieren que los efectos protectores de las isoflavonas podrian no ser

especificos para cada dérgano (Kireev et al. 2010).
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6. Conclusiones
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El envejecimiento condujo a un incremento en mediadores proinflamatorios (TNFa, IL-
1B, NFkB2, NFkB subunidad 50, NFkB subunidad p65 y NKAP), marcadores de estrés
oxidativo (HO-1, 8-OHG e iINOS) y mediadores proapoptéticos (BAD, BAX y AlF) en pulmén
de ratén SAMPS respecto a ratones jévenes de su misma cepa.

Los ratones SAMR1 viejos no mostraron diferencias respecto a los jovenes de su misma
cepa y mostraron, en general, valores mas bajos de dichos parametros que los ratones
SAMPS.

La administracion de melatonina consiguid revertir la mayoria de las alteraciones
asociadas al envejecimiento, reduciendo los niveles de TNFa, IL-18, NFkB2, NFkB
subunidad 50, NFkB subunidad p65, HO-1, 8-OHG, BAD, BAX y AIF en ratones SAMP8
viejos respecto a ratones SAMP8 viejos no tratados.

La administracién de xantohumol también consiguid revertir la mayoria de las
alteraciones asociadas al envejecimiento, reduciendo los niveles de TNFa, IL-13, NFkB2 y
HO-1 en ratones SAMPS8 viejos respecto a ratones SAMPS8 viejos no tratados.

El envejecimiento se asocid a un incremento de los marcadores de estrés oxidativo CO,
NO, cGMP y LPO en neumocitos tipo Il de ratas Wistar, tanto machos como hembras y
hembras ooforectomizadas. Se observé también una reduccién con la edad en la
capacidad de sintesis de PCy en la actividad de las enzimas antioxidantes CAT, GR y GPx.
Estos cambios fueron mas marcados en ratas macho y en hembras ooforectomizadas.
La administracion de melatonina consiguié reducir los niveles de CO, NO, cGMP y LPO en
neumocitos tipo Il de ratas macho viejas respecto a ratas macho viejas no tratadas.
También incrementé la capacidad de sintesis de PC respecto al grupo sin tratamiento.
La administracion de 17-B-estradiol y de extracto de soja consiguio reducir los niveles de
CO, NO, cGMP y LPO en neumocitos tipo Il de ratas hembra viejas ooforectomizadas

respecto a viejas ooforectomizadas no tratadas. También incrementé la capacidad de
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sintesis de PCy la actividad de las enzimas antioxidantes CAT, GR y GPx respecto al grupo

sin tratamiento.

En conclusidon, la administracion de melatonina y xantohumol podria tener efectos
beneficiosos sobre las alteraciones proinflamatorias, prooxidantes y, en el caso de la melatonina,
proapoptoéticas inducidas por el envejecimiento pulmonar. Ademas, la supresion estrogénica
conduce a alteraciones en el estatus redox pulmonar que pueden ser revertidas con la

administracién de estradiol y de isoflavonas derivadas de la soja.
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Aging is associated with an increase in oxidative stress and inflammation. The aging lung is particularly affected
since it is continuously exposed to environmental oxidants while antioxidant machinery weakens with age.
Melatonin, a free radical scavenger, counteracts inflammation and apoptosis in healthy cells from several tissues.
Its effects on the aging lung are, however, not yet fully understood. This study aimed to investigate the effect of
chronic administration of melatonin on the expression of inflammation markers (TNF-¢, IL-18, NF<B2, HO-1)
and apoptosis parameters (BAD, BAX, AIF) in the lung tissue of male senescence-accelerated prone mice
{SAMP8). In addition, RNA oxidative damage, as the formation of 8-hydroxyguanosine (8-OHG), was also evaluated.

Section Editor: Chennai Guest Editor

Keywords: Young and old animals, aged 2 and 10 months respectively, were divided into 4 groups: untreated young, untreated
Aging old, old mice treated with 1 mg/kg/day melatonin, and old animals treated with 10 mg/kg/day melatonin. Untreated
Lung young and old male senescence accelerated resistant mice (SAMR1) were used as controls. After 30 days of treat-
MElﬂmniW ment, animals were sacrificed. Lungs were collected and immediately frozen in liquid nitrogen. mRNA and protein
Inflammation expressions were measured by RT-PCR and Western blotting, respectively. Levels of 8-OHG were quantified by
%'Uﬁ::i SIS ELISA. Mean values were analyzed using ANOVA. Old nontreated SAMPS animals showed increased (p < 0.05)

mRNA and protein levels of TNF-e, IL-1(, NF<B2, and HO-1 compared to young mice and SAMR1 mice. Melatonin
treatment with either dose reversed the aging-derived inflammation (p < 0.05). BAD, BAX and AIF expressions also
rose with aging, the effect being counteracted with melatonin (p < 0.05). Aging also caused a significant elevation
{p<0.05) in SAMP8 8-OHG values. This increase was not observed in animals treated with melatonin {p< 0.05). In
conclusion, melatonin treatment was able to modulate the inflammatory and apoptosis status of the aging lungs,
exerting a protective effect on age-induced damage.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Aging is a universal process through which organisms become more
vulnerable to disease until they eventually die (Harman, 1981). Aging
mechanisms and how to elude them have always fascinated the
human being. The first theories that relate this process to oxidative
stress were born in the 1950s (Harman, 1956}, when the dysfunction
of several biomolecules was attributed to the action of free radicals.

Free radicals are highly reactive molecules due to an unpaired elec-
tron in their outer orbital, as they tend to combine with other molecules
and therefore madify their structure. Free radicals are bound to be formed
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in every living being, as a result of ionizing radiation, as well as enzymatic
and non-enzymatic reactions necessary for life. The main source of fiee
radicals in mammals is oxidative phosphorylation (Harman, 1972},
where reactive oxygen species (ROS) appear because of the incomplete
reduction of O,: some examples are superoxide anion {03 ), hydroxyl
radical (OH#} or hydrogen peroxide (H,0,). These appear in acute inflam-
mation as a protective response against an internal or external insult.
However, chronic inflammation leads to continuous oxidative stress
and to cell damage and dysfunction, both seen through the aging process
(Reuter et al., 2010).

The lung is especially exposed to free radicals because of its direct
contact with environmental pollutants, such as tohacco smoke, ozone
or even the O, content of the air. On top of that, respiratory diseases,
widely common, induce an inflammatory response, which increases
oxidative stress (Kinnula and Crapo, 2003). Sustained inflammation
and oxidative stress are implicated in the pathophysiology of several
pulmonary diseases, such as asthma or chronic obstructive pulrnonary
disease (COPD) (Angelis et al,, 2014). Most organisms have developed
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ABSTRACT

Epidemiological data suggest protective effects of oestrogen and phytoestrogen on lung tissue.
This study aimed to elucidate the role of 17-B-oestradiol and phytoestrogen in age-related inhib-
ition of surfactant synthesis and oxidative stress in rat type Il pneumocytes. Forty male and 66
female Wistar rats were used. Female rats were randomly kept intact or ovariectomized at age
12 months. At age 22 months, ovariectomized rats received 17-B-oestradiol, soy extract, or no
treatment. Oxidative stress markers CO, NO, cGMP and lipid peroxide (LPO}, antioxidant enzymes
and phosphatidylcholine (PC) were measured in cultured type |l pneumocytes isolated at ages 2,
14, 18, 22 and 24 months. Old, male and ovariectomized rats showed significantly higher CO, NO,
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¢GMP and LPO and lower PC content and antioxidant enzymes. 17-B-oestradiol and phytoestro-
gen significantly reversed these effects. In conclusion, aging and oestrogen deprivation
decreased PC synthesis and altered the redox status in type Il pneumocytes, which were partially

restored by 17-B-oestradiol or soy supplementation.

Introduction

Chronic respiratory conditions are a leading threat to
human health and development. Although these con-
ditions have distinct pathophysiologies, epidemio-
logical data suggest that sex-related hormones may
contribute to the pathogenesis and/or progression of
at least some lung diseases (Badesch et al. 2010; Choi
2011; Leynaert et al. 2012). For instance, idiopathic
pulmonary fibrosis has been implicated as a male-pre-
dominant disease in terms of prevalence (Townsend
et al. 2012). However, the severity of pulmonary fibro-
sis also appears to depend on sex, in this case, with
mortality rates increasing more rapidly in women
than in men, with female lungs being more prone to
fibrosis in animal models (Moore and Hogaboam
2008; Brass et al. 2010; Raghu et al. 2014). Moreaver,
asthmatic women experience worsening of symptoms
with ocestrogen downswing (Townsend et al. 2012). It
has been shown that women subjected to double
oophorectomy before age 46 years are at increased risk

of developing asthma and chronic obstructive pul-
monary disease (COPD) (Rocca et al. 2016). Similarly,
female smokers after menopause show a faster decline
in lung function and an increased risk of developing
COPD than male smokers, with hermone replacement
therapy being associated with reduced bronchial
hyper-responsiveness in  post-menopausal women
(Gan et al. 2006).

It has been shown that oestrogen has a pivotal role
in many aspects of normal and altered pulmonary
physiology (Townsend et al. 2012). Moreover, cestro-
gens play an important role in foetal lung develop-
ment, with higher levels of oestrogen receptors found
in mouse foetal lung than in early postnatal or adult
lungs (Seaborn et al. 2010). Oestrogen status also
seems to play a role in the aging process of the lung.
QOestrogen-deficient aging female mice have been
shown to develop an emphysematous phenotype, with
oestradiol supplementation restoring the normal turn-
over rate of the extracellular matrix (Glassberg
et al. 2014).
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Xanthohumol reduces transcription of proinflammatory
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Lungs are highly vascularised organs directly exposed to atmos-
pheric oxygen. Consequently, they are animportant source of
reactive species that seem to be involved in local defense
against pathogens. With age, increased production of free rad-
icals, together with a reduced antioxidant defense activity,
may surpass the antioxidative capability of lungs, leading to
lung damage and increasing susceptibility to other patholo-
gies. Xanthohumol, the major prenylated chalcone found in
hops, has been shown to present anti-inflammatory and antiox-
idant properties in several organs, including liver, brain, and
at the level of the reproductive system. Its effect on the aging
lung has yet to be elucidated. For this reason, the aim of the
present study was to evaluate the possible anti-inflammatory
role of xanthohumol on a model of male senescence-acceler-
ated prone mice (SAMPS8). Young and old animals, aged 2 and
10 months respectively, were maintained under a 12:12 h light-
dark cycle in an environmentally-controlled room and fed ad
libitum. They were divided into 4 experimental groups: Young
non-treated, old non-treated, old treated with 1 mg/kgfday
xanthohumal, and old treated with 5 mg/kg/day xanthohu-
mol. Young and old non-treated male senescence-accelerated
resistant mice {SAMR1) were used as controls. Xanthohumol
was dissolved in ethanol and added to the drinking water. Only
ethanolwas administered to the water of non-treated animals.
After 30 days of treatment, animals were sacrificed and lungs
were collected and immediately frozen in liquid nitrogen.
mRNA expression of tumor necrosis factor-alpha (TNF-), inter-
leukin-1 beta {IL-1p), nuclear factor NF-kappa-B p100 subunit
(NFxB2), and heme oxygenase 1 (HO1) was measured by
means of RT-PCR using the SYBR Green PCR Master Mix
{Applied Biosystems, Warrington, UK} and 300 nM concen-
trations of specific primers. For the normalization of cDNA
loading in the PCR reaction, the amplification of 185 rRNA for
every sample was used. Relative changes in gene expression
were calculated using the 2-ddCt method. Mean values were
analyzed by ANOVA. Compared to the young animals, old non-
treated SAMPS mice presented significantly elevated (P<0.05)
mRNA levels of TNF-w, IL-13, NFxB2, and HO1. SAMR1 mice
showed significantly decreased (P<0.05) mRNA levels of these
pro-inflammatory markers in comparison with the old non-
treated SAMPS group. Treatment with xanthohumol was able
to decrease significantly (P<0.05) the age-induced elevation
at any of the doses administered. Supplementing the diet with
foodstuffs containing xanthohumol may be used as a poten-
tial tool for counteracting inflammation and oxidative stress
in the aging lung.

Where applicable, the authors confirm that the experiments
described here conform with The Physiclogical Society ethical
requirements.
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Melatonin decreases the expression of inflammation and
apoptosis markers in the lung of a senescence-accelerated
mice model

A. Puig!, L. Rancan’, S. Paredes?, G. Yoldi?, R. Kireev?, E, Vara'
and J. F. Tresguerres?

"Department of Biochemistry and Malecular Biology M,
Complutense University of Madrid, Madrid, Spain and
2Department of Physiology, Complutense University of Madrid,
Madrid, Spain

Aging is associated with an increase in oxidative stress and
inflammation. Aging lung is particularly affected to this dam-
age since alveolar epithelial cells are continuously exposed to
environmental oxidants and antioxidant machinery seems to
be weakened with age. Melatonin is a potent free radical scav-
enger and broad spectrum antioxidant that has been shown
to counteract inflammation and apoptosis in healthy cells. Its
effect on aging lung is, however, not yet fully understood. Thus,
the aim of the present study was to investigate the effect of
the exogenous administration of melatonin on the mRNA
expression of inflammation markers tumor necrosis factor-
alpha (TNF-a), interleukin-1 beta (IL-1¢), nuclear factor NF-
kappa-B p100 subunit (NF«B2), heme oxygenase 1 (HO1) and
apoptosis parameters Bel 2-associated death promoter (BAD)
and apoptosis inducing factor (AIF) in male senescence-accel
erated prone mice (SAMPS8). Young and old animals, aged 2
and 10 months respectively, were maintained under a 12:12
h light-dark cycle in an environmentally-controlled room and
fed ad libitum. They were divided into 4 experimental groups:
Young non-treated, old non-treated, old treated with 1
mag/kg/day melatonin, and old treated with 10 ma/kafday
melatonin. Young and old non-treated male senescence-accel
erated resistant mice (SAMR1) were used as controls. Mela-
toninwas dissolved in ethanol and added to the drinking water.
Only ethanol was administered to the water of non-treated
animals. After 30 days of treatment, animals were sacrificed
and lungs were collected and immediately frozen in liquid nitro-
gen. mRNA expression was measured by means of RT-PCRusing
the SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, War-
rington, UK) and 300 nM concentrations of specific primers.
Forthe normalization of cDNA loading in the PCR reaction, the
amplification of 185 rRNA for every sample was used. Rela-
tive changes in gene expression were calculated using the 2-
ddCt method. Mean values were analyzed by ANOVA. Old non-
treated SAMP8 animals showed significantly increased (P<0.05)
levels of TNF-w, IL-15, NFkB2, and HO1 with respect to the val-
ues obtained in the young group. SAMR1 mice showed signi-
ficantly decreased (P<0.05) mRNA levels of these pro-inflam-
matory markers in comparison with the old non-treated SAMPS
group. Melatonin treatment with either dose tested was able
to reverse significantly (P<0.05) the aging-derived augmen-
tation of these inflammatory markers. In addition, BAD and
AIF expression rose with aging, the effect being significantly
counteracted (P<0.05) with melatonin administration. Mela-
tonin treatment may modulate the inflammatory and apo-
ptosis status of the aging lung, exerting a protective effect on
age-induced damage.

Where applicable, the authors confirm that the experiments
described here conform with The Physiological Society ethical
requirements.
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Alberto Gonzalez; Angela Puig Ramos; Pedro Mufioz Gdmez; Lisa Rancan; Sergio Damian Paredes
Royano; Jesus Angel Fernandez-Tresguerres Herndndez; Elena Vara Ameigeiras. El tratamiento
con melatonina disminuye la expresién de los marcadores inflamatorios TNF-a, IL-1, NFkB2 y
HO1 y apoptoéticos BAD y AIF en el pulmdn senescente de ratones SAMPS8. IX Congreso

Internacional de Alimentacion, Nutricion y Dietética. Madrid, mayo de 2014.

cedentes de Argenting, Cuba, Méxioo, Venezuela y Espafia, En
dicho documento se pretende ofrecer tanto la distribucidn per-
centilar como su asodacidn con la estatura, aspecto fundamen-
tal para efectuar la comecdidn necesaria frente al tamafio cor-
poral, tan mportante en sujetos que sa hallan en proceso de
crechmientn, Aportamas aqul, Onicamente los valores promedio
y deswios estandar por categoria de edad y Sexo.

EL RAMADAN EN LA EMBARAZADA DIABETICA

Jiménez Gonzalez, M. O.; Hemandez Llorente, E.;
Sanchez Guisado, M. M.

INTRODUCCION

Bl Ramadin o ayuno diario para las mujeres embarazadas con
diabetes sigue shendo un tema polémico y no denundado. Mu-
chas mujeres musulmanas reallzan ayuno durante &l ambarazo
por motivos religlosos dejando en un segundo plano &l blenes-
tar materno-fetal. A pesar de que &l Cordn exime a las emba-
razadas de ayuno, muchas gestantes diabéticas lo contindan
realizando.

OBIETIVDS

Es esenclal para |a enfermeria, para los médicos de familla y las
matronas (por su accesibildad a los padientes y la familla), mo-
dificar esta actitud y haceries consclentes de gue este hibito
tiene implicaciones potenclalments peligrosas para la salued ma-
temo-fetal. Nuestro objetheo principal es dar a conoocer & perso-
nal sanitario los resgos que conlleva realizar & aypno de Rama-
ddn =l [a gestante sufre disbetes durante su embarazo.

METODDLODGIA

Rewisitn bibliogrifica a través de una bisqueda exhausthva en
Madine, Pubmed, Cochrane, Uptodats, OMS, Sodedad Espafiala
de Obstetrida y Ginecchogla, Asociaddn Espafiola de Pediatria,
Socledad Espafiola de Diabates, entre los afios 2000 y 2013,

RESULTADODS

Los reclén nacidos expuestos al ayuno dal Ramadén tenen wn
estade de salud general més pobres que obros. Hacer ayuno sl
se tHene diabetes en e embarazo es una de las casusas més
freouentes de muerta fetal, B Ramadan no conduce a ostome-
mia matema o catonuria en mujeres embarazadas no diabséti-
a5 ¥ no tiene ningln afecto advarso significathwo sobre o de-
sarmollo fetal intraukering o la salud del fetn, en embarazos de
bajo riesgo.

Bl wso de Insulina MPH diarla &s una opcdn segura y tolerable
para las embarazadas diabéticas que desean aymar durante
Ramaddn, pero es necesano realizar ajustes de insulina y agen-
tes. hipoghucemiantes.,

DISCUSION

Los cambios Importantes en los hbitos alimenticlos, actividades
fisicas diarias y |os patrones de suefio durante & Ramadin tenen
impacto significathvo en el control de la glucemila, perfil lipidioo,
&l peso y la Ingesta dietética,

Se recomienda que |a padents se realice una avaluaddn pre-
via para valorar su riesgo por &l ayuno v realizar una educackin
pre-ramadan, 5| as necesario, [a mujer serd deshada a un en-

Nutr. clin. dhet. hasp, 2014 Bi{sugd, 1); 85

docring para manbaner los niveles de glucermia en sus limites
normales,

EL TRATAMIENTO CON MELATONINA
DISMINUYE LA EXPRESION DE LOS
MARCADORES INFLAMATORIOS TNF-o, IL-15,
NFKB2 ¥ HO1 ¥ APOPTOTICOS BAD ¥ ATF EN EL
PULMON SENESCENTE DE RATONES SAMPE
Gonziler, A% Puig, A% Mufioz, PiY; Rancan, LY
Paredes, 5. D.2; Tresguerres, 1. A. F?; Vam, E!

1 mamrmmmmmm

mamwm 2 Depavtamentn de
de Macirid, Madid

'y ficing,

;'Ew-l-ﬂ-

Bl emvejecimients & asocla con un incremento de estrés oxida-
thvo & inflamacidn. B pulmdn senescente se ve especialmente
afectado ya que las odlulas epitellales alveolares astin contl-
muamente expuestas a los oddantes dal medio amblente y la
maquinaria antioxddante parece debilitarse con la edad. La me-
latonina &s un potente secuestrador de radicales libres y antio-
xidante de amplio espectro gue se ha mostrado como moléoula
eficaz para contramestar |a inflamackin y B apoptosts en oélu-
las sanas y cuya presancia en alimentos y bebidas de origen ve-
getal estd ampliamente demostrada. Sin ermbango, su efecto so-
bre & emvejecimiento pulmonar no s encuentra totalmente
esclaredido. Por |0 tanto, & objetivo del presente estudio fue In-
vestigar &l efecto de la administracidn eadgena de malatoning
sobre |a expresitn de ARNM de los marcadores de inflamackin
THF-a, IL-1F, NFKB2 y HOL v los pardmetros de apoptosks BAD
y AlF en ratones machos con senescenda acelerada (SAMPE)L
Para ello se utilizaron ratones jdwvenes v viejos, de 2 y 10 me-
ses de edad respactivamente, a los que s& mantuwo en condl-
clones amblentales controladas, con fotoperiodo de 12 horas de
ez y 12 horas de ascuridad, y aoceso a comida y bebida ad Il-
bitwrmi. Los animales se dividieron en 4 grupos experimentales:
Jdvenes no tratados, viejos no tratados, y viejos tratados con 1
ma/kg/dia o bien con 10 rrw:l[aden!lmnlna, disuelta an
etanol an el agua de beblda, Como controles se utilizaron rato-
nes con senescencka retardada (SAMRL) a los que s& sometid a
las mismas condiciones de estabulacidn y tratamiento que 3 sus
comespondientes grupos SAMPS, con la diferencia de que al
agua de bebida s& afladd solamente etanol. B tratamiento o
una duracldn de 30 dias tras los cuales se procedid al sacrifido
de o5 andmales y la extracddn de s pulmaones, que fuenon
congelados inmediataments en nitrdgeno Hguido, Los niveles de
ARMm de los marcadores Inflamatarics y apopbdtioos se cuanti-
ficaron mediante ET-PCR, utllizando & método de Auorescanda
SYBR Graen PCR Master Mib: (Applied Blosystems, Warrington,
Reino Unido) y una concentracidn 300 niM de cebadores especi-
ficos. Se utiiizd o gen enddgeno 185 como contral intermo, Los
camiblas en la expresidn dal ARNmM s analizaron siguiendo &
método de 2-ddCx v las medias mediante ANOVA. Los animales
SAMPE viejos no tratados mostranon un aurmento significathwo
(P=0,05) de los niveles de THF-o, 1L-1p, NFKBZ y HO1 con res-
pecto 3 los valores obtenidos en ol grupo oe jdvenes. Los rato-
nes SAMRL exhibleron niveles significathvaments menores
{P=0,05) de estos mancadores pro-inflamatorios en compara-
chin con &l grupo SAMPE de animales viejos no tratados, El tra-
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