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RESUMEN

Durante la etapa de envejecimiento se produce un estado de inflamacién crénica
sistétmica de bajo grado llamado Inflammaging, que esta asociado a la
senescencia de las células inmunes y al aumento en la liberacion de citoquinas y
de especies reactivas de oxigeno (ROS) en los tejidos. Las ROS contribuyen a
la inflamacion cronica y al dafio oxidativo del DNA, el cual se ubica en el
citoplasma celular y es reconocido por el sensor GMP-AMP Sintasa ciclica
(cGAS), que posteriormente activa a la proteina Estimuladora de Genes de
Interferones (STING), activandose la via de sefializacion cGAS/STING, la que
genera el aumento de factores transcripcionales implicados en el aumento de
citoquinas inflamatorias que inducen ROS en las células senescentes. Sin
embargo, la relacién entre la via cGAS/STING y el incremento de las ROS
durante el Inflammaging no ha sido esclarecida. Debido a lo anterior, en esta
revision se busca describir la probable relacién entre ellos, en base a la literatura
actual. Se sugiere el DNA nuclear y mitocondrial oxidado activa a la via
cGAS/STING, la que incrementa los niveles de ROS inducidos por las citoquinas
inflamatorias, y estas ROS adicionales incrementan el dafio oxidativo del DNA,
generandose un loop durante el Inflammaging. Mayores estudios experimentales
se requieren para investigar la relacion entre la via de sefializacion cGAS/STING
y las ROS en el envejecimiento.

Palabras claves: Inflammaging, ROS, via cGAS/STING, cGAS, STING,

inmunosenescencia, envejecimiento, dafio en el DNA, senescencia, SASPs.
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ABSTRACT

During the aging stage, a low-grade systemic chronic inflammation state
called Inflammaging occurs, which is associated with the senescence of immune
cells and the increase in the release of cytokines and reactive oxygen species
(ROS) in the tissues. ROS contribute for chronic inflammation and oxidative DNA
damage, which is located in the cell cytoplasm and is recognized by the cyclic
GMP-AMP Synthase (cGAS) sensor, which subsequently activates the Interferon
Gene Stimulator protein (STING), activating the cGAS/STING signaling pathway,
which generates the augmentation of transcriptional factors involved in the
increase of inflammatory cytokines that induce ROS in senescent cells. However,
the relationship between the cGAS/STING pathway and the increase in ROS
during Inflammaging has not been clarified. Due to the above, this review seeks
to describe the probable relationship between them, based on the current
literature. It is suggested that oxidized nuclear and mitochondrial DNA activates
the cGAS/STING pathway, which increases ROS levels induced by inflammatory
cytokines, and these additional ROS increase oxidative DNA damage, generating
a loop during Inflammaging. Further experimental studies are required to
investigate the relationship between the cGAS/STING signaling pathway and

ROS in aging.

Keywords: Inflammaging, ROS, cGAS/STING pathway, cGAS, STING,

immunosenescence, aging, DNA damage, DDR, senescence, SASPs.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

La disminucion de la mortalidad en edades avanzadas, asi como los
avances en el ambito de la salud, han permitido que los seres humanos
envejezcan hasta edades muy avanzadas e incluso prolongar la vida hasta
superar los 100 afios (WHO, 2011). Como consecuencia, el nimero de adultos
mayores, que segun el Servicio Nacional del Adulto Mayor (SENAMA)
corresponden a las personas de mas de 60 afios, ha incrementado a nivel
mundial y en el tiempo (SENAMA, 2020). Actualmente, se estima que los adultos
mayores superan los 962 millones, lo que representa el 13% de la poblacion
mundial, cifra que se espera se duplique para el afio 2050 (Naciones Unidas,
2017). En otras palabras, el 22% de los habitantes del planeta tendra sobre 60
afios para el 2050, y 400 millones de personas tendran mas de 80 afios (WHO,
2011). En nuestro pais, se repite esta tendencia (Villalobos, 2018). Segun los
datos del Censo realizado el afio 2017, la poblacion chilena enfrenta un
envejecimiento demografico acelerado (Instituto Nacional de Estadisticas, 2018).
Se proyecta que para el afio 2035, los adultos mayores se incrementaran de
11,4% del total de la poblacién censada el afio 2017, a un 18,9% (INE, 2019).
Especificamente, la poblacion de 65 afios y mas, representara el 25% de la
poblacién para el 2050 (INE, 2018).

Sin embargo, junto al incremento en la esperanza de vida de los adultos
mayores, también aumentaran las enfermedades relacionadas a la edad, lo que

impactard negativamente en su estado de salud y la calidad de vida (INE, 2018;
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MINSAL, 2017; Pontificia Universidad Catolica de Chile y Caja de Compensacion
Los Andes, 2016). Por lo tanto, es esencial generar politicas publicas nacionales
relacionadas al tratamiento de éstas y, para ello, potenciar el estudio o
comprension del proceso de envejecimiento de nuestro organismo (Arguelles y
cols., 2018; WHO, 2011).

Los cambios relacionados con la edad afectan a todas las células del
organismo especialmente, a las de los sistemas reguladores homeostaticos como
el sistema inmune (De la Fuente y Miquel, 2009). Las células del sistema inmune,
durante el envejecimiento, se desregulan en términos de funcién y se vuelven
senescentes. Este proceso contribuye a un estado de inflamacién sistémica
cronica de bajo grado, denominado Inflammaging, que es caracteristico del
envejecimiento y el cual se relaciona con un aumento del estrés oxidativo, que
conduce a la generacién de dafio en los componentes celulares, como proteinas,
lipidos y el DNA (Bauer y Fuente, 2016). La produccion de oxidantes ocurre de
forma normal en las células inmunitarias debido a que tienen como funcién la
proteccion del organismo y para ello, producen moléculas oxidantes que eliminan
agentes extrafios e inducen inflamacién. Sin embargo, a lo largo de los afios se
generan lesiones oxidativas como resultado de una inflamacién crénica natural,
gue induce una pérdida de funcion celular progresiva, junto a una reduccién en
la capacidad de regular el propio equilibrio redox e inflamatorio (Bauer y Fuente,
2016). Como consecuencia, durante el envejecimiento se genera un aumento en

las especies reactivas de oxigeno (ROS: reactive oxygen species), y también en
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la disfuncién mitocondrial, dado el incremento paulatino de la actividad oxidativa
de los macrofagos y otros tipos celulares del sistema inmune innato (Agarwal y
Busse, 2010; Harman y cols.,1983; Lopez-Otin y cols., 2013). Este tipo de
eventos genera un circulo vicioso que contribuye al dafio celular oxidativo en el
DNA mitocondrial y DNA nuclear, lo que conlleva a una pérdida de la regulacion
de la funcion celular del sistema inmune durante el envejecimiento y la activacion
de la inmunosenescencia (Campisi et al., 2019; Cannizzo y cols., 2011; De la
Fuente y Miquel, 2009; Fulop et al.,, 2018; Harman, 1956; Harman, 1983;
Ponnappan & Ponnappan, 2011). Ademas, el DNA dafado por las ROS se
desplaza desde sus compartimentos celulares normales (nucleo y mitocondrias)
y se ubica en el citoplasma, donde es sensado por receptores que reconocen
acidos nucleicos como sefiales de peligro con potencial infeccioso en las células
del sistema inmune innato (Rongvaux, 2018). Luego de este reconocimiento, se
generan sefales intracelulares para montar respuestas inflamatorias y asi
proteger al organismo frente a la agresion (Franceschi y cols., 2018a; 2018b).
Dentro de los sensores de acidos nucleicos, se destaca a la proteina cGAS,
receptor universal de DNA citoplasmatico que activa una sefalizacion que
involucra a la proteina STING. Este ultimo, induce rio abajo a factores
transcripcionales involucrados en la transcripcion de genes que permiten la
liberacion de citoquinas, factores y proteinas asociadas a la inflamacion,
potenciando asi una respuesta inmune inflamatoria (Dunphy y cols., 2018;

Franceschi y Campisi 2014; Li y Chen, 2018; Wan y cols., 2020). La via de
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sefalizacion cGAS/STING, también regula la activacion del proceso de
senescencia, tras el reconocimiento de DNA nuclear y/o mitocondrial dafiado en
el citoplasma, lo que gatilla la liberacién de moléculas inflamatorias involucradas
en la generacion y mantencion de la senescencia en el tejido, asi como en la
induccion de ROS en las células senescentes (Dou y cols., 2017; Glick y cols.,
2017; Yang y cols., 2017).

A pesar de que es bastante conocido que durante el envejecimiento del
sistema inmune se genera la activacion de la senescencia celular y el aumento
del estrés oxidativo, ambos procesos que contribuyen al Inflammaging, no existe
informacion que describa el papel que desempefa la via cGAS/STING durante
el proceso de envejecimiento y sobre su relacién con el aumento de las ROS. Por
ello, en este trabajo se pretende dilucidar la relacion entre la via de sefializaciéon
CcGAS/STING y el aumento de las ROS durante el Inflammaging, en base a la
literatura disponible. El propésito de ésto es establecer bases para futuras
investigaciones experimentales orientadas a obtener nuevas estrategias
terapéuticas, que permitan intervenir en el proceso de envejecimiento y
patologias asociadas, como el envejecimiento prematuro, enfermedades
inflamatorias, autoinmunes y cancer. Todo ello con el fin dltimo de mejorar la

salud y la calidad de vida del adulto mayor.
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CAPITULO Il: METODOLOGIA
En torno a la problemética planteada, se proponen los siguientes objetivos:
1. Objetivo General.
Describir la relacion de las Especies Reactivas de Oxigeno y la via de
sefalizacion cGAS/STING durante el Inflammaging.
2. Objetivos Especificos.
a) Describir la participacion de los ROS durante el Inflammaging.
b) Describir la participacion de la via de sefializacidon cGAS/STING durante
el Inflammaging.
c) ldentificar los mecanismos celulares de la relaciéon entre las ROS y la via
CcGAS/STING durante el Inflammaging.
1. Criterios de busqueday elegibilidad.
Para el cumplimiento de estos objetivos, se generan los siguientes criterios de
busqueda y seleccién de articulos:
a) Criterios Tematicos:

-Estudios que contengan informacion sobre las especies reactivas de
oxigeno, envejecimiento, sistema inmune, via de sefalizacibn cGAS/STING,
Inflammaging y dafo celular, muerte celular y senescencia o bien estudios que
contengan informacion o data de al menos dos de las ocho tematicas
mencionadas.

-Disefio  del estudio: estudios primarios, experimentales o0

cuasiexperimentales, transversales, longitudinales, de cohorte, casos Yy
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controles, ensayos clinicos controlados aleatorizados. También se incluyen
reviews, revisiones sistematicas y libros.

- Investigaciones realizadas en especie humana con o sin patologia y en
especie animal.

-Articulos cientificos indexados en base de datos.

-Investigaciones en idiomas inglés y espafiol.

b) Criterios Metodoldgicos:

-Investigaciones de revistas cientificas con Impact Factor > 3 o

investigaciones de revistas cientificas pertenecientes al primer cuartil (Q1) de su

tematica.

2. Busqueda digital de los estudios:

Se consultaron las siguientes fuentes de busqueda electrénica:
Pubmed/medline, Science Direct y Google Scholar. Ademas se utilizaron las
siguientes palabras clave se seleccionaron de acuerdo con la base de datos
“Medical Subject Headings” (MeSH): “aging”, “aged”, “elderly”, “celular
senescence”, “senescence”, “immune system”, “immune system phenomena”,
“immunosenescence”, “immunity”, ‘inflammation”, “cytokines”, “free radicals”,
‘reactive oxygen species”, "free radicals", "oxygen radicals", "oxidative stress",
‘redox”, "redox stress”’, “CcGAS/STING pathway”, “‘CGAS-STING pathway”,

regulated cell death”, “DNA damage’.
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CAPITULO lIl: DESARROLLO

1. Envejecimiento v estadistica

La disminucion de la mortalidad en edades avanzadas, asi como los
avances en el ambito de la salud, han permitido que los seres humanos
envejezcan hasta edades muy avanzadas e incluso hasta superar los 100 afios
(World Health Organization, 2011). Como consecuencia, el numero de adultos
mayores, personas de mas de 60 afios segun el Servicio Nacional del Adulto
Mayor (SENAMA) (2020), ha incrementado a nivel mundial y en el tiempo
(Rebelos y cols., 2018; SENAMA, 2020). Actualmente, se estima que los adultos
mayores superan los 962 millones, lo que representa el 13% de la poblacién
mundial, cifra que se espera se duplique para el afio 2050 (Naciones Unidas,
2017). En otras palabras, para el 2050 el 22% de los habitantes del planeta tendra
sobre 60 afios y 400 millones de personas tendran sobre los 80 afios (WHO,
2011). En nuestro pais, se repite esta tendencia (Villalobos, 2018). Se proyecta
gue para el afilo 2035, los adultos mayores se incrementaran de 11,4% del total
de la poblacién censada el afio 2017, a un 18,9% (Instituto Nacional de
Estadisticas, 2018). Especificamente, la poblacion de 65 afios y mas,
representard el 25% de la poblacién para el 2050 (INE, 2018). Ademas, segun
los datos proporcionados por el Instituto Nacional de Estadisticas (INE) (2019),

el indice de adultos mayores (correspondiente al nUmero de personas de 65 o
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mas afos por cada 100 menores de 14 afos) sera para el afio 2031, de 102
adultos mayores por cada 100 menores de 15 afios y esta proporcion se estima
gue aumentara a 177 para el afio 2050 (INE, 2018). Segun los datos del Censo
realizado el afo 2017, la poblacion chilena enfrenta un envejecimiento
demografico producto del descenso de la fecundidad y el aumento en la
esperanza de vida. Esta ultima es de 81,8 afios en mujeres y 76,7 afios en
hombres, inclusive se prevé que para el afio 2050, la esperanza de vida en Chile
aumentara para ambos sexos, a 87,8 afios para las mujeres y 83,2 afios para los
hombres (INE, 2018). Ademas, este Censo arrojo que el 16,5% de la poblacién
mayor corresponde a personas que superan los 80 afios, y se proyecta que
aumentara de un 2,5% a un 6% del total de la poblacion chilena para el 2050
(Comisibn Econdmica para América Latina y el Caribe, 2017; Pontificia
Universidad Catdlica de Chile y Caja de Compensacion Los Andes, 2016).

El envejecimiento, se define como el declive funcional dependiente del
tiempo que afecta a la mayoria de los organismos vivos (Lopez-Otin y cols.,
2013), y se asocia con la acumulacion gradual de diversos dafios moleculares y
celulares (Gil y Withers, 2016). Estos eventos generan un deterioro de las
funciones en los tejidos y 6rganos, aumento de la vulnerabilidad para sufrir
enfermedades y eventualmente la muerte. Ademas, es el principal factor de
riesgo para el desarrollo de enfermedades relacionadas con la edad, tales como
cancer, diabetes, alteraciones cardiovasculares y enfermedades

neurodegenerativas (Franceschi y cols., 2018b; Lépez-Otin y cols., 2013). Las
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patologias asociadas al envejecimiento se traducen en altos costos para el pais,
generandose mayor gasto en salud debido a mayores costos por altas demandas
y requerimientos de servicios mas complejos, dada la mayor carga de
enfermedad, discapacidad y dependencia (SENAMA, 2017). Por lo tanto, es
fundamental potenciar el estudio o comprension del proceso de envejecimiento
del organismo, identificar los principales desafios en esta materia y generar
politicas publicas nacionales en salud, que permitan el manejo adecuado del
adulto mayor, con el fin de prevenir su deterioro y promover un envejecimiento
saludable (Arguelles y cols., 2018; WHO, 2011).

Los mecanismos responsables de un envejecimiento saludable estan
estrechamente relacionados con el mantenimiento efectivo de las funciones
fisiol6gicas, bioquimicas e inmunoldgicas del organismo, asi como factores
psicoldgicos y sociales que influyen en el bienestar humano (Arguelles y cols.,
2018; Galdona y cols., 2018). Sin embargo, los mecanismos especificos
asociados a un envejecimiento saludable y/o a la pérdida de éstos, junto con la
adaptacion al ambiente durante el transcurso de la vida, siguen siendo materia
extensa de estudio para su completo entendimiento (Gu y cols., 2018). No
obstante, existen mecanismos celulares que estan involucrados en el

envejecimiento, que han sido ampliamente descritos.
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1.1. Mecanismos celulares asociados al envejecimiento

Segun la gerociencia, disciplina que busca entender la relacion entre la
biologia del envejecimiento con la biologia de la generacion de enfermedades,
se genera una compleja relacidn entre factores que estan intrinsicamente
relacionados y que son los causantes del envejecimiento (Franceschiy Campisi,
2014; Kennedy y cols., 2014). Estos, ademas, comparten mecanismos
moleculares basicos con las enfermedades crénicas que aparecen con la edad
(Franceschi y Campisi, 2014; Kennedy y cols., 2014). El National Institute of
Health (NIH) de Estados Unidos, establece como procesos pilares del
envejecimiento, a la inflamacién, al estrés y al dafio macromolecular (Kennedy y
cols., 2014). Todos estos tdpicos, serdn abordados en mayor detalle mas
adelante en este escrito.

Dentro de los mecanismos moleculares que se alteran y potencian en el
envejecimiento, se encuentran la inestabilidad gendémica tanto del DNA nuclear
como mitocondrial, el acortamiento de los telomeros, la disfuncién mitocondrial,
el incremento progresivo de la senescencia celular, las alteraciones epigenéticas,
la pérdida de la proteostasis, la desregulacion de los nutrientes, la alteracion en
la comunicacion intercelular y la disminucion de células madres o progenitoras
(Barzilai et al., 2012; Campisi y di Fagagna, 2007; Chomyn y Attardi, 2003; Fraga

y Esteller, 2007; Harman, 1965; Hoeijmakers, 2009; Powers y cols., 2009;
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Salminen, Kaarniranta y Kauppinen, 2012; Lopez-Otin y cols., 2013; Shekhidem
y cols., 2019; Vijg y Suh, 2013; Zhu y cols., 2019).

Para efectos de este trabajo nos referiremos a algunos de los mecanismos
celulares recientemente mencionados que estan implicados en el proceso de

envejecimiento.

1.1.1 Inestabilidad Gendémica

La inestabilidad gendmica, se entiende como la acumulacién de dafio en el
genoma a lo largo de la vida, ya que la estabilidad del DNA esta siendo
continuamente desafiada por agentes exdgenos (quimicos, fisicos y biolégicos),
asi como por agentes enddgenos (por ejemplo, errores en la replicacion del DNA
y el efecto de las especies reactivas de oxigeno) (Hoeijmakers, 2009; Moskalev
y cols., 2013). Sin embargo, las células tienen mecanismos para disminuir las
lesiones al DNA nuclear como mitocondrial, a través de sistemas de reparacion
del DNA, y el control del ciclo celular, los cuales permiten mantener la integridad
de la célula (Caldecott, 2006; Ceccaldiy cols., 2016; Hoeijmakers, 2009). Durante
el envejecimiento estos mecanismos se ven alterados, por ejemplo, las enzimas
implicadas en la reparacién del DNA disminuyen su expresion, lo que genera la
acumulacion del dafio en el DNA (Bohr, 2015; Kaneko y cols., 2001; Liy Vijg,

2012; Niedernhofer y cols., 2018; Rodier y cols., 2010).
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1.1.2. Senescencia

La senescencia es un proceso fisiolégico que permite la detencion del ciclo
celular, acompafiado de cambios fenotipicos en las células senescentes. Se
produce, con el fin de evitar la proliferacion de células dafiadas, fenomeno que
se ve incrementado en el envejecimiento en respuesta al dafio del DNA (Campisi
y di Fagagna, 2007). Estas células senescentes, se acumulan en la mayoria de
los tejidos durante el envejecimiento, lo que genera una pérdida de funcién
progresiva en los organos y tejidos (He y Sharpless, 2017). Ademas, durante
este proceso las células senescentes liberan mediadores proinflamatorios que
promueven un microambiente inflamatorio en el tejido (Franceschi et al., 2018a;
2018b). Este topico en particular sera retomado en extenso mas adelante en el

texto.

1.1.3. Disfuncién mitocondrial

La mitocondria es el organelo encargado de producir la energia para el
funcionamiento celular, a través de la fosforilaciébn oxidativa y sintesis de
Adenosin Trifosfato (ATP) (Balaban y cols., 2005). Durante el envejecimiento se
reduce su funcionalidad, disminuyendo la disponibilidad energética, esto, debido
a diversos estresores que generan dafo celular, como las ROS (Harman y
cols.,1983). Ademas, con la edad se genera el aumento de mutaciones en el DNA
mitocondrial y deficiencias en los sistemas de eliminacibn de mitocondrias

dafadas, lo que genera un incremento de las ROS liberadas desde las
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mitocondrias (Chomyn y Attardi, 2003; Wang y Klionsky, 2011). Todo lo anterior,
conlleva a la alteracion de la dinamica mitocondrial y contribuye a la disfuncion
de las células durante el envejecimiento, acelerando la senescencia celular y la
muerte celular (Finkel & Holbrook, 2000; De la Fuente & Miquel, 2009; Harman,

1983; Miquel et al., 1980; Lopez, 2013; Shigenaga et al., 1994).

1.1.4. Alteracion de la comunicacion intercelular

El envejecimiento también involucra cambios importantes en la
comunicacién intercelular los cuales estan asociados a un fenotipo
proinflamatorio cronico, dado por la acumulacién de dafio proinflamatorio en el
tejido, declive de las funciones del sistema inmune y aumento en la liberacion de
moléculas proinflamatorias desde células senescentes, entre otras causas
(Salminen y cols., 2012). De esta forma el incremento en las respuestas
inflamatorias y disminucion de la vigilancia inmune contra patdgenos y células
premalignas, asi como modificaciones en la composicion del ambiente
extracelular, afecta la funcionalidad de todos los tejidos (Lopez-Otin y cols.,
2013).

Los mecanismos celulares que se alteran en el proceso de envejecimiento
tienen como consecuencia la pérdida general y progresiva de las funciones
fisiol6gicas, lo que conlleva a una disminucién en la capacidad para responder y
adaptarse a los cambios, asi como para preservar la homeostasis del organismo

(De la Fuente y Miquel, 2009). Este deterioro de la homeostasis durante el
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envejecimiento, es especialmente importante en las células pertenecientes a los
sistemas defensores y reguladores homeostaticos, dentro de los cuales se
destaca al sistema inmune (De la Fuente y Miquel, 2009; Ponnappan y

Ponnappan, 2011).

2. Sistema Inmune (SI)

El sistema inmune (SI), esta encargado de la defensa del organismo contra
invasores externos o internos (Fulop y cols., 2018). Es un sistema complejo,
compuesto por distintos tipos celulares que circulan en el organismo e
interaccionan entre si y con las demas células del organismo, de forma directa o
por medio de una variedad de mediadores solubles, para llevar a cabo su funcién
principal de proteccion (Castelo-Branco y Soveral, 2014).

Para estudiar al Sl, se ha divido en dos grandes componentes segun el tipo
de respuesta: sistema inmune innato y adaptativo (Abbas y cols., 2012). El
primero, es de repuesta temprana, y el segundo, de repuesta tardia (Abbas y
cols., 2012). La inmunidad innata (también llamada natural o nativa) produce
respuestas inespecificas y rapidas contra microorganismos (Abbas y cols., 2012).
Sus principales componentes son: barreras fisicas y quimicas (tales como el
epitelio de la piel y sustancias quimicas antimicrobianas), células fagociticas
(tales como neutréfilos, macrofagos y células dendriticas), linfocitos citoliticos
naturales (Natural Killer), moléculas solubles y proteinas sanguineas

(principalmente el sistema del complemento y otros mediadores de la
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inflamacion, como citoquinas y quimioquinas) (Abbas y cols., 2012). Estas células
en conjunto con sus productos, son la primera linea de defensa del organismo
contra agentes patdgenos, los cuales, al ser detectados, son eliminados gracias
a una respuesta inflamatoria (Abbas y cols., 2012; Fulop y cols., 2016) (para
mayor informacion sobre funciones de las células del sistema inmune innato
remitirse al Anexo ).

Por otro lado, la inmunidad adaptativa, también llamada especifica o
adquirida, se estimula luego de la exposicion a agentes infecciosos y esta
respuesta aumenta en magnitud y capacidad defensiva tras cada exposicion
sucesiva al agente extrafio en particular (Abbas y cols., 2012). El sistema
adaptativo tiene capacidad de “recordar” las moléculas de los patégenos, para
responder a una segunda infeccion, de una forma mas rapida y efectiva, lo que
se conoce como memoria adaptativa (Abbas y cols., 2012; Nicholson, 2016). Esta
respuesta, es mediada principalmente por linfocitos y sus productos secretados
(Abbas y cols., 2012; Nicholson, 2016). Se distinguen dos tipos de respuesta
inmunitaria adaptativa, la inmunidad humoral (produccion de anticuerpos) y la
inmunidad celular (realizada principalmente por linfocitos T) (Abbas y cols., 2012)
(para mayor informacion respecto a las células del sistema inmune adaptativo
remitirse al Anexo Il).

La inmunidad funciona de manera coordinada para responder a numerosas
amenazas del medio ambiente (Nicholson, 2016). La respuesta inicial ante los

agentes extrafios es iniciada las células del sistema inmune innato (Iwasaki y

28



Medzhitov, 2015). Las células del sistema inmune innato se distribuyen y circulan
en el organismo en busca de agentes (externos e internos) con dafo potencial
(lwasaki y Medzhitov, 2015). Un un tipo celular que desempefia un importante
papel realizando esta funcién durante infeccion o dafio son los macréfagos

(lwasaki y Medzhitov, 2015).

2.1. Funciones del Macr6fago

Los macréfagos se encuentran como monocitos circulantes en sangre, o0 como
macrofagos tisulares residentes del tejido (Abbas y cols., 2012). Los macrofagos
son reclutados al sitio de infeccidbn dentro de aproximadamente las 24 horas
siguientes y posterior a la llegada de los neutréfilos (Movita y cols., 2015; Rea y
cols., 2018). Son multifuncionales, se encuentran en variados tejidos en el
organismo y adquieren diferentes caracteristicas y nombres de acuerdo con su
localizacion tisular (Langerhans en piel, Kupffer en higado, Osteoclastos en
hueso, entre otros) (Vega, 2008). Los macréfagos exhiben una alta diversidad y
fenotipo plastico que depende del tipo de tejido, ya que los cambios en su
microambiente influyen en su funcion (Oishl y Manabe, 2016). Su principal
funcién es el reconocimiento de los microorganismos y su destruccion mediante
la liberacion de sustancias téxicas (como las ROS) durante la fagocitosis (Abbas
y cols., 2012). En esta Ultima, se produce lisis bacteriana y degradacion en
vesiculas intracelulares o fagolisosomas compuestas por enzimas degradadoras

(Abbas y cols., 2012). Ademas, los macrofagos pueden presentar antigenos, los
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gue son péptidos derivados de los microorganismos. Estos antigenos son
presentados a células del sistema inmune adaptativo, como los linfocitos T, en
un mecanismo denominado presentacion antigénica (Abbas y cols., 2012).
También, los macréfagos pueden fagocitar células muertas del organismo
huésped, contribuyendo a la eliminacidn de éstas tras la infeccion o lesion celular
(Abbas y cols., 2012).

Las células del Sl innato para llevar a cabo el reconocimiento de los
microorganismos expresan tanto en superficie como intracelularmente,
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, por sus siglas en inglés). Estos
PRRs detectan patrones moleculares asociados a los patdégenos o microbios
(PAMPs o MAMPs, respectivamente) los que corresponden a moléculas y
estructuras presentes en una amplia gama de patdgenos o microbios, como, por
ejemplo: lipopolisacéridos de bacterias gram-negativas, peptidoglicanos de
bacterias gram-positivas, [3-glicanos en hongos y acidos nucleicos virales y
bacterianos (Conrath, 2011; Fleshner, 2013). Por otro lado, estos receptores
también reconocen patrones moleculares asociados a dafio (DAMPSs, por sus
siglas en inglés), también conocidos como alarminas, correspondientes a
moléculas y componentes celulares provenientes de células propias del huésped
gue se acumulan tras algun dafio celular (por ejemplo, dafio en el DNA) (Ergun y
Li, 2020; Gong, Liu, Jiang y cols., 2020; Rongvaux, 2018; Xiay cols., 2016). Tanto
los PAMPs, MAMPs y DAMPs, promueven respuestas inflamatorias tras la union

con los PRRs y la activacion de sefales intracelulares, en las células del sistema
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inmune innato (Ergun y Li, 2020; Fleshner, 2013; Rongvaux, 2018; Xia y cols.,
2016).

Luego del reconocimiento de PAMPs y DAMPs se realiza la presentacion
antigénica que permite la activacion de los Linfocitos T (lwasaki y Medzhitov,
2015). Cuando ocurre este evento entre células presentadoras de antigenos (por
ejemplo macréfagos) y linfocitos T, se secretan desde las células presentadoras

de antigenos citoquinas (Abbas y cols., 2012).

2.2 Citoquinas

Las citoquinas, son un grupo heterogéneo de proteinas solubles que median
y regulan todos los aspectos de la inmunidad innata y adaptativa, y regulan las
funciones de muchos tipos celulares de nuestro organismo, permitiendo la
respuesta inmune, asi como también la reparacion celular posterior a un dafio o
infeccion (Dinarello, 2007; Kumanogoh y Masato, 2010; Abbas y cols., 2012).
Ademas, estas moléculas son producidas también, por los linfocitos T CD4* para
reclutar y activar al sitio de infeccibn a diversos leucocitos, entre esos
macrofagos, para que efectien la eliminacion del patégeno, asi como también
para amplificar la respuesta de los linfocitos T (Abbas y cols., 2012). Por otro
lado, los macréfagos activados producen citoquinas inflamatorias para reclutar a
linfocitos T (Otsuka y Seino, 2020).

Cuando las citoquinas se producen en grandes cantidades, viajan por el

torrente sanguineo y pueden unirse a sus receptores expresados en diferentes
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tipos de células del sistema inmune como neutrdfilos, linfocitos B, monocitos,
entre otros (Abbas y cols., 2012). Las citoquinas poseen la caracteristica de ser
pleiotrépicas, es decir, que pueden actuar sobre diversos tipos de células
(inmunes y no inmunes) y tener multiples efectos biolégicos, como actuar de
forma autocrina y/o paracrina (Abbas y cols., 2012; Feghali y Wright, 1997).
Ademas, las citoquinas activan diversas vias de sefializaciéon y pueden generar
efectos sinérgicos y efectos regulatorios positivos (amplificadores) (Feghali y
Wright, 1997). Las citoquinas frecuentemente generan loops que incrementan la
produccion de mediadores inflamatorios (incluyendo mas citoquinas), generando
una respuesta inmune local del tejido y sistémica (Anderton, Wicks & Silke; 2020).

Dentro de las citoquinas mas importantes que intervienen en los procesos de
infeccion y dafio, encontramos a la Interleucina 1la y 8 (IL-1 a y B), Factor de
Necrosis Tumoral a (TNF-a), Interleucina 8 (IL-8), Interleucina 6 (IL-6),
Interleucina 12 (IL-12) e Interferones (IFNs) (entre otros), los cuales median y
regulan la respuesta inflamatoria de forma especifica, tanto en su fase aguda

como cronica (Feghaliy Wright, 1997).

2.3 El proceso inflamatorio

La inflamacién es un proceso biolégico normal, que ocurre en respuesta a
una infeccion por patdégenos, por agentes téxicos o por dafios del tejido
(Medzhitov, 2008; Rea y cols., 2018). Este proceso se caracteriza por una fase

aguda, que se inicia con el incremento del flujo sanguineo y la permeabilidad
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vascular, ademas de la acumulacion de fluido, neutrdfilos y citoquinas en el sitio
de infeccion (Feghaliy Wright, 1997). Durante este proceso inflamatorio agudo,
se involucra el reclutamiento de leucocitos hacia la zona afectada, en una serie
de eventos que son cuidadosamente organizados y mediados por citoquinas,
guimioquinas (citoquinas especificas con alto nivel de atraccion para los distintos
leucocitos) y proteinas de fase aguda (Germolec y cols., 2018). Luego de la fase
aguda, se continda con la llegada de macrofagos y células fagociticas hacia el
sitio infectado, para eliminar al estimulo inflamatorio (agente infeccioso o material
extrafio) o células dafiadas, para iniciar el proceso de reparacion (Abbas y cols.,
2012; Germolec y cols., 2018). Una vez activados los macréfagos en el sitio de
dafio, liberan factores de crecimiento y citoquinas que afectan a las células del
microambiente local y modulan la respuesta inflamatoria (Germolec y cols.,
2018). El periodo que toma la eliminacion de los microorganismos y/o células
infectadas, puede tomar horas e incluso dias (Abbas y cols., 2012). Si la
respuesta innata inicial no es suficiente para contrarestar al agente dafiino, se
activa una respuesta mas potente y especializada a cargo de la inmunidad
adaptativa (Abbas y cols., 2012). En esta respuesta los linfocitos T se dirigen al
sitio de inflamacién para eliminar al antigeno dar muerte a la célula infectada,
ademas, fomentan la actividad bactericida de los macréfagos y liberan citoquinas.
Por otro lado, los linfocitos B expresan anticuerpos especificos contra el antigeno

(Abbas y cols., 2012, Nicholson, 2016). Aproximadamente luego de 14 dias, el
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proceso finaliza con la eliminacion total del agente dafino y el inicio de la
reparacion tisular (Abbas y cols., 2012; Medzhitov, 2008; Nicholson, 2016).

La inflamacion es un proceso de adaptacibn sumamente regulado,
necesario y beneficioso para el huésped cuando el dafio es transitorio, ya que
permite el retorno de la homeostasis del tejido (Medzhitov, 2008). En la mayoria
de los casos, el término de la respuesta inflamatoria se relaciona a la accién de
citoquinas antiinflamatorias y otros factores de regulacion negativa, ademas de
la remocion de las células inflamatorias en los tiempos adecuados para permitir
la regeneracion (Hanaday Yoshimura, 2002; Germolec y cols., 2018). Lo anterior
sucede cuando el agente infeccioso o causante del dafio es o son transitorias, lo
gue genera una respuesta inflamatoria exitosa que normaliza la homeostasis
tisular (Medzhitov, 2008; Germolec y cols., 2018). Por el contrario, cuando la
infeccion o dafio se vuelven permanentes y las células inflamatorias no son
capaces de revertir esta situacion, se puede desarrollar una inflamacion crénica
gue puede durar semanas 0 meses, y en algunos casos prolongarse por afios
(Feghali y Wright, 1997). Durante esta fase de inflamacion crénica no resuelta se
mantiene la liberacion de citoquinas proinflamatorias debido a la acumulacion de
leucocitos en el sitio de inflamacion, por lo que podria tornarse dafina para el
organismo y dificultar el retorno a la homeostasis (Feghali y Wright, 1997,
Germolec y cols., 2018; Hanada y Yoshimura, 2002; Korniluk y cols., 2017,

Medzhitov, 2008; Reay cols., 2018).
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Durante el envejecimiento ocurre un tipo de inflamacién crénica de bajo
grado y persistente, que resulta en dafo y degeneracion del tejido, denominado

Inflammaging (Franceschiy Campisi, 2014; Franceschi y cols., 2018b).

3. Inflammaging

El término Inflammaging fue propuesto por Franceschi y colaboradores en
el afo 2000, y describe el proceso de inflamacién crénica de bajo grado (en
ausencia de infeccién) y sistémico, caracteristico del envejecimiento y asociado
a la estimulacion fisiologica crénica del sistema inmune. El Inflammaging ocurre
por la mayor exposicion a antigenos (infecciosos y no infecciosos) a lo largo de
los afios lo que se vuelve dafino durante este periodo de la vida (Franceschi y
cols., 2000; Franceschi y cols., 2018b). Lo anterior debido a que diversos
estresores generan la induccién de constante estrés en el microambiente celular
gue mantienen el estado de inflamacién persistente en el organismo (Xia y cols.,
2016). Ademas, el Inflammaging se produce como consecuencia de la pérdida
del balance entre los mecanimos pro y antiinflamatorios, con un incremento en
los mediadores inflamatorios y una reduccion de los antiinflamatorios, lo que
impide la regulacion de la respuesta inflamatoria del sistema inmune (Franceschi
y cols., 2007; Franceschi y cols., 2018b; Reay cols., 2018).

Por otro lado, una causa del Inflammaging esta relacionada con los cambios
gue experimenta la respuesta inmune y que afecta la regulacién de la

homeostasis de los demas tejidos del organismo (Franceschi y Campisi, 2014;
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Fulop y cols., 2016). En otras palabras, el Inflammaging es una consecuencia de
cambios o adaptaciones en las funciones del sistema inmunitario innato y
adaptativo lo largo de los afios (Franceschiy Campisi, 2014; Fulop y cols., 2016).
La respuesta inmune innata desregulada se traduce en la produccion de
citoquinas inflamatorias de forma cronica, las que contribuyen al desarrollo de
patologias y declive funcional del organismo (Franceschi y cols., 2018b; Baylis y
cols., 2013). Durante el Inflammaging, se instaura un loop positivo que promueve
la inflamacién crénica, en donde la producciéon incrementada de mediadores
inflamatorios contribuye a la disminucién de la respuesta inmune adaptativa e
innata. Esto conlleva a dafio celular y molecular permanente, el que se acumula
durante los afilos y por consecuencia se traduce en la activacion de la
senescencia en el sistema inmune o inmunosenescencia (Figura 1) (Fulop y cols.,
2018; Baylis y cols., 2013). Los principales mecanismos que se relacionan a la

aparicion del Inflammaging se muestran en la Figura 1.
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Inflammaging

.

Figura 1: Principales mecanismos del Inflammaging. Dentro de los mecanismos que
generan un aumento progresivo del estado inflamatorio en el organismo encontramos el
aumento en la liberacion de citoquinas proinflamatorias, la acumulacion de productos de
oxidacién por incremento de las ROS y por defectos en la autofagia, la cual se ve
disminuida. También se genera por aumento en el dafio del DNA, lo que genera
respuestas celulares relacionadas a la induccion de la senescencia en varios tejidos,
entre esos en las células del sistema inmune (modificada de Rezus y cols., 2019).

Las consecuencias fisiolégicas del Inflammaging en el organismo son
principalmente la mayor vulnerabilidad a las infecciones y susceptibilidad al
desarrollo de enfermedades asociadas a la edad, las que incluyen artritis, asma,
diabetes, ateroesclerosis, enfermedades autoinmunes, enfermedades
neurodegenerativas y cancer (Germolec y cols., 2018; Medzhitov, 2008;
Franceschi y Campisi, 2014). El Inflammaging destaca como el principal factor
de riesgo para la morbilidad crénica, el deterioro funcional y la mortalidad durante
el envejecimiento (Baylis y cols., 2013; Franceschi y cols., 2018b; Lopez-Otin y
cols., 2013). De esta manera, el Inflammaging posee un rol central dentro del

proceso de envejecimiento y la evidencia cientifica sugiere que las alteraciones
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de los demas factores involucrados en el desarrollo del envejecimiento convergen
en el Inflammaging (Franceschi y cols., 2018a; Franceschiy Campisi, 2014). Lo
anterior, debido a que la inflamacion crénica implica la participacion de diversas
citoquinas, vias moleculares, células efectoras y respuestas del tejido que son
comunes en multiples patologias relacionadas con el envejecimiento (Franceschi
y cols., 2018a; Franceschiy Campisi, 2014).

La inflamacion se produce debido a inductores endégenos dados por tejidos
estresados, dafiados o en mal funcionamiento (Medzhitov, 2008; Schiffrin y cols.,
2010). La inflamacién crénica se gatilla principalmente por DAMPs tales como
son proteinas y acidos nucleicos, los cuales pueden encontrarse alterados o
dafiados o localizados fuera de su compartimento celular normal y que se
acumulan en el tiempo (Franceschi y cols., 2018b; Franceschi y cols., 2016). Las
células y macromoléculas, de forma fisiologica estdn siendo continuamente
dafiadas y reparadas, a consecuencia de esto, se forman productos de “desecho
celular” o debris celular (Franceschi y cols., 2016). Sin embargo, con la edad, los
mecanismos de eliminacion disminuyen progresivamente, y generan la
acumulacion de estas moléculas (Franceschiy cols., 2016; Franceschiy Campisi,
2014). También, moléculas de la microbiota intestinal y generadas por
infecciones persistentes (como por citomegalovirus), generan una respuesta
inmune inflamatoria continua en el tiempo y conducen a dafio del tejido
(Franceschiy cols., 2018; Franceschiy cols., 2016; Franceschiy Campisi, 2014).

No obstante, dentro de las moléculas enddgenas recién mencionadas, se sugiere
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gue el DNA dafiado y/o localizado en el citoplasma, es el mayor potenciador del
Inflammaging y de la activacion cronica del sistema inmune innato (Franceschiy
cols., 2016). En células eucariotas la localizacion del DNA propio esta restringido
al nucleo o a la mitocondria (MacKenzie y cols., 2017; Roers, Hillery Hornungy
cols., 2016). Cuando el DNA se localiza fuera de la mitocondria y nucleo y se
encuentra en el citoplasma, induce una respuesta celular al dafio y un aumento
de la liberacién de citoquinas inflamatorias por ejemplo, desde los macréfagos
activados (Franceschi y cols., 2016; Storci y cols., 2012).

Los macrdéfagos son células centinelas de los tejidos y circulacion y son los
principales detectores de moléculas solubles como exosomas (vesiculas
extracelulares), restos celulares, debris, desechos, etc. Los macrofagos se
movilizan por todos los tejidos y dentro de sus secreciones, liberan citoquinas
proinflamatorias, las cuales activan sefiales proinflamatorias en otras células del
organismo tanto a nivel local como sistémico, contribuyendo de forma importante
a la propagacion por el organimo de la respuesta inflamatoria (Bonafe, y cols.,

2012; Abbas y cols., 2012).

3.1 Macro6faqgos: células protagonistas del Inflammaging

Durante el Inflammaging se genera el declive en la eliminacion efectiva de
los patdgenos por parte del sistema inmune innato, debido a una reduccion de la
capacidad para reconocer y eliminar patégenos (Fuente y Miquel, 2009). El SI

entonces, compensa esta insuficiencia incrementando el nimero de leucocitos
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gue conducen a la produccion citoquinas proinflamatorias para responder frente
a los microorganismos, las que amplifican la respuesta inflamatoria e inducen un
proceso inflamatorio generalizado en el organismo (Bonafé y cols., 2012; Abbas
y cols., 2012). Esta activacion cronica del sistema inmune innato tiene como
protagonista al macréfago (Abbas y cols., 2012; Bonafé, Storci y Franceschi,
2012; Fulop y cols., 2016; Franceschi y cols., 2000). EI macréfago normalmente
monitorea el estado de las células del tejido donde reside, a través de la unién
de los PAMPs o DAMPs a los PRRs, lo que da origen a sefiales intracelulares
gue generan la liberacién de citoquinas inflamatorias en respuesta a la alteracion
de la homeostasis tisular en el sitio del dafio (Gong y cols., 2020; Rongvaux,
2018; Xia y cols., 2016; Ergun y Li, 2020; Fleshner, 2013). Otra de las funciones
de los macrofagos, es la fagocitosis del agente inflamatorio para eliminarlo, lo
gue se logra mediante la produccién de ROS, en un proceso denominado “burst
oxidativo” y, que contempla una serie de reacciones de oxidaciébn sumamente
toxicas que destruyen al agente nocivo (Abbas y cols., 2012; Medzhitov, 2008;
Rodier y Campisi, 2011). La generacion de ROS es uno de los principales
mecanismos celulares que ocurren en el envejecimiento producto de la
exposicién continua o crénica a agentes estresantes, y a la excesiva estimulaciéon
de los macréfagos (Lee y Yang, 2012). De esta forma, en el Inflammaging la
produccion de ROS se ve exacerbada, al igual que la generacion de citoquinas,
las cuales alteran los fenotipos de las células cercanas al macrofago y generan

el detrimento de la funcion normal del tejido (Rodier y Campisi, 2011). De esta
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manera, durante el envejecimiento, los macréfagos promueven el proceso

proinflamatorio, haciéndolo extensivo y crénico (Franceschi y Campisi, 2014).
Ademas, durante el Inflammaging se produce el incremento de las ROS lo

gue genera aumento del dafio de células inmunes y no imunes (Labunskyy y

Gladyshev, 2013; Campisi y cols., 2019).

4. Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) corresponden al conjunto de
radicales libres del oxigeno y a otras moléculas no radicalarias (que contienen
grupos fucionales con oxigeno quimicamente reactivos, pero que no
necesariamente generan reacciones radicalarias). Los radicales libres son
especies quimicas que contienen uno o mas electrones desapareados en su
altimo orbital atbmico, lo que las hace altamente reactivas e inestables, por lo que
poseen una vida media muy corta y tienden rapidamente a captar un electron de
moléculas estables no radicalarias y cercanas, con el fin de alcanzar su
estabilidad electroquimica (Santo y cols., 2016; Alfadda y Sallam, 2012; Kehrer
y Klotz, 2015). Cuando la molécula estable cede su electron a una ROS (el cual
gana estabilidad reduciéndose), la molécula estable se oxida y se convierte a su
vez en un radical libre inestable, iniciandose asi una serie de reacciones de
reduccion-oxidacion (redox) en cadena (Pisoschi y Pop, 2015; Phaniendra y
cols., 2015; Khan y cols., 2018). Estas reacciones se propagan en las células,

generando nuevas ROS vy finalizan cuando los productos de las reacciones no
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presentan especies reactivas (Kehrer y Klotz, 2015). Las principales ROS
generadas en sistemas biolégicos son: anion superoxido (O2), radical hidroxilo
(OH"), peroxinitrito (ONOO"), oxigeno singlete (10?) y peréxido de hidrégeno
(H202) (Alfadday Sallam,2012; Cooke y cols., 2006; Santo y cols., 2016).

Las ROS se producen de forma fisiolégica, por la activacion de variadas
vias metabdlicas y regulan funciones celulares esenciales (Kehrery Klotz, 2015).
Son sustancias necesarias para el correcto funcionamiento celular normal y
cumplen un papel importante en la sefializacion celular, induciendo mecanismos
de supervivencia y manteniendo la homeostasis (Alfadda y Sallam, 2012; Santo
y cols., 2016; Lushchak, 2014). Por ejemplo, desempefian un importante rol en
la defensa inmune, tono vascular y transduccién de sefales (Alfadda y Sallam,
2012). No obstante, cuando las ROS son producidas en exceso, constituyen un
riesgo para la célula. De esta forma las ROS presentan un rol dual en la salud y
en la enfermedad, ya que también contribuyen a la fisiopatologia de variadas
enfermedades cronicas inflamatorias, cardiovasculares, neurodegenerativas,
cancer, entre otras (Bolli y cols., 1995; Pisoschiy Pop, 2015). Es por esto que
para la mantencion de la homeostasis celular, la producciéon de ROS se debe
mantener regulada (Alfadda y Sallam, 2012). Este control se logra en condiciones
fisiol6gicas, donde existe un equilibrio entre la generaciéon de las ROS y su
eliminacién por parte de las defensas antioxidantes (De la Fuente y Miquel, 2009).

En general un antioxidante es una sustancia que previene, inhibe o elimina

la oxidacion de otra sustancia estable con capacidad de ser oxidada por ROS y/o
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sus intermediarios, esto con el fin proteger a las células del dafio oxidativo (Zhu
y cols., 2013). Para ello, existen antioxidantes que reaccionan con las ROS,
cediéndole electrones, estabilizandolas y transformandose en radicales mas
estables que el iniciador de la cadena. Estos antioxidantes son de tipo no
enzimaticos y provienen principalmente de la ingesta de alimentos (Santo y cols.,
2016). Actian en conjunto con las defensas antioxidantes enzimaticas, las que
actuan neutralizando y limitando los niveles de ROS al generar productos no
radicalarios durante las reacciones quimicas (Kalyanaraman, 2013). Este sistema
estd formado por la enzima superéxido dismutasa (SOD), catalasa (Cat),
glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR), entre otras (Birben y cols.,
2020; Hamanaka y Chandel, 2012; Valko y cols., 2007). La principal funcion de
los antioxidantes, es mantener las concentraciones de las ROS dentro de los
limites que son beneficiosas para el organismo y asi mantener la homeostasis
(Halliwell, 1995). Este proceso es correspondiente a un concepto denominado
“eustrés”, donde se promueven respuestas celulares normales de proliferacion,
diferenciacion, migracién y angiogénesis (Niki, 2016; Sies, 2020). Los niveles de
ROS ligeramente mayores a los de eustrés, generan respuestas de adaptacion y
estrés. Mientras que concentraciones de ROS por sobre este nivel, generan
“distrés”, lo que tiene consecuencias negativas para las células, tales como:
activacion de la inflamacion, dafio oxidativo, detencion del ciclo celular, desarrollo

de tumores, muerte celular, entre otros (Sies, 2020; Sies 'y Jones, 2020).
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El dafio oxidativo, es entendido como una alteracion en el equilibrio
prooxidante-antioxidante a favor de las sustancias prooxidantes, que conduce a
una interrupcion de la sefializacién redox y su control y/o dafio molecular (Sies y
Jones, 2007). Este evento, conocido como estrés oxidativo, puede ocurrir a partir
de un incremento de las ROS y/o por una disminucion de las respuestas
homeostéticas de defensa antioxidante (Kehrer y Klotz, 2015). El dafio oxidativo
entonces, ocurre por medio de una serie de reacciones bioquimicas iniciadas por
las ROS, que alteran la estructura y funcién de las moléculas con las que
reacciona, lo que genera dafio celular y del tejido (Kehrer y Klotz, 2015; Pisoschi
y Pop, 2015). Principalmente, las ROS reaccionan con macromoléculas tales
como proteinas, lipidos y acidos nucleicos, generando numerosos cambios que
afectan la funcién celular y provocan lesiones con efectos acumulativos en las
células y que podrian llevar a la muerte celular (Alfadda y Sallam, 2012; Kehrery
Klotz, 2015). El dafio celular que generan las reacciones de oxidacion esta
determinado por el tipo de biomoléculas afectadas, la naturaleza de las
modificaciones de estas biomoléculas y la disposiciéon celular de las biomoléculas
alteradas (Kehrer y Klotz, 2015). Por ejemplo, los acidos grasos poliinsaturados
son susceptibles a las reacciones mediadas por las ROS y generan gran
afectacién de la membrana celular (Kehrer y Klotz, 2015). También por accién
de las ROS se generan modificaciones en proteinas y residuos de aminoacidos,
lo que puede resultar en alteracién en la sefalizacién y las actividades tanto

funcionales como estructurales de las proteinas (Kehrery Klotz, 2015). Por otro
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lado, un objetivo molecular significativo del “ataque” de las ROS en las células es
el DNA (Evans y cols., 2004). En esta interaccion se pueden generar
modificaciones directas de las bases del DNA (Evans y cols., 2004). Dentro de
las ROS, el radical OH* es el mas potente y tiene la capacidad de reaccionar con
el DNA, mediante la adicion de doble enlaces en las bases del DNA (Santo y
cols., 2016). Entre las bases nitrogenadas del DNA, la guanina es altamente
susceptible al estrés oxidativo, o que genera como producto 8-hidroxi-2'-
deoxiguanosina (8-OH-dG), obtenida por accién del OH* sobre el carbono nimero
8 de la guanosina (guanina unida a anillo de ribosa), principal lesién del dafio
oxidativo del DNA (Cooke y cols. 2003; Evans y cols., 2004 Neeley y Essigmann,
2006; Santo y cols., 2016). Dentro de las biomoléculas afectadas por los ROS, el
dafio que sufre el DNA es el dafio mas importante que puede sufrir la célula, ya
gue puede afectar tanto la integridad como la regulacion de los genes, por lo que
debe ser reparado a través de mecanismos celulares para prevenir la
mutagénesis, mantener la estabilidad gendmica de la célula y proteger las
funciones bioldgicas normales (Kehrer y Klotz, 2015; Evans y cols., 2004).

A pesar de los mecanismos de proteccion que poseen las células, los
niveles de dafio celular pueden incrementarse en condiciones de estrés oxidativo,
como resultado del incremento de las ROS desde una variedad de fuentes
exégenas y endogenas (Cooke y cols., 2006; Kalyanaraman, 2013). Sin
embargo, la mayor fuente de ROS se genera en el interior de las células y ocurre

de forma normal y continua, como consecuencia de reacciones enzimaticas y no
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enzimaticas. Para mayor informacion sobre las fuentes generadoras de ROS
remitirse a diversos reviews presentes en la literatura (Phaniendra et al., 2015;
Sies y Jones, 2020; Snezhkina y cols., 2019).

De las fuentes enddgenas de ROS, la principal corresponde a las

mitocondrias (Cadenas y Davies, 2000; Figueira y cols., 2013).

4.1 Especies Reactivas de Oxigeno y mitocondrias

La mitocondria tiene la funcién de generar la energia que debe ser utilizada
por la célula. Esto se realiza por medio de un proceso metabdlico denominado
fosforilacidn oxidativa, que utiliza la energia liberada por la oxidacion de los
nutrientes para producir energia en forma de ATP (Alberts y cols., 2015). La
fosforilacién oxidativa tiene lugar en la membrana interna de la mitocondria,
donde se ubican los complejos de proteinas que forman la cadena transportadora
de electrones (CTE) (Ma y cols., 2012). En la CTE se genera el movimiento de
electrones, que permite un bombeo de protones desde la matriz de la mitocondria
hacia el espacio intermembranal, lo que constituye una gradiente electroquimica
(Alberts y cols., 2015). La fuerza protén-motriz que se genera de la acumulacién
de los protones, es posteriormente utilizada por la enzima ATP sintasa para la
generacion de ATP, ubicada al final de la CTE (Alberts y cols., 2015). El traspaso
de electrones que se genera en la CTE se realiza por medio de sucesivas
reacciones de oxido-reduccién, desde el complejo | y Il hasta llegar al complejo

IV, donde se produce la reduccion de una molécula Oz a H20 (Alberts y cols.,
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2015). Bajo condiciones normales, se produce la salida de electrones desde los
complejos | y lll de la cadena transportadora de electrones de la mitocondria
(Cannizzo y cols., 2011). Esta fuga de electrones reaccionan con Oz y generan
02", que puede ser convertido rapidamente por la enzima SODMn (superoxido
dismutasa manganeso) en la matriz, o SODCu/Zn (superdxido dismutasa
cobre/zinc) en el espacio intermembranoso, en H202, un compuesto menos toxico
pero altamente difusible a través de distintos compartimentos celulares
(Mordente y cols., 2012; Yang y cols., 2013). El H202 es neutralizado por la
enzima Catalasa (Cat) o por la Glutation Peroxidasa (GPx) en Oz y H20,
moléculas no dafiinas para la célula (Mordente y cols., 2012; Quan y cols., 2020;
Cannizzo y cols., 2011). Por otro lado, cuando la tasa de generacién de H20:2
excede su eliminacion, la acumulacion de H202 en presencia de metales como
Fe y Cu, lo convierte en *OH, compuesto altamente reactivo y con un potencial
dafiino para las biomoléculas como DNA, proteinas y lipidos (Figura 2) (Cannizzo
y cols., 2011; Ma y cols., 2012; Quan y cols., 2020; Turrens, 2003). Esto es
contrarrestado generalmente por las defensas antioxidantes, las que se
encuentran en mayores niveles en mitocondrias y desempefian un rol

fundamental para la mantencion del estatus celular redox (Dikalov, 2011).
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Figura 2: Generacion de ROS en la Cadena Transportadora de Electrones
(CTE) y defensas antioxidantes mitocondriales. Durante el metabolismo normal se
produce la fuga de pequefias cantidades de electrones desde los complejos | y llI
mitrocondriales que generan la produccion de O;". Por otro lado, el H;O, puede
interactuar con iones metalicos, mediante reaccion de Fenton (linea punteada) y generar
un compuesto altamente reactivo, el *OH, que puede ir a dafiar al DNA, proteinas y
lipidos. IMS: espacio intermembranoso; IMM: Membrana mitocondrial interna; NADH:
Nicotinamida adenina dinucleétido reducida; NAD*: Nicotinamida adenina dinucledétido
oxidada; FADH.: Dinucleétido de flavina reducida; FAD: Dinucle6tido de flavina oxidada;
MnSOD: Superoxido dismutasa manganeso; Cu/ZnSOD: Superoxido dismutasa
cobre/zinc; ADP: Adenosin difosfato; Pi: Fosfato inorganico; ATP: Adenosin Trifosfato;
Q" coenzima Q o ubiguinona; IMAC: Canal iénco de la membrana interna; Cyt c:
Citocromo c; GSH: Glutation, GSSG: Glutation oxidado; A¥Wm: potencial de membrana
(Modificada de Ma y cols., 2012).

Por otro lado, otra importante reaccion enddégena en la que se genera ROS,
ocurre gracias a la accion de las enzima Nicotinamida Adenina Dinucledtido
Fosfato (NADPH) Oxidasa (NOX) (Bedard & Krause, 2007). Las NOXs
pertenecen a una familia de complejos enzimaticos con diversas isoformas

presentes en la membrana nuclear y celular, asi como en organelos como el RE,
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cuya principal funcion es catalizar la transferencia de electrones desde NADPH
a Oz produciendo Oz y H202 (Dikalov, 2011; Bedard & Krause, 2007). Se
sugiere que las mitocondrias y las NOXs, en condiciones de estrés oxidativo,
pueden estimularse mutuamente de forma que las ROS mitocondriales podrian
activar a las NOXs y viceversa, generando un circulo vicioso (Dikalov, 2011).
Ambas fuentes, mitocondrias y NOXs, producen ROS en células del sistema
inmune, las que cumplen funciones importantes para su respuesta (Sies 'y Jones,

2020; Yang y cols., 2013).

4.2 ROS vy su funcion en el sistemainmunolégico

Las ROS estan involucradas en variados aspectos de la respuesta inmune,
como en la defensa del hospedero, activacion e interaccion de células inmunes 'y
la inmunosupresion (Yang y cols., 2013). Diversos review detallan la regulacién
de las ROS durante la respuesta inmune en aspectos como la activacion,
proliferacion y muerte de linfocitos T, activacién de células dendriticas, atraccion
de neutrdfilos, entre otros (Yang y cols., 2013; Manda-Handzlik & Demkow, 2015;
Nathan & Cunningham-Bussel, 2013; Reth, 2002; Rutault et al.,1999; Chen et al.,
2016). Sin embargo, se destaca la utilizacibn de ROS durante la defensa
inmunitaria, ya que las células innatas son la primera linea frente a
microorganismos patdégenos y para combatirlos liberan ROS con el fin de
dafarlos y eliminarlos (Abbas y cols., 2012). Estas células utilizan distintos

mecanismos para llevar a cabo su funcién, por ejemplo, los macréfagos realizan
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la fagocitosis. Este proceso inicia con la ingesta del microorganismo por medio
de la endocitosis gracias a la membrana plasmatica del fagocito. Este paso
permite la formacién de un fagosoma que luego se fusiona con lisosomas
generando un fagolisosoma, donde se acumulan las ROS para dar muerte al
patogeno al interior de las células inmunes (Figura 3) (Gordon, 2016).

En la defensa contra patégenos, se produce la activacion de NOX lo que
resulta en el rapido incremento del consumo de oxigeno, conocido como “burst
oxidativo” o también llamado “burst respiratorio” (Yang y cols., 2013; Santo y
cols., 2016). Durante este proceso, NOX es la encargada de iniciar la produccion
de grandes cantidades de ROS, al entrar en contacto directo cuando son
liberadas al espacio extracelular o durante la fagocitosis, estas ROS matan al
patdgeno por oxidacion de su membrana, proteinas, DNA y carbohidratos (Yang
y cols., 2013). La enzima NOX genera O2" el que es liberado y convertido
rapidamente en H202, por la enzima de SOD (Yang y cols., 2013). El H202 tras
reaccionar con CI, debido a la accion de la enzima mieloperoxidasa (MPO),
genera HOCI, un compuesto acido y con gran potencial bactericida (Figura 3)
(Magder, 2006; Manda-Handzlik y Demkow, 2015; Santo y cols., 2016; Yang y
cols., 2013). Ademas, en presencia de aniones metalicos, como Fe o Cu, el H202
es transformado en OH'. Al reaccionar con OHe se generan compuestos
altamente toxicos y con gran capacidad bactericida (Santo y cols., 2016; Yang y

cols., 2013).

50



NADPH
oxidase
complex

Rac P47 20
p67CEE 07 - »HOC

405pF) 4 7 MPO
P Hy02 V

H2

% ""éhagosorﬁré"* \

Proton
channel

Figura 3: Formacion de ROS durante el burst oxidativo en células fagociticas.
Luego de la fagocitosis del microorganismo se genera la activacion de la enzima NADPH
Oxidasa (NOX) para la formacion de ROS en el interior del fagosoma que daran muerte
al patégeno. La enzima NOX estd compuesta por seis subunidades que en reposo
permanecen sepadaras, y que tras la ingesta del microorganismo, se activan y se
ensamblan. Las subunidades gp91 y p22, son el centro catalitico que produce la
conversion de O, en O2--, el cual es convertido a H.O». El H.O: tras reaccionar con Cl-,
por la MPO, genera HOCI. (Modificada de Santo y cols., 2016). MPO: enzima
mieloperoxidasa; HOCI: acido hipocloroso; Clanién cloro; H.O,: peréxido de hidrogeno;
H.. Hidrégeno molecular; O.™: anién superéxido; O,. oxigeno molecular; Complejo
NADPH: subunidades Rac-p47-p67-gp91-p40-p22 (Modificada de Santo y cols., 2016).

A lo largo del tiempo, tanto en las células inmunes y como no inmunes se
genera la alteracion del balance redox, lo que conduce a dafio, disfuncién celular

y contribuye a la aparicion del envejecimiento (Dikalov, 2011).
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4.3 ROS en el envejecimiento

Durante el envejecimiento se genera un aumento en la produccién de las
ROS, con una disminucion de la eficiencia de las defensas antioxidantes
enzimaticas, lo que genera como resultado la pérdida del equilibrio homeostatico
redox y la generaciéon de dafio oxidativo en las células del organismo (Alexeyev,
2009; Haigis, Marcia y Yankner, 2010; Perez-Campo y cols., 1998; Sarkar y
Fisher, 2006). Por un lado, las ROS se generan en mayor cantidad producto de
la exposicién continua a agentes estresantes y a la constante estimulacion por
citoquinas proinflamatorias de NOX, durante el Inflammaging (Leey Yang, 2012).
Por otro lado, a lo descrito anteriormente se suma el aumento de las ROS
liberadas desde las mitocondrias por la mayor inestabilidad genémica del DNA
mitocondrial (Chomyn y Attardi, 2003; Vijg y Suh, 2013). La mitocondria no
cuenta con un sistema de enzimas reparadoras propias del DNA, por lo tanto,
estas deben viajar desde el nacleo hacia la mitocondria para reparar el mtDNA,
lo que lo hace aun mas susceptible durante el envejecimiento (Larsson, 1995;
Saki y Prakash, 2017). El dafio en el mtDNA se traduce en una desregulacién
de la funcion mitocondrial, con un incremento en la produccion de las ROS, lo
gue conlleva a un circulo vicioso, de dafio y mutaciones en el mtDNA que alteran
la funciébn de la cadena respiratoria, generando mas ROS durante el
envejecimiento (Ozawa, 1995; Miquel y cols., 1980; Miquel, 1992; Miquel, 1998;
Shigenaga y cols., 1994). Este incremento constante de ROS a nivel mitocondrial

induce la deplecion de energia en la célula, y contribuye al dafio celular y a la
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activacion de vias de estrés que induciran la activacion de la senescencia y/o la
muerte celular regulada (Chomyn y Attardi, 2003; Harman y cols., 1983; Miquel
y cols., 1980; Vitale y cols., 2013). Ademas, la sobreproduccion de ROS también
induce dafio en el DNA nuclear, lo que provoca una desregulacion progresiva en
las funciones de la célula, acelerando la senescencia celular y por consecuencia,
la muerte celular (Finkel y Holbrook, 2000; De la Fuente y Miquel, 2009; Harman,
1983; Miquel y cols., 1980; Shigenaga y cols., 1994).

“La teoria de los radicales libres del envejecimiento” postulada por Harman
(1956), relaciona a la generacion de ROS con la acumulacion gradual de dafio
macromolecular y la consecuente pérdida de funcién celular, como principal
mecanismo que subyace al envejecimiento (Haigis y cols., 2010; Evansy cols.,
2004; Harman, 2003). Estos dafios moleculares se acumulan y repercuten en
varios tipos celulares y tejidos (De la Fuente y Miquel, 2009; Gil y Withers, 2016).
Posterior a este teoria inicial, se evolucion6 a la teoria del “estrés oxidativo
mitocondrial” propuesta por Miquel (1980), la que sugiere que durante el
envejecimiento el incremento de los productos oxidantes, asi como la falla
progresiva de los mecanismos antioxidantes, ocasionan dafio a las
macromoléculas, lo que se acumula con la edad y se relacionan de manera
estrecha con el declive en la funcién celular (Fuente y Miquel, 2009;
Chandrasekaran y cols., 2017). Esta ultima teoria plantea la existencia de un
control/descontrol redox en el envejecimiento, en donde se producen cambios en

la activacion/desactivacion de proteinas redox-sensibles, con la contribucion de
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las ROS a la activacion de la senescencia celular, lo que se traduce en
alteraciones en genes y membranas mitocondriales de células post mitéticas
diferenciadas, con pérdida progresiva de la funcion inmune, y de otros tejidos y
organos (Chandrasekaran y cols., 2017; Fuente y Miquel, 2009).

El dafio generado por las ROS en las células especializadas como las que
conforman al Sl, se ha visto que contribuye al desarrollo del Inflammaging (De la

Fuente y Miquel, 2009; Ponnappan y Ponnappan, 2011).

4.3.1 ROS e Inflammaging

Durante el envejecimiento ocurre un incremento de células dafiadas y su
acumulacion en los tejidos, lo que genera respuestas inmunes inflamatorias en
el organismo (Franceschi y cols., 2019; Franceschi y cols., 2016). De esta forma
el incremento de las ROS contribuyen de forma importante en la generacién y en
el mantenimiento del Inflammaging, al promover la acumulacion de células con
dafio oxidativo, liberacién de compuestos proinflamatorios y la desregulacion de
las funciones inmunes (Baylis y cols., 2013; Cannizzo y cols., 2011; Fuente y
Miquel, 2009; Rodier y Campisi, 2011). Las células inmunes innatas y
adaptativas sufren la pérdida progresiva de la capacidad de regular su propio
equilibrio redox e inflamatorio durante el Inflammaging (Bauer y Fuente, 2016).

Las ROS estan intrinsecamente relacionadas a la inflamacion, debido a su
participacion en vias de sefalizacion claves para el desarrollo de procesos

inflamatorios (Vitale y cols., 2013). Especificamente, las ROS regulan la
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activacion de proteinas transcripcionales asociadas a genes proinflamatorios
tales como el Factor Nuclear Potenciador de las cadenas ligeras Kappa de las

células B activadas (NFkB) (Schreck y cols.,1992).

4.3.2 El factor NFkB, ROS e Inflammaging

Diversas moléculas provenientes de estrés celular, de dafio en el DNA 'y de
inflamacion (especificamente citoquinas inflamatorias), interactan con los
receptores de la superficie celular de células inmunes. Esta interaccion inicia
cascadas de sefalizacion intracelular que activan a factores de transcripcion, que
regulan/desregulan la inflamacién cronica en diversos tejidos durante el
envejecimiento, dentro de los cuales se encuentra NFkB (Bollrath y Greten,
2009; Franceschiy Campisi, 2014).

NFkB es considerado el factor transcripcional maestro que regula la
transcripcion de numerosos genes relacionados con el control del ciclo celular, la
inflamacion, respuesta inmune y estrés oxidativo (Celec, 2004; De la Fuente y
Miquel, 2009; Tilstra y cols., 2012). Dentro de sus genes blanco se encuentran a
las citoquinas (Celec, 2004).

NFkB pertenece a una familia de factores, compuestos por NFkB1 y sus
subunidades heterodiméricas p50, NFkB2 (p52/p100), p65 (RelA), RelB y c-Rel
(Ghosh y cols.,1998). No obstante, la forma activa mas abundante es el
heterodimero compuesto por p50 y p65 (Karin y Ben-neriah, 2000). NFkB esta

presente en practicamente todas las células del organismo, pero es retenido en
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el citoplasma en su forma inactiva unido a un inhibidor especifico, denominado
IkB (Karin y Ben-neriah, 2000). NFkB se activa gracias a vias canodnicas y no
canodnicas (Gilmore, 2006). En la via de sefalizacion canodnica, la union del
ligando a un receptor de la superficie celular (por ejemplo, receptores tipo Toll u
otros) conduce al reclutamiento de proteinas adaptadoras al dominio citoplasmico
del receptor. Estas proteinas adaptadoras, a su vez reclutan a la kinasa del
inhibidor de NFkB o (IKK), que conduce a la fosforilacion y posterior degradacién
de IkB. La via candnica activa los dimeros NFkB que comprenden a c-Rel, RelB,
p65 y p50 (Gilmore, 2006). La via no candnica se activa sélo por pequefio
namero de estimulos donde los complejos p100/RelB se activan (Gilmore, 2006).
Los DAMPs de las células dafiadas son sensadas por receptores de
reconocimiento de células del sistema inmune, los que rio abajo gatillan la
activacion de NFkB y que a su vez incrementa el Inflammaging (Franceschi y
cols., 2019; Franceschiy cols., 2016). Ademas, NFkB es un complejo sensible a
redox; el incremento de ROS induce a IKK quien fosforila a IkB, liberando al
heterodimero p65/p50. IKB es eliminado mediante el sistema ubiquitina-
proteosoma, lo que permite que NFkB trasloque al nucleo e inicie la transcripcion
de genes proinflamatorios (Janssens y Tschopp, 2006; Karin y Ben-neriah,
2000; Nathany Cunningham-Bussel, 2013; Sies 'y Jones, 2020).
De la Fuente y Miquel, (2009) proponen la teoria de la “oxidacion-
inflamacion” como el principal agente que afecta la comunicacion entre las

células del sistema inmune con el resto del organismo, lo que altera la
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homeostasis general durante el envejecimiento. Esta teoria se basa en el
incremento intracelular de NFkB en las células inmunes dado por las ROS, lo que
genera el mayor incremento de mediadores inflamatorios y liberacion de
compuestos oxidantes lo que produce un estado de estrés oxidativo cronico (De
la Fuente y Miquel, 2009).

El estrés oxidativo crénico e incremento del dafio oxidativo que sufren las
biomoléculas como el DNA en las células inmunes durante el Inflammaging,
permite la activacion de mecanismos de reparacion al dafio del DNA vy vias de
sefalizacion intracelular en respuesta a este dafio o DDR (Chen y cols., 1995;
Imlay, 2008; Janssens y Tschopp, 2006;.Passos y cols., 2007; Passos y cols.,

2009; Lu y Finkel, 2008; Rai y cols., 2009).

5. Mecanismos de reparacion al daifio del DNA vy respuesta al dafo del

DNA (DDR) en el envejecimiento.

El dafio al DNA conlleva a la generacion de mutaciones y aberraciones del
genoma, lo que compromete la viabilidad celular por lo que los mecanismos de
reparacion y las respuestas que generan las células ante el dafio al DNA, son
claves para contrarrestarlo y asi mantener su estabilidad y la supervivencia
celular en el tiempo (Campisiy Di Fagagna, 2007; Jackson y Bartek, 2010; Wu
y Miyamoto, 2007). El DNA dafado, a diferencia de otras biomoléculas, no se
puede reemplazar, por lo que de su reparacion depende el correcto

funcionamiento celular (Lee y Kang, 2019). Para ello, existen mecanismos de
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reparacion del DNA de doble hebra (dsDNA), los cuales son la Recombinacion
Homoéloga (RH) y la Union Final No Homodloga (NHEJ). Cuando el dafio en el
DNA se produce por las ROS y ocurre oxidaciéon, se activan principalmente dos
mecanismos de reparacion, el primero llamado Reparacion por Escision De
Bases (BER) y el segundo Reparacion por Excision de Nucleotidos (NER).
Diversos reviews profundizan sobre los mecanismos de reparacion del DNA que
se producen de forma normal en las células (Ceccaldi y cols., 2016; Chapman y
cols., 2012; Chang y cols., 2017; D’Errico y cols., 2008; Lee y Kang, 2019).
Frente a procesos de estrés genotoxico y dafio excesivo del DNA (como en
condiciones de estrés oxidativo), los mecanismos de reparacion se ven alterados
y se acelera la desestabilizacidon del material genético, lo que genera la formacion
de microndcleos (fragmentos de cromosomas separados del nucleo que
provienen de la rotura y mal segregacion de estos mismos cromosomas durante
la mitosis) (Gekara, 2017; Jiang y cols., 2019; Hoeijmakers, 2009). Durante el
envejecimiento, las enzimas de los mecanismos de reparacion disminuyen
gradualmente y la falta de una adecuada reparacion del DNA oxidado, genera la
acumulacion de las lesiones oxidativas, transformando al DNA en inestable y
mutagénico (Haigis y cols., 2010; Kaneko y cols., 2001; Vijgy Suh, 2013 Svilar
y cols., 2011). Esto desencadena la generacion adicional de ROS desde las
mitocondrias y otros organelos, produciéndose un loop positivo de incremento de
la inestabilidad del genoma, dafio oxidativo y disfuncién mitocondrial, que afecta

todas las funciones de la célula y conlleva al envejecimiento (Delabaere y cols.,
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2017; Harman y cols., 1983; Mandavilli y cols., 2002; Miquel y cols., 1980;
Seluanov y cols., 2004; Svilar y cols., 2011; Vijgy Suh, 2013).

Ademas de la maquinaria de reparacion del DNA, la estabilidad del genoma
es reguardada por vias de sefalizacion de respuesta al dafio del DNA (DDR)
(Hoeijmakers, 2009). De esta forma, durante el envejecimiento, las lesiones del
DNA que no se reparan a tiempo, ya sea por un dafio extenso o persistente,
generan la DDR (Campisi y Di Fagagna, 2007; Passos y cols., 2007; Wu y
Miyamoto, 2007). La DDR consiste en una serie de mecanismos moleculares
meticulosamente coordinados por proteinas sensoras, transductoras y efectoras
gue detectan el dafo, y que activan vias de sefalizacion para la mantencion de
la célula (Passos et al., 2010; Wan et al., 2020). Dentro de las vias que se activan,
se cuentan aquellas relacionadas con la detencién del ciclo celular (Passos et al.,
2010; Wan et al., 2020). Para esto se requiere de la activacion de la proteina
reguladora del ciclo celular p53 y de los inhibidores del ciclo celular, como lo son
las proteinas p21 y la p16 (Campisi, 2001; Mufioz-Espin & Serrano, 2014). En
este proceso, el componente clave y responsable final de la detencion del ciclo
celular, es la proteina Retinoblastoma (RB), que lleva a cabo el bloqueo del factor
de transcripcién E2 (E2F) (Campisi & Di Fagagna, 2007). Este factor al migrar al
nacleo, genera la transcripcién de los genes necesarios para dar continuidad al
ciclo celular (Campisi & Di Fagagna, 2007).

La sefializacion de la DRR puede ser iniciada por lesiones del DNA producto

de metabolitos endégenos como las ROS, y de esta manera inducir procesos
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como la senescencia celular o la muerte celular regulada (MCR) (Campisi y
D’Adda Di Fagagna, 2007; Hoeijmakers, 2009; Imlay y Linn, 1987; Janssensy

Tschopp, 2006; Lee y Kang, 2019; Passos y cols., 2007; Wuy Miyamoto, 2007).

6. Activacion de mecanismos de muerte celular frente al dafio por

oxidacion del DNA

Tanto la senescencia celular como la MCR, son mecanismos que estan
presentes a lo largo de la vida y su accion es protectora ante la acumulacion de
células dafadas, potencialmente tumorales o malignas (Campisiy di Fagagna,
2007; Childs y cols., 2014; Mufioz-Espin y Serrano, 2014). Se postula que la
apoptosis, un tipo de muerte celular regulada, se genera como una respuesta
celular ante un estrés extensivo, mientras que la senescencia se activaria frente
a dafos de menor magnitud (Vousden y Lane, 2007). Sin embargo, los factores
gue influencian la “decisién” que toma la célula para activar uno u otro proceso,
aun no estan totalmente claros (Childs y cols., 2014; Campisi y Di Fagagna,
2007). No obstante, se ha demostrado que el tipo de célula, asi como la
intensidad, el tipo y la duracion de la sefial que gatilla el dafio, son determinantes
en el destino celular (Campisi y Di Fagagna, 2007; Childs y cols., 2014; Di
Fagagna, 2008; Kuilman y cols., 2010; Rebbaa y cols., 2003; Seluanov y cols.,
2001). Para mayor detalle sobre las principales MCR presentes en el
envejecimiento revisar Anexo lll.

En el envejecimiento estos mecanismos protectores se ven desregulados y
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el incremento de células dafiadas y oxidadas, gatillan en un inicio, la activacion

de la senescencia celular (Mufioz-Espiny Serrano, 2014).

6.1 Senescencia Celular

La senescencia es un proceso normal que ocurre en respuesta al estrés y
al dafio del DNA. Este dafio es causado por diversos estresores genotoxicos y
no genotdxicos, como la activacion por estrés oxidativo (Campisi y Di Fagagna,
2007; He y Sharpless, 2017; Loo y cols., 2020; Van Deursen, 2014). A diferencia
de las células quiescentes (detencidn del ciclo celular de forma reversible en fase
G0), las células que sufren senescencia pierden la habilidad de dividirse de forma
permanente, pero se mantienen metabdlicamente activas (Di Leonardo, y
cols.,1994; Herbig y cols., 2004; Serrano y cols.,1997). La mayoria de las células
senescentes presentan un conjunto de cambios en su comportamiento, su
estructura y su funcién celular, que se conoce como fenotipo senescente
(Campisi y Di Fagagna, 2007). En la mayoria de las células senescentes, estos
cambios comprenden cambios morfoldgicos, la detencion del crecimiento, la
resistencia a sefiales de muerte celular, la secrecion de un perfil de moléculas
solubles definido y alteraciones en la expresion génica (Campisiy Di Fagagna,
2007).

Las células senescentes se caracterizan por presentar una morfologia
aplanada, alargada y con un incremento celular que contempla un aumento del

volumen, del tamafio de organelos como el Golgi, el RE, los lisosomas y el

61



nacleo, asi como también, el incremento de vacuolas y de microfilamentos
citoplasmaticos (Chandrasekaran y cols., 2017).

Ademas, las células senescentes presentan DNA dafiado y cambios en la
organizacion de la cromatina, conocidos como Focos de Heterocromatina
Asociada a la Senescencia (SAHF). Sumado a lo anterior, las células
senescentes presentan una disminucién de la expresion de la proteina nuclear
Lamin B1, la cual forma parte fundamental de la estructura del envoltorio nuclear,
contribuyendo con su tamafio, forma y estabilidad mecanica (He y Sharpless,
2017; Kuilman y cols., 2010; Loo y cols., 2020; Shimi y cols., 2011). La
desregulacion de Lamin B1 en las células senescentes, conlleva a pérdidas en la
estructura de la heterocromatina y en la funcion del genoma (Lukasova y cols.,
2018).

Dentro de los cambios que sufren las células senescentes, la liberacion de
moléculas inflamatorias induce a que la senescencia progrese lentamente desde
una etapa temprana hacia una senescencia completamente irreversible vy
fenotipicamente completa (Van Deursen, 2014). Para ello es necesaria la
liberacién de citoquinas proinflamatorias, quimioquinas, factores de crecimiento
y otros moduladores inmunes secretados, 10s que se conocen como Fenotipos
Secretores Asociados a la Senescencia (SASPs, por sus siglas en inglés) (Chien
y cols., 2011; Coppe y cols. 2008; Kuilman y cols., 2010; Kuilmany Peeper, 2009;
Passos y cols., 2010). Los SASPs liberados incluyen mayoritariamente a las

citoquinas, Interleuquina-6 (IL-6) e Interleuquina-8 (IL-8), las que actdan de
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manera autocrina y paracrina para reforzar la detencion del ciclo celular en
células lejanas y adyacentes, generando una amplificacion de la senescencia en
los tejidos (Acosta y cols. 2008; Kuilman y cols. 2008; Rodier y cols., 2009).
Dependiendo del contexto bioldgico, la senescencia puede ser beneficiosa
o perjudicial para el organismo. Por ejemplo, durante la etapa embrionaria es
fundamental para el proceso de morfogénesis y el adecuado desarrollo del
embrién (Calcinotto y cols., 2019; Childs y cols., 2014). Durante la adultez, la
senescencia es un potente mecanismo supresor de tumores y participa de la
reparacion y regeneracion de heridas. Sin embargo, durante la adultez también
la senescencia contribuye a promover el envejecimiento (He y Sharpless, 2017).
Durante el envejecimiento ocurre un incremento en la cantidad de células
dafiadas que se vuelven senescentes en todos los tejidos y 6rganos de nuestro
sistema. Esta mayor activacion de la senescencia se produce, por una parte, por
el incremento del dafio en el DNA, y por otra, por el insuficiente reemplazo celular,
como consecuencia de una reduccién de la poblacion de células madre, asi como
una deficiencia en la eliminacion de células dafiadas por parte del sistema inmune
(He y Sharpless, 2017; Lépez-Otin y cols., 2013; Van Deursen, 2014). La
acumulacion de células senescentes genera una pérdida de funcién progresiva
en los o6rganos y tejidos envejecidos, con consecuencias adversas para el
organismo ya que contribuyen al desarrollo de enfermedades y a la morbilidad

relacionada al envejecimiento (He y Sharpless, 2017).
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Normalmente las IL-6 y IL-8 junto a otros factores, atraen a los macrofagos,
las células Natural Killer y a los linfocitos T, para activar la eliminacién de las
células senescentes, proceso denominado “vigilancia de senescencia” (Loo y
cols., 2020; Ovadya y cols., 2018; Van Deursen, 2014). En este sentido, las
SASPs se generan en respuesta al dafio gendmico y son fundamentales para
comunicarles a las demas células su estado de compromiso, y asi estimular la
reparacion del tejido (si ha ocurrido dafio), reclutando al sistema inmune e
induciendo inflamacion local (Chandrasekaran y cols., 2017). Sin embargo,
durante el envejecimiento los mecanismos de senescencia se desregulan y la
vigilancia de senescencia disminuye, dado por el declive funcional que
experimentan las células inmunes, resultando en la acumulacion de las células
senescentes y el incremento de SASPs circulantes (Fulop y cols., 2016; Van
Deursen, 2014). Este fenbmeno promueve un ambiente proinflamatorio que
contribuye a la generacion del Inflammaging (Franceschi y cols., 2018a; 2018b;
Franceschiy Campisi, 2014; Fulop y cols., 2016; Vitale y cols., 2013).

La activacion de la senescencia se gatilla por la persistencia de la DDR o
sefales de estrés, que conllevan a la activacion de las vias de sefalizacion
mediadas por p53 y/o pl6, y por lo tanto, a la detencién del ciclo celular de
manera irreversible (Figura 4) (Campisiy Di Fagagna, 2007; Childsy cols., 2014;

Mufioz-Espin 'y Serrano, 2014).
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Figura 4: Vias de detencién del ciclo celular activadas durante la senescencia.
Diversos estresores como irradiacion, acortamiento de los teldbmeros, activacion de
oncogenes y en incremento de ROS, generan dafio en el DNA que induce a la DDR y
activa a la via de p53-p21 y p16, las que inhiben a determinadas proteinas ciclinas
dependientes de quinasas inhibidoras de pRb. p53 una vez activada induce la activacion
de p21, que permite la detencion del ciclo celular al inhibir a la ciclina CDK2. p16 también
previene la progresién del ciclo celular por medio de la inhibicién de las ciclinas CDK4-
D y CDK-6. Ambos, p21 y p16, inhiben la inactivaciéon de pRB, encargado de evitar la
progresion del ciclo mediante la inhibiciébn de EF2 (no mostrado en la imagen), lo que
genera la detencién irreversible del ciclo celular en las células senescentes. Ademas, las
células senescentes presentan otras caracteristicas como disminucién de la proteina
nuclear Lamin B1, formacion de focos de heterocromatina asociada a la senescencia
(SAHF), aumento de dafio en el DNA e incremento de SASPs (Modificada de Loo y cols.,
2020).

El dafio en el DNA activa a la senescencia por medio de la sefal de DDR,

donde patrticipa el factor NFkB, inducido por estrés y permite la generacion y la
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liberacion de SASPs (Chien y cols., 2011; Loo y cols., 2020). El factor NFkB es
el principal factor de transcripcion que se acumula en la cromatina de las células
senescentes y participa en la regulacion positiva de los SASPs, promoviendo la
liberacion de mediadores inflamatorios asociados a senescencia, y por lo tanto,
al proceso como tal (Chien y cols., 2011; Loo y cols., 2020). Diversas vias de
sefalizacion convergen para activar a NFKB en las células senescentes, entre
ellas se cuenta la via de sefializacibn cGAS/STING (la cual sera revisada en
extenso mas adelante), la via de la Proteina Kinasa Mitdgeno Activado p38
(p38MAPK), el incremento de las ROS, el DNA dafiado y la presencia de DNA
citoplasmatico (Lopes-Paciencia y cols., 2019).

La senescencia celular tiene mudultiples desencadenantes y vias de
activacion, con mecanismos que pueden variar segun el tipo de célula y las
circunstancias. Los principales mecanismos que se conocen son aguellos
involucrados en la “senescencia inducida por dafio” (Mufioz-Espin y Serrano,
2014). Los que incluyen subtipos como la “senescencia replicativa o por dafio
telomérico”, “senescencia inducida por dafo en el DNA”, “senescencia inducida
por estrés” y “senescencia inducida por oncogenes”, todos relacionados a las
ROS (Moiseeva y cols., 2009; Mufioz-Espin y Serrano, 2014; Passos y cols.,
2009; Passos y cols., 2007; Rai y cols., 2009). De esta forma, el incremento de
las ROS genera dafio oxidativo en el DNA lo que activa vias de sefalizacion de

la senescencia (Chandrasekaran y cols., 2017; He y Sharpless, 2017; Passos y

cols., 2007).

66



6.1.1 Vias Moleculares de la Senescencia mediadas por ROS

Las ROS inducen a la DDR por medio de la via de sefializacion de las
Proteinas Kinasas Mitégeno Activado (MAPK) (Figura 5) (Mufioz-Espin y
Serrano, 2014; Passos y cols., 2010). Las que inician cascadas de sefializacion
de MAPKK3/MAPKK®6 que activa a p38MAPK (Mufioz-Espin y Serrano, 2014;
Passos y cols., 2010) (Figura 5). Cuando el dafio en el DNA persiste se activa la
proteina p16 mediante la via p38-MAPK, producto de la disfuncion mitocondrial y

la produccién de ROS (Figura 5) (Passos y cols. 2010; Van Deursen, 2014).
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Figura 5: Via de sefializacién en respuesta al dafio del DNA y activacién de la
senescencia mediada por ROS. Las ROS generan dafio en teldmeros y oxidacion del
DNA, que activa la DDR por medio de la sefalizacion p53 para la detencién del ciclo
celular. Lo anterior es reconocido por las proteinas sensoras ATM/ATR, las que
orquestran una red de sefializacién al fosforilar proteinas mensajeras que generan la
activacion de p53. Posteriormente p53 induce la transcripcion de p21, quien activa rio
abajo a Rb, y a su vez, Rb activa la senescencia al detener la transcripcion de los genes
E2F y finalmente la detencién del ciclo celular. Las ROS ademas de activar la DDR por
el dafio oxidativo del DNA, generan la activacion de p53 y p16 para la detencién del ciclo
celular mediante la via de la proteina p38MAPK (Modificada de Ben-Porath y Weinberg,
2005).

Las ROS generan dafio en el DNA nuclear y mitocondrial produciendo
mayor dafio a largo plazo, lo que mantiene la detencion de la proliferacion durante
el establecimiento del fenotipo senescente de forma irreversible (Passos y cols.,
2010). En este contexto, algunas de las SASPs, como IFN-B, IL-6 y IL-8 inducen
a las ROS durante la senescencia, generando la liberacion adicional de ROS (Loo

y cols., 2020; Takahashi y cols., 2018).

68



Por ultimo, el incremento de las ROS y el estrés oxidativo generan dafio en
las células del sistema inmune y producen la activacion de la senescencia en
estas células, proceso también llamado inmunosenescencia (Macip y cols. 2003;

Peters y cols., 2009; Ponnappan y Ponnappan, 2011).

6.2 Senescencia del Sistema Inmune: Inmunosenescencia

El Sl se vuelve senescente y su eficiencia para proteger al organismo de
agentes internos y externos disminuye considerablemente durante el
envejecimiento (Fulop y cols., 2018). La respuesta inmune desregulada y
deficiente producto del aumento de la senescencia o detencién del ciclo celular,
se denomina “Inmunosenescencia” (Fulop y cols., 2018). Las principales
caracteristicas de la Inmunosenescencia comprenden una reduccién en la
capacidad para responder ante nuevos antigenos, junto con respuestas de
memoria inmune alteradas y la activacion del Inflammaging (Goronzy y Weyand,
2013).

Hoy se considera que la Inmunosenescencia, seria una de las causas de la
generacion del Inflammaging a lo largo de la vida (Franceschiy Campisi, 2014;
Fulop y cols.,, 2018). Varios investigadores han mencionado que la
Inmunosenescencia junto con el Inflammaging son los principales cambios que
experimenta el sistema inmune en el envejecimiento (Campisi y cols., 2019;
Fulop y cols., 2018). Estos cambios inducirian patologias como el aumento de

infecciones, cancer, enfermedades autoinmunes e inflamatorias crénicas, todas
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presentes en un alto porcentaje en la poblacion adulta mayor (Fulop y cols., 2018;
Stahl y Brown, 2015).

Dentro de los cambios que experimenta el Sl senescente (ver Anexo V), se
destacan las modificaciones que ocurren en monocitos y macréfagos. Estas
células disminuyen su capacidad para presentar antigenos, dada la reduccion en
la expresion del Complejo Mayor de Histocompatibilidad tipo Il y también en su
capacidad fagocitica (Ponnappan y Ponnappan, 2011). Ademas, los macrofagos
aumentan en numero en la circulacion para suplir la deficiencia en el
reconocimiento de patégenos; y su estado de diferenciacion, es
predominantemente hacia el fenotipo proinflamatorio o M1, donde se observa una
mayor liberacién de ROS y citoquinas proinflamatorias lo que los convierte en los
principales protagonistas y contribuidores del Inflammaging durante el proceso
de envejecimiento (Bailys y cols., 2013; Fulop y cols., 2015; Nie y cols., 2019).
Los macréfagos senescentes liberan SASPs y la acumulacion de dafio por las
ROS, genera una disminucién de la autofagia, lo que agrava la inflamacién
durante este proceso (Nie y cols., 2019).

Durante el envejecimiento y en las células del sistema inmune, adquiere
relevancia la activacion de vias de sefializacién gatilladas por estimulos
inflamatorios y de estrés, como el dafio en el DNA, los que son captados por
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) (Agrawal y Kandimalla, 2019;

Xiay cols., 2016).
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7. Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRRs) y DNA dafiado

Diversos tipos de familias de PRRs se encuentran localizados tanto en la
membrana plasmatica, como en las membranas de vesiculas citoplasmaticas y
de endolisosomas (Agrawal y Kandimalla, 2019; Ergun y Li, 2020; Gong y cols.,
2020; Rongvaux, 2018; Xia y cols., 2016). Algunos de ellos son los Receptores
Tipo Toll (TLRs), receptores de lectina tipo C (CLRSs), los receptores tipo genes
inducibles del acido retinoicio (RIG-I) (RLRs), receptores tipo dominio de
oligomerizacién de union a nucleétidos (NOD) (NLRs) y receptores citosolicos de
DNA (CDRs) (Agrawal y Kandimalla, 2019; Ergun y Li, 2020; Rongvaux, 2018;
Xiay cols., 2016).

Los PRRs expresados en las células del Sl, al reconocer patrones
moleculares en los microorganismos, activan cascadas de sefializacion
intracelular para producir la respuesta inmune (Ergun y Li, 2020; Rongvaux,
2018; Xia y cols., 2016). Existe una amplia variedad PRRs, y muchos de ellos
convergen en la activacion de factores transcripcionales clasicos, como el ya
mencionado NFkB y el factor de regulacion de interferones 3 (IRF3). El factor
IRF3, pertenece a la familia de reguladores de la transcripcién de interferones
(IRF) conformada por mas de 10 tipos, cada uno participa en diversos procesos
con efectos biol6gicos como la induccion de una respuesta frente a patdgenos,
la sefalizacion de citoquinas, la regulacion del ciclo celular y el desarrollo
hematopoyético (Nguyen, Hiscott, y Pitha, 1997). Ambos factores NF-kB e IRF3,

inducen la sintesis y secrecion de moléculas inflamatorias como citoquinas,
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qguimioguinas e interferones (IFNs), todas moléculas que permiten el
reclutamiento de células inmunes, el incremento de la inflamacion en el sitio del
dafio y posteriormente, la regulacion de la resolucion de la agresion, para permitir
la reparacion del tejido (Balka y cols., 2020).

El DNA dafado citoplasmatico es reconocido como PAMP/DAMP por los
PRRs (Ishii y cols., 2006; Paludan y Bowie, 2013; Li y Chen, 2018). Diversas
circunstancias de estrés pueden generar la movilizacion del DNA nuclear o
mtDNA al citoplasma. Por ejemplo, durante la mitosis, cromosomas mal
segregados pueden exponerse en el citosol, también debido a la ruptura nuclear
por defectos en la lamina nuclear, lo que genera micronudcleos, y por ultimo,
durante la salida del DNA por alteraciones generadas por el estrés oxidativo que
genera fragmentos de cromatina citoplasmatica (CCF, por sus siglas en inglés)
(Loo y cols., 2020; Takahashi y cols., 2018). Desde la mitocondria, el DNA
también puede salir al citoplasma, ya sea por dafios en la membrana mitocondrial
y por dafio en el DNA en condiciones de estrés oxidativo que genera aumento
de la Permeabilizacion de la Membrana Mitocondrial Externa (MOMP) o cuando
el proceso de mitofagia se encuentra alterado (Aguirre y cols.; 2017; Loo y cols.,
2020; Rongvaux, 2018; Sliter y cols., 2018; West y cols., 2015).

Actualmente se conocen mas de diez receptores citosolicos de
reconocimiento de DNA, entre los cuales encontramos a la Proteina Ausente en
Melanoma 2 (AIM2), a los Factores Reguladores de IFNs Activadores DNA

Dependiente (DAI), a la proteina Inducible por Interferon y 16 (IF116), a la RNA
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Polimerasa lll y a la proteina GMP-AMP Sintasa ciclica (CGAS) (Barbalat y cols.
2011; Wu y Chen, 2014; Xia y cols., 2016). Esta ultima, participa de una via de
sefalizacion llamada via cGAS/STING, implicada en potenciar la respuesta

inmune tras la deteccion del DNA citoplasmatico (Motwani y cols., 2019).

8. Viade sefalizacion cGAS/STING

La proteina cGAS, se conoce como el sensor universal de reconocimiento
de dsDNA citoplasmatico (Tao, Zhou y Jiang, 2016; Ablasser y Hur, 2020). cGAS
reconoce al DNA propio de la célula cuando se encuentra dafiado y fuera de sus
compartimientos normales celulares como el nacleo y mitocondria (Hopfner y
Hornung, 2020; Motwani y cols., 2019; Wan y cols., 2020) (Figura 6C). cGAS
también reconoce al DNA exdgeno como dsDNA viral, dsDNA bacteriano,
hibridos de DNA: RNA y a los DNA considerados como DAMPS como son el
MtDNA, el DNA nuclear (nDNA), el DNA proveniente de tumores circulantes, DNA
extracelular ingresado a la célula por exosomas, el DNA propio dafiado y oxidado
(Ablasser y Hur, 2020; Hopfner y Hornung, 2020; Motwani y cols., 2019; Tao y
cols., 2016; Wan y cols., 2020) (Figura 6A). La proteina cGAS es expresada por
un amplio espectro de células en el organismo, sin embargo, esta presente
principalmente en células del SI, como macréfagos y células dendriticas (Hopfner
y Hornung, 2020; Wan y cols., 2020).

cGAS durante su estado de reposo se localiza en la membrana plasmatica,

interaccionando con el lipido 4,5- fosfatidilinositol bifosfato [PI (4,5) P2] (Barnett
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y cols., 2019). También cGAS ha demostrado estar presente en el nacleo unido
a cromatina (Hopfner y Hornung, 2020; Gentili y cols., 2019). Aqui actia como
regulador negativo de la reparacién del DNA dada por Recombinacién Homologa,
al interactuar con proteinas reparadoras, de forma de impedir la reparacion del
DNA, lo que acelera la desestabilizacion del genoma, la generacion de
micronucleos y la muerte celular en condiciones de estrés gendmico (Jiang y
cols., 2019; Liu y cols., 2018a). cGAS tiene una estructura de cola N terminal,
cuyas funciones aun no estan esclarecidas del todo, y un dominio que posee
actividad de nucleotidil-transferasa (NTasa), el que cataliza la sintesis de 2'3'-
cGAMP (o GMP-AMP ciclico o cGAMP) (Civril y cols., 2013; Tao y cols., 2016).
Una vez que cGAS se une al DNA, forma un complejo oligomérico para sintetizar
a cGAMP (Figura 6C) (Li y cols., 2013).

cGAMP es el segundo mensajero de la via cGAS/STING y es un
dinucleétido ciclico cuya sintesis es dependiente de GTP y ATP (Cai, Chiu y
Chen, 2014; Sun y cols., 2013; Tao y cols., 2016). La sintesis de 2',3'cGAMP se
produce de forma secuencial, i) cGAS forma enlaces fosfodiéster 2'-5' entre ATP
y GTP para producir el producto intermediario pppG (2'-5")pA, ii) luego induce la
formacioén de enlaces fosfodiéster entre 2'-OH de GMP y 5'-fosfato de AMP y otro
entre 3-OH de AMP y 5'-fosfato de GMP para producir 2',3'cGAMP (Ablasser y
cols., 2013a; Civril y cols., 2013; Tao y cols., 2016; Zhang y cols., 2013).

cGAMP recién sintetizado migra a través del citoplasma y se une a la

proteina Estimuladora de Genes de Interferones (STING) (Paludan y Bowie,
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2013) (Figura 7C). Ademas, cGAMP puede viajar entre células (Wan y cols.,
2020). Esto ocurre gracias la presencia de uniones GAP (GAP junctions), o
uniones de tipo hendiduras, que conectan directamente los citoplasmas de
células vecinas y que permiten el intercambio de moléculas pequefias entre ellas
(Figura 6B) (Hopfner y Hornung, 2020). cGAMP también puede ingresar al
citoplasma de otra célula por medio del transportador de folato reducido,
denominado SLC19A1, localizado en la membrana celular de una célula vecina
(Figura 6B) (Ablasser y cols. 2013b; Ritchie y cols., 2019; Wan y cols., 2020). Se
ha visto que células dafiadas y necréticas pueden liberar cGAMP y de esta
manera inducir una sefalizacion paracrina (Hopfner y Hornung, 2020). La
transmision intercelular de cGAMP implica que esta molécula cumple un papel
importante en el microambiente celular, de forma de que las células vecinas
puedan activar la respuesta inmune mediante la activacion de STING, ante una
probable infeccién viral o bacteriana (Hopfner y Hornung, 2020; Ritchie y cols.,
2019).

STING (también conocida como ERIS, MITA, MPYS and TMEM173) es una
proteina de transmembrana ubicada en el RE que se une a segundos mensajeros
como cGAMP vy otros dinucledétidos ciclicos (CDNs) de origen bacteriano, como
GMP diciclico (CFG) y AMP diciclico (CDA) (Burdette y cols., 2011; Dey y cols.,
2015; Jin y cols., 2008; Jin y cols., 2011; Sun y cols., 2009; Shu y cols., 2012).
En el estado de reposo STING se encuentra anclado a la membrana del RE

(Srikanth. y cols., 2019). Una vez activado, migra al Golgi donde se asocia a la
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proteina quinasa de unién a TANK 1 (TBK 1), la cual fosforila a STING y permite
el reclutamiento del Factor Regulador de Interferones 3 (IRF3) y de la Kinasa
Inhibidora de IkB (IKK) (Figura 6C) (Abe y Barber, 2014; Ablasser y Hur., 2020;
Caiy cols., 2014; Liy Chen, 2018; Montwani y cols., 2019; Wan y cols., 2020).
STING en su estado inactivo, se mantiene autoinhibido en su cola C-terminal
(CCT, por sus siglas en inglés), la cual se libera al unirse con el ligando para
interactuar con TBK1 e IRF3 (Erguny Li, 2020; Hopfner y Hornung, 2020; Zhang
y cols., 2019). Ademas, posee un dominio de union a ligando (LBD, por sus siglas
en inglés) que permite la formacion de dimeros unidos por puentes disulfuros en
forma de V, es decir, presenta una configuracion de dimeros “abiertos” con un
sitio de union para CDNs localizado en el fondo de la interface de los dimeros, el
gue se cierra tras unirse a cGAMP (Shu y cols., 2012; Hopfner y Hornung, 2020).
Para la activacion de STING es necesario que experimente palmitoilacion, es
decir, la adicién de acido palmitico en sus residuos de cisteina cercanos a los
dominios de transmembrana, lo que facilita su oligomerizacion en el Golgi, para
producir una transduccion de sefiales maxima (Figura 6C) (Mukai y cols., 2016;
Wan y cols., 2020; Hopfner y Hornung, 2020).

IRF3 una vez fosforilado forma un homodimero que transloca al nucleo y
activa genes que codifican para IFN [, entre los que se destacan a IFN-a e IFN-3
(Figura 6C) (Wan y cols., 2020). IFNa y IFNB, son parte de la familia de IFNs | y
son citoquinas efectoras de la respuesta inmune del hospedero contra

infecciones virales, ademas de presentar propiedades inmunomoduladoras
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(Gonzalez-Navajas y cols., 2012). Los IFN a y B al unirse y activar al receptor de
IFN 1y 2 (IFNAR 1-2), generan una sefalizacion de tipo autocrina y paracrina
(Gao y cols., 1998). Este complejo IFNR 1-2 activa a la proteina Janus quinasa
(JAK) y el activador de la transcripcion (STAT). Cuando JAK/STAT se activan, rio
abajo se induce la transcripcion de los genes estimulados por los IFNs (ISGs).
Los ISGs, una vez sintetizados tienen como funcion evitar la replicacion, el
ensamblaje y la liberacion viral desde el interior de las células infectadas,
ademas, de potenciar la respuesta inmune innata y adaptativa antiviral (Crosse
y cols., 2018; Schneider, Chevillotte y Rice, 2014; Schoggins, 2019).

Por otro lado, TBK1 también fosforila a la kinasa de IkB, para que kB, que
mantiene secuestrado a NFkB, sea degradado mediante proteosoma (Figura 6C).
Asi, NFkB gueda libre para viajar al nucleo e inducir la transcripcion de una amplia
variedad de genes asociados al proceso inflamatorio como son las citoquinas
proinflamatorias TNF-a, IFN |, IL-1B e IL-6, entre otras (Figura 6C) (Abe y Barber,
2014; Ablasser y Hur, 2020; Cai y cols., 2014; 2017; Hopfner y Hornung, 2020;
Liy Chen, 2018; Wan y cols., 2020).

Ambos IRF3 y NFkB, son necesarios para generar la expresion INF |
(Dunphy y cols., 2018). Cuando cGAS reconoce DNA exdgeno y activa rio abajo
a STING, se considera una activacién de tipo candnica, o que resulta en una
respuesta inmune antiviral preferente mediada por IRF3 (Dunphy y cols., 2018).
Por otro lado, cuando se produce dafio en el DNA nuclear, especificamente el

quiebre del dsDNA, STING forma un complejo con la p53 y la proteina inducible
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de interferon gamma 16 (IFI16), en el nucleo. Esta activacion representa una via
independiente de cGAS considerada via no canonica de activacion de STING
(Dunphy y cols., 2018). Esta activacion no canodnica induce la activacion rapida
de NFkB (en cuestion de horas), lo que conlleva a una respuesta inflamatoria con
la expresion de una gran variedad de citoquinas y quimioquinas (Dunphy y cols.,

2018).
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Figura 6: Mecanismos de activaciéon y regulacién de via de sefializacion cGAS-
CcGAMP-STING. (A) Fuente de DNA citoplasmatico: (1) El DNA puede provenir desde
fuentes externas como DNA patdgeno y viriones (y ser ingeridas para su digestion en
endolisosomas, los que pueden liberarlo al citosol) (2) Por otro lado, el DNA puede
provenir desde fuentes intrinsecas como el DNA propio dafiado, que es liberado al
citoplasma tras dafio del DNA nuclear y/o DNA mitocondrial. Este Gltimo se desplaza al
citoplasma tras la permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial durante el
estrés mitocondrial, lo que puede liberar DNA oxidado (3) Las DNAsas como TREX1,
DNasa Il, DNAsa Il y SAMHD1 degradan DNA vy limitan su reconocimiento por los
sensores de DNA citoplasmaticos. (B) cGAMP puede ser transferido entre células
vecinas por diversos mecanismos, entre ellos, vesiculas extracelulares y por uniones
GAP intercelulares. Ademas, diversos CDNs (incluidos cGAMP) pueden ser exportados
por el transportador de folato reducido o SLC19A1. cGAMP puede ser hidrolizado por el
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ectonucledtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa miembro de la familia 1 (ENPP1). (C) La via
de sefalizacion cGAS/STING, se activa con el reconocimiento del DNA citoplasmético
dado por cGAS, el que produce al segundo mensajero cGAMP. Posteriormente, cGAMP
se une a STING quien se dimeriza y sale del RE hacia el Golgi. STING experimenta una
oligomerizacion y palmitoilacién y luego se une a TBK1 para formar un complejo. Luego
TBK1 fosforila de forma paralela a IRF3 y a IkB kinasa (IKK). IKK fosforila al inhibidor de
NFkB (IkB), para generar la liberacion de NFkB. Posteriormente, ambos factores de
transcripcion, IRF3 y NFkB traslocan al nlcleo y generan la transcripcion de IFN |y
citoquinas inflamatorias, respectivamente (D) La degradacion de cGAS y STING se
genera tras la formacion de un autofagosoma mediado por proteinas Beclin-1 y ULK1:
cGAS tras ser activada es inhibida por proteinas como AKT y Beclin-1. Por otro lado,
STING tras ser activado, induce estrés del RE y la activacién de ULK1. ULK1 junto a
Beclin-1 inician la formacion del autofagosoma donde seran degradados cGAS y STING,
los que sufren sumoilacion y poliubiquitinizacién previamente (las flechas en negrita
representan las principales vias de sefializacion, las flechas mas delgadas representan
las vias de sefializacion reguladoras y las flechas discontinuas representan vias de
sefalizacién alternativas o no confirmadas) (Modificada de Wan y cols., 2020).

8.1 Mecanismos de requlaciéon de la via de sefalizacion cGAS/STING

Normalmente la via de sefalizacion cGAS-cGAMP-STING es regulada
por disponibilidad del ligando, interacciones de proteina-proteina, modificaciones
transcripcionales y degradacion de cGAS y STING (Motwani y cols., 2019).

Para regular la disponibilidad del DNA, la compartimentalizacion del DNA
en el nucleo o en la mitocondria, es esencial para prevenir la activacion de cGAS
frente al DNA propio y evitar la posibilidad de desarrollar autoinmunidad
(MacKenzie y cols., 2017; Roers, Hiller y Hornung y cols., 2016). La
disponibilidad del DNA también es regulada por la presencia de DNasas, que se
localizan en distintos compartimentos subcelulares. Por ejemplo, la DNAsa | se
ubica de forma extracelular, la DNAsa Il, dentro del fagolisosoma y la DNAsa Il
(también conocida como TREX1) se localiza en el citoplasma (Takahashi y cols.,

2018; Motwani y cols., 2019) (Figura 6A). Cuando se genera una deficiencia en
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estas DNAsas, el DNA dafiado se acumula en el citoplasma y se activa la via
cGAS/STING (Lan y cols., 2014; Motwani y cols., 2019; Stetson y cols., 2008;
Takahashi y cols., 2018). Por otro lado, la ausencia de DNAsas junto a la
activacion aberrante de la via cGAS/STING se ha relacionado con diversas
enfermedades autoinmunes o autoinflamarorias, tales como lupus eritematoso
sistémico, artritis reumatoide, vasculopatia inflamatoria (STING-associated
vasculopathy with onset in infancy o SAVI) y diversas interferonopatias (Yan,
2017) (para mayor detalle de estas patologias revisar review de Montwani y cols.,
2019). Las enfermedades autoinmunes o autoinflamatorias mencionadas cursan
con incremento en el reconocimiento del DNA citoplasmatico, aumento de
inflamacion crénica y/o inmunosenescencia, lo que implica una contribucion del
inflammaging durante su patogenia (Bauer M. 2020; Benmerzoug y cols, 2019;
Rezus y cols, 2018; Tsai y cols., 2019; Yan, 2017).

La activacion/desactivacion de la sefal de la via cGAS/STING se genera
mediante interacciones proteina-proteina y modificaciones postranscripcionales,
gue regulan la actividad, la estabilidad y/o la localizacion de cGAS y STING
(Motwani y cols., 2019). Dentro de los reguladores positivos de la via,
encontramos por ejemplo, a la palmitoilacion de STING y también su interaccién
con IFI16, ambas potenciando su activaciéon (Motwani y cols., 2019). Dentro de
los reguladores negativos de la via, se encuentra por ejemplo, la acetilacién de
cGAS (incorporacion de un grupo acetilo) y la interaccidbn con caspasas

proapoptoéticas 3, 7y 9, lo que genera su corte e inactivacion (Dai y cols., 2019;
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Ning y cols., 2019; Rongvaux y cols., 2014). Por otro lado, cGAMP también es
regulado negativamente por la fosfodiesterasa ENPP1, la que genera la ruptura
de enlaces fosfodiester y disminuye los niveles de cGAMP (Motwani y cols.,
2019).

La degradacion de cGAS y STING se realiza por medio de la autofagia,
(Figura 6.D) (Wan y cols., 2020). Ambos son ubiquitinizados y empaquetados en
autofagosomas para ser digeridos en autofagolisosomas luego de que son
activados (Motwani y cols., 2019). La autofagia funciona como un circuito de
retroalimentacion negativa que asegura la sefalizacion transitoria de cGAS-
STING y evita la sobreractivacion de la via (Motwani y cols., 2019).

Por otro lado, el papel de la via cGAS/STING es fundamental para la
supervivencia de la célula en condiciones de dafio en el DNA, debido a que
participa regulando en procesos como la senescencia 'y MCR (ver anexo V) (Li &
Bakhoum, 2019; Wan et al., 2020). Ademas, potencia la respuesta inmune

inflamatoria desde estas células.

8.2 Relacion de la via cGAS/STING en la activacion de la senescencia e

inflamacién
CcGAS/STING es un eje importante en las respuestas de senescencia celular
e inflamacién tras el reconocimiento del DNA propio que ha sido dafiado (Hopfner
y Hornung, 2020; Dou, y cols., 2017; Loo y cols., 2020; Rodier y cols., 2009;

Takahashi y cols., 2018). La activacion de la via cGAS/STING genera el enlace
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molecular entre el dafio del DNA nuclear o mitocondrial, la activacion de la
senescencia y el incremento de la respuesta inflamatoria en estas células
(Benmerzoug Yy cols., 2019; Li y Chen, 2018). Los SASPs liberados desde las
células senescentes inducen de forma autocrina y paracrina la detencién del ciclo
celular por la sefalizacion p53-p21, en respuesta a la activacion de la via
cGAS/STING que genera incremento de la expresion de NFkB (Dou y cols., 2017,
Glick y cols., 2017; Li y Bakhoum, 2019; Yang y cols., 2017). El incremento de
las SASPs por la via la activacion de la via cGAS/STING se ha visto que es
necesaria para el desarrollo del fenotipo senescente (Nazmi y cols., 2019; Loo y
cols., 2020; Glick y cols., 2017; Dou, y cols., 2017; Yang y cols., 2017). Segln
los hallazgos de Gliick y cols. (2017), la activacion de la via cGAS/STING es un
mecanismo necesario para la inmunosenescencia, ya que la senescencia
desencadenada por las ROS no se produce cuando hay deficiencia de la via
cGAS/STING, por lo que se requiere de la activacion de esta via para la
activacion de la senescencia.

Por otro lado, las ROS ademas de participar de vias que activan a la

senescencia, generan dafio oxidativo que activa a la via cGAS/STING.

83



9. Activacion de la via de seifalizacion cGAS/STING por el

reconocimiento de DNA oxidado en células senescentes

La acumulacion de dafio irreparable del dsDNA nuclear y mitocondrial en
las células senescentes se relaciona al dafio oxidativo (Loo y cols., 2020; Mufioz-
Espiny Serrano, 2014; Passos y cols., 2010; Rai y cols., 2009; Sedelnikova, y
cols. 2004). Se ha demostrado la presencia incrementada de 8-hidroxiguanosina
(8-OH-dG), principal lesion oxidativa del DNA, en células senescentes (Rai y
cols., 2009; Cheny cols., 1995; Kaneko y cols., 2001; Sedelnikova, y cols. 2004).
El DNA dafiado y oxidado tiende a localizarse en el citoplasma de las células
senescentes debido a que existe una disminucion de Lamin B1, lo que facilita la
salida del DNA nuclear hacia el citoplasma (Kuilman y cols., 2010; Loo y cols.,
2020). Ademas, en éstas células senescentes se facilita la acumulacion del DNA
oxidado en el citoplasma debido a alteraciones en las funciones de nucleasas
degradadoras de DNA y debido a que el DNA oxidado es mas resistente a la
degradacion por las nucleasas (Gehrke y cols., 2013; Takahashi y cols., 2018).
De esta forma, el DNA oxidado funciona como DAMP y es reconocido por la via
CcGAS/STING (Chen, Zhou y Min, 2018; Gehrke y cols., 2013; Lei, Guerray West,
2018; (Looy cols., 2020; Takahashi y cols., 2018). Se ha observado que 8-OH-
dG es un potente activador de la via cGAS/STING (Gehrke y cols., 2013).

La via cGAS/STING desempefia un papel indispensable en la activacién de

la senescencia celular en respuesta al estrés oxidativo (Li y Chen, 2018; Glick
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S. y cols., 2017). Lo anterior, ya que en células senescentes la sefalizacion de
la via cGAS/STING genera el incremento de la expresion de genes inflamatorios
por NFKB y IRF3, ambos inductores de SASPs como IL-6, IL-8 e IFN I, que
inducen y mantienen el fenotipo senescente (Dou, y cols., 2017; Looy cols., 2020;
Rodier y cols., 2009; Takahashi y cols., 2018). Ademas, los SASPs inducen el
incremento de ROS intracelulares en estas células (Brauer y cols., 2010; Li y
Chen, 2018; Loo y cols., 2020; Takahashi y cols., 2018; Yang y cols., 2017). Los
mayores niveles intracelulares de las ROS generan dafio oxidativo en el DNA y
producen un feedback positivo sobre la activacion de la via cGAS/STING y sobre
la DDR, lo que genera la detencion del ciclo celular y la activacion de la
senescencia (Figura 7) (Brauer y cols., 2010; Moiseeva y cols., 2006; Liy Chen,

2018; Loo y cols., 2020; Takahashi y cols., 2018).
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Figura 7: Relacién de SASPs, cGAS/STING, ROS y DDR durante la senescencia. El
DNA dafado citoplasmatico es sensado por cGAS vy activa la sefalizacion rio abajo de
STING, quién genera el aumento de la expresion de IFN | y SASPs. Los SASPs inducen
el incremento de las ROS, las que generan dafio oxidativo al DNA nuclear. EIl DNA
oxidado genera la DDR que activa a los inhibidores del ciclo celular p21 y p16 y la
activacion de la senescencia celular. EI DNA citoplasmatico puede ser degradado por
las DNAsa Il y TREX1, las que limitan la exposicion de DNA y por lo tanto, el
reconocimiento por cGAS. Ademas, la inhibicion de E2F, dada por pRb, influye en la
disminucién de la expresion de las nucleasas, lo que promueve la acumulacién de DNA
y su reconocimiento por la via cGAS/STING durante la senescencia (Modificada de
Takahashi y cols., 2018).

Por otro lado, el “ataque” de las ROS en el nucleo genera la ruptura de las
dobles hebras del DNA y la generacion de fragmentos de DNA que se acumulan

en el citoplasma (CCF) (Figura 9) (Dou y cols., 2017; Loo y cols., 2020; Passos y
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cols., 2007). Estos CCF generan la activacion de la via cGAS/STING vy la
liberacion de SASPs, los que nuevamente inducen al incremento de ROS y
generan un loop que potencia la activacién de la senescencia (Figura 8) (Lei,

Guerra y West, 2018; Gehrke y cols., 2013; Chen, Zhou y Min, 2018).
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Figura 8: Dafio oxidativo del DNA nuclear y mitocondrial y la via cGAS-STING en
la regulacion de los fenotipos secretores asociados a la senescencia (SASPSs). Las
ROS producen la ruptura del dsDNA y generan la acumulacion de CCF en las células
senescentes, las que son reconocidas por cGAS para generar al segundo mensajero
GMP-AMP ciclico 0 2'3’- cGAMP, desde ATP y GTP. 2’3’- cGAMP se une a STING y lo
activa para la traslocacion al nucleo de los factores de transcripcion IRF3 y NF-kB, los
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que inducen la expresion de SASPs (IFN-B, IL-6 e IL-8, entre otros), que aumentan las
ROS y generan un loop de retroalimentacion positiva que perpetia el dafio oxidativo, la
secrecion de los SASPs y la activacion de la senescencia en el tiempo. Ademas, el DNA
oxidado puede provenir desde mitocondrias dafiadas, que permiten la fuga del mtDNA
hacia el citoplasma y activar a la via cGAS/STING con el mismo efecto descrito
anteriormente (Modificada de Loo y cols., 2020).

A pesar de lo expuesto, los mecanismos moleculares que describen la
relacion entre los ROS y la via de sefializacion cGAS/STING y como se regulan

en el Inflammaging, no estan aun esclarecidos.

CAPITULO IV: DISCUSION Y PERSPECTIVAS FUTURAS

La tendencia mundial al envejecimiento genera la necesidad de
comprender este proceso para desarrollar estrategias que mejoren los
tratamientos de las enfermedades relacionadas a la edad (WHO, 2011). En este
sentido es fundamental estudiar el envejecimiento de los sistemas reguladores
de la homeostasis del organismo, entre los cuales se encuentra el sistema
inmune (De la Fuente y Miquel, 2009). El sistema inmune desregulado contribuye
a la generacion del Inflammaging, estado en que produce una respuesta
inflamatoria cronica y el aumento de moléculas oxidativas, que incrementa el
dafio al DNA 'y la acumulacion de células dafiadas en los tejidos (Bauer y Fuente,
2016). En este proceso adquieren un importante papel los macréfagos, los que

son los principales productores de citoquinas proinflamatorias y de ROS en el
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Inflammaging, tras el reconocimiento de DAMPs como el DNA dafiado
(Franceschi y cols., 2000).

Durante el envejecimiento se genera el aumento de células dafiadas por el
incremento de las ROS desde fuentes intracelulares como mitocondrias y burst
oxidativo, lo que se traduce en un desbalance del equilibrio redox, que conlleva
a dafo oxidativo del DNA (Evans y cols., 2004; Sies y Jones, 2020). EI DNA que
no se ha podido reparar genera una respuesta al dafio en el DNA, donde se
gatillan vias de sefializacion para la detencion del ciclo celular y la activacién de
la senescencia (Figura 9.14) (Loo y cols., 2020). En las células senescentes se
genera la liberacion de SASPs, los que promueven un microambiente inflamatorio
e inducen mayor generacion de ROS en las células vecinas, amplificando la
senescencia, dafio oxidativo y la inflamacién crénica en el tejido (Figura 9.11-13)
(Chien y cols., 2011; Loo y cols., 2020; Takahashi y cols., 2018). Dentro de los
reguladores positivos de los SASPs se encuentra la via de sefalizacion
cGAS/STING, la cual se activa tras el reconocimiento del DNA oxidado en el
citoplasma (Dou y cols., 2017; Gluck y cols., 2017; Loo y cols., 2020; Yangy
cols., 2017). La via cGAS/STING se expresa particularmente en células
presentadoras de antigenos, como macréfagos, donde es activada en respuesta
al DNA citoplasmatico para aumentar la inmunidad innata y adaptativa de forma
transitoria (Hopfner y Hornung, 2020).

El incremento de las ROS produce dafio oxidativo del DNA lo que gatilla

la activacion de la senescencia celular, por medio de diversos mecanismos: dafio
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oxidativo que activa a la DDR (Figura 9.14), la via de p38 MAPK (Figura 9.15), y
la activacion de la via de sefalizacion cGAS/STING (Figura 9.5) (Liy Chen, 2018;
Glick y cols., 2017). Las ROS cumplen un papel importante en la activacion de
la via cGAS/STING durante el envejecimiento, ya que aumentan la formacion de
productos de oxidacion del DNA nuclear y mitocondrial, los cuales son
reconocidos por cGAS, generando la activacion rio debajo de la via (Cheny cols.,
2018b; Gehrke y cols., 2013; Lei y cols., 2018).

En esta revisibn proponemos que la via de sefalizacion
CGAS/STING desempefia un papel fundamental en la regulacion del
Inflammaging, cuando se produce dafio oxidativo en el DNA por incremento de
las ROS (Figura 9). Creemos que el entendimiento de los mecanismos
moleculares de la via cGAS/STING y las ROS y como se coordinan, es
fundamental para lograr esclarecer una parte importante del proceso de
envejecimiento. Sugerimos la probable existencia de un loop positivo entre la
activacion de la via cGAS/STING y el incremento de las ROS durante el
Inflammaging: la via cGAS/STING activa senescencia e incrementa la
inflamacion, por medio de la liberacion de los SASPs (Figura 9.11), lo que induce
a las ROS y aumenta el dafio oxidativo en el DNA (Figura 9.2). Sin embargo, y a
pesar de que tanto la senescencia como el aumento de estrés oxidativo, son
caracteristicos del Inflammaging, no existe informacion clara sobre el papel que
desempefia la via cGAS/STING durante el proceso de envejecimiento y su

relacién con el aumento de las ROS.
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Figura 9: Relacion propuesta entre la via de sefializacion cGAS/STING y las ROS
durante el Inflammaging en el macr6fago senescente. (1) Se genera incremento en
la produccién de ROS desde mitocondrias y burst oxidativo (2) Las ROS inducen dafio
en el DNA mitocondrial y nuclear (3) El mtDNA dafiado se localiza en el citoplasma
celular, desplazandose desde el interior de mitocondrias debido al aumento en la
Permeabilizacion de la Membrana Mitocondrial Externa (MOMP) y el DNA nuclear se
desplaza desde el nlcleo al citoplasma, debido a la disminucién de la proteina estructural
Lamin B1. Ademas, se genera la acumulacién del DNA en el citoplasma por alteraciones
en la funcién de las enzimas degradoras, DNasa |l y TREX1 (4) La proteina sensora
cGAS reconoce al DNA nuclear y mitocondrial en el citoplasma (5) Tras la union con el
DNA, cGAS se activa y produce 2°3'cGAMP a partir de GTP y ATP. cGAMP tiene la
capacidad de salir de la célula e ingresar a otra célula vecina por medio de uniones GAP
para activar a la sefalizacion de STING en el tejido (6) cGAMP se une a STING en el
RE y STING se desplaza al Golgi (7) STING forma un complejo con TBK1 quien lo
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fosforila (8) TBK1 genera la fosforilacién paralela de IRF3 y de IKK (9) IKK fosforila a kB
y NFkB queda libre (10) IRF3 y NFkB traslocan al nucleo (11) IRF3 y NFkB inician la
transcripcion de IFN B y IL-6, IL-8 y TNFa, respectivamte, los que en conjunto forman
parte de los SASPs (12) Los SASPs inducen el incremento de las ROS, quienes
aumentan el dafio oxidativo del DNA, generandose un loop de retroalimentacion positiva
sobre la activacion de la via cGAS/STING (13) Los SASPs liberados en la célula son
capaces de llegar a células vecinas para inducir la senescencia, inflamacion y las ROS
en el tejido (14) El dafio en el DNA induce la DDR, con activacién de p53-21 y p16 para
inducir a Rb (15) Las ROS inducen la via de sefializacion de MKK3/MKK6 (no mostrada)
para la activacion de p38 MAPK (16) p38 MAPK activa a p53 y a p16 para la induccién
de Rb (17) Rb genera la inhibicién del factor EF2, lo que produce la detencién irreversible
del ciclo celular y activacion de la senescencia.

Las ROS generan una regulacion de la activacion de la via cGAS/STING
durante la senescencia. En células senescentes sometidas a estrés oxidativo se
genera un incremento en los niveles de IFN I, el que se produce por la activacion
de la via de sefalizacion cGAS/STING (Chen y cols., 2018b; Gehrke y cols.,
2013; Lei, Guerra y West, 2018). En contraste a estos resultados, recientemente
se ha encontrado que el incremento de ROS durante la infecciéon viral por
herpesvirus genera la oxidacion de de STING en cisteina 187 de humano, lo que
provoca la inhibicion de la polimerizacién de STING y su activaciéon (Tao y cols.,
2020). De esta forma, se encontr6 que en este caso las ROS intervienen
regulando negativamente a la via cGAS/STING vy la respuesta antiviral inducida
por IFN I, lo que podria ser aprovechado por el virus para evadir la inmunidad
(Tao y cols., 2020). En linea con estos hallazgos, una investigacion reciente
demostré que la disminucién del estrés oxidativo por la accion de antioxidantes
se relaciona con la mayor activacion de la via cGAS/STING, asociada al menor

dafio oxidativo en los lipidos de membrana celular (lipoperoxidacion) (Jia y cols.,
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2020). En este estudio se observo que para la activacion de la via cGAS/STING
es necesaria la enzima antioxidante Glutation Peroxidasa 4 (GPX4) (Jia y cols.,
2020). GPX4 tiene como funcién proteger a la célula de la lipoperoxidacion, y
cuando se encuentra inactivada, se genera la formaciéon de productos de la
lipoperoxidaciéon que llevan a la carbonilacién de STING (modificacién oxidativa
de las proteinas) en C88, lo que inhibe la palmitoilacion de STING e impide su
activacion y por lo tanto, los efectos rio abajo de la via (Jia y cols., 2020). La
inhibicion de STING y de la respuesta antiviral nuevamente es aprovechada por
el virus del herpes simple 1 para su replicacion (Jia y cols., 2020). Cabe
mencionar que estos descubrimientos tienen relacién con la respuesta inmune
antiviral frente a infeccion por virus y no son realizados en células senescentes
en condiciones de estrés oxidativo, no consideran la regulacién de la via en
cuanto al incremento de la respuesta inflamatoria como lo que sucede en el
envejecimiento, contexto en el cual seria beneficiosa la disminucion de la via
cGAS/STING para prevenir el loop de inflamacion, estrés oxidativo y senescencia
celular. No obstante, lo anterior permite abrir una ventana no explorada respecto
a la modulacién de la via cGAS/STING mediante la accion de las defensas
antioxidantes, las cuales regulan la homeostasis redox. Por ejemplo, se ha
demostrado que el Factor Nuclear derivado de Eritroide 2 (Nfr2), involucrado en
la desintoxicacion de las ROS a través de la transcripcién de genes de enzimas
antioxidantes, suprime la expresidon de STING y regula negativamente la

respuesta antiviral (Olagnier y cols., 2018). De acuerdo a lo anterior, la
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potenciacion de las defensas antioxidantes seria interesante como tratamiento
complementario de enfemedades relacionadas a la sobreactivacion de la via,
como enfermedades autoinmunes y autoinflamatorias. En el envejecimiento las
defensas antioxidantes se encuentran disminuidas, el estrés oxidativo
incrementado y la via potencialmente sobre activada, segun lo propuesto en esta
revision, por lo que adquiere mayor relevancia el estudio de la homeostasis redox
y su control sobre la via cGAS/STING para determinar nuevas estrategias
terapéuticas durante el envejecimiento.

Estos hallazgos en conjunto comienzan a dilucidar el papel que
desempeiian las ROS en la activacion de la via cGAS/STING vy la respuesta
antiviral dependiente del incremento de IFN | durante la senescencia y la
infeccion por herpesvirus. No obstante y a pesar de que es conocido que la via
cGAS/STING regula la senescencia inducida por estrés oxidativo y la respuesta
inflamatoria, actualmente no existen estudios que comprueben esta relacion
durante el Inflammaging o el envejecimiento. Durante los ultimos afios el
entendimiento de los mecanismos moleculares de la via cGAS/STING con fines
terapéuticos ha sido gran motivo de interés (Hou y cols., 2020) (ver Anexo VI).
Sin embargo no consideran la potencial contribucién de la via cGAS/STING en
senescencia e inflamacion durante el envejecimiento (Wan y cols., 2020). Es por
esto que nuestro laboratorio esta analizando la via cGAS/STING para demostrar
su importancia el Inflammaging. En este sentido, se espera encontrar que la via

cGAS/STING esté sobreexpresada, debido a la mayor exposicion del DNA en el
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citoplasma y acumulacion de células senescentes con dafio oxidativo
incrementado, por lo cual la atenuacion de la via podria ser un blanco terapéutico
importante para regular los SASPs y de esta forma disminuir la respuesta
inflamatoria y el estrés oxidativo durante el envejecimiento en células
senescentes del sistema inmune. Ademas, la modulacion de la via cGAS/STING
podria contribuir en enfermedades inflamatorias cronicas relacionadas con la
edad y en terapias contra el cancer, complementando drogas senoliticas, las que
inducen muerte celular especifica en células senescentes y atendan la
produccion de SASPs.

Finalmente, se requieren mayores investigaciones experimentales
gue determinen la relacion de la via cGAS/STING y el incremento de las ROS
durante el Inflammaging con el fin dltimo de establecer bases para futuras
investigaciones experimentales orientadas a obtener nuevas estrategias
terapéuticas, que permitan intervenir en el proceso de envejecimiento y
patologias asociadas, como el envejecimiento prematuro, enfermedades
inflamatorias, autoinmunes y cancer. Todo ello con el fin Gltimo de mejorar la

salud y la calidad de vida del adulto mayor.
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CAPITULO V: ANEXOS

ANEXO I: INMUNIDAD INNATA

Dentro de las células de la inmunidad innata encontramos a las células
fagociticas o fagocitos tienen como principal funcion identificar, fagocitar y
destruir a los microorganismos o agentes (Abbas y cols., 2012). Los neutrdfilos
son fagocitos que realizan el reconocimiento, fagocitosis y lisis de
microorganismos en cosa de segundos. Frente a una infeccion liberan sustancias
toéxicas como las ROS y se autodestruyen, en un proceso que contempla la
liberacion de todo su contenido intracelular como es el DNA, para formar
inmensas redes, denominadas Trampas Extracelulares de Neutrofilos (0 NETS),
en un proceso denominado NETosis (Manda-Handzlik & Demkow, 2015). Las
células dendriticas (DC, por sus siglas en inglés), son capaces de fagocitar
patdgenos y junto a los macrofagos, son el vinculo con la inmunidad adaptativa
para generar respuestas especificas, mediante la presentacion antigénica
(lwasaki & Medzhitov, 2015; Satthaporn & Eremin, 2001;Ventura et al., 2017). Por
otro lado, otras células que pertenecen al Sl innato son las células Natural Killer
o (NK). Las NK corresponden a un tipo de linfocito citoliticos, que realizan la
eliminaciéon de las células infectadas o dafiadas por virus y células tumorales,
mediante la secrecién de sustancias citotoxicas (como las ROS), durante la

respuesta inicial innata (Abbas et al, 2012).
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ANEXO II: INMUNIDAD ADAPTATIVA

Las células de la inmunidad adaptativa se dividen en dos segun el tipo de
respuesta: la inmunidad humoral e inmunidad celular. En la primera, los
componentes principales que participan son los anticuerpos, producidos por las
células plasmaticas y expresados por los linfocitos B (Abbas et al, 2012). Los
anticuerpos reconocen especificamente al antigeno, sustancias no propias
(proteinas, polisacéridos, glicoproteinas) provenientes del agente extrafio, con el
fin de marcar estas moléculas expresadas en el patdgeno, para permitir la
eliminacién de éstos por parte de células efectoras (Abbas et al, 2012). En la
segunda, se distinguen dos tipos de linfocitos: los linfocitos T cooperadores (0
CD4%) y linfocitos T citotéxicos (o CD8*). Durante la respuesta inmune celular, los
linfocitos T CD4"* activan a los macrofagos y otras células de la respuesta innata
para que reconozcan y fagociten a los patégenos y también, a los linfocitos T
CD8*, los que destruyen a las células infectadas (Abbas et al, 2012).

La inmunidad adaptativa se activa luego de la presentacién antigénica o
sinapsis inmunoldgica, proceso donde células denominadas presentadoras de
antigeno o CPA (correspondientes a macréfagos o dendriticas) interactiian con
linfocitos T CD4* y T CD8* para la deteccién de los antigenos microbianos o
derivados de PAMPs y DAMPs por parte de los linfocitos (Iwasaki & Medzhitov,
2015; Abbas et al, 2012). Estos linfocitos expresan al receptor de las células T
(TCR, por sus siglas en inglés), el cual reconoce a los antigenos unidos a

glucoproteinas denominadas antigenos leucocitarios humanos (HLA, por sus
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siglas en inglés), las que son codificadas por genes conocidos como complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) y son expresadas
en la superficie de las CPA (Abbas et al, 2012; Kotsias, Cebrian & Alloatti, 2019).
Existen dos tipos de MHC, el MHC clase | (MHC-I) y el MHC clase Il (MHC-II). El
MHC | presenta antigenos citoplasmaticos o enddgenos (sintetizados
intracelularmente) y se expresan en la mayoria de las células del organismo, y el
MHC clase Il (MHC-Il) presenta antigenos intravesiculares o exdgenos
(sintetizados extracelularmente) y son expresados por las CPA, tales como
células dendriticas, macrofagos y linfocitos B (Kotsias, Cebrian & Alloatti, 2019).
Los linfocitos T CD4*, reconocen al antigeno sélo cuando es expuesto en union
con una molécula del MHC de clase Il, y los linfocitos T CD8*, reconocen antigeno
unido a una molécula MHC clase | (Janeway, Travers & Walport; 2001).

Cuando ocurre una infeccion o dafo, los linfocitos T y B alojados en
organos linfaticos primarios como el timo y la médula 6sea, respectivamente
donde no han estado expuestos a un antigeno patégeno (denominados
virgenes), migran hacia érganos linfaticos secundarios como ganglios linfaticos y
bazo, donde se activan durante la presentacion antigénica (Abbas et al, 2012).
Esta activacion permite que los linfocitos T se transformen, en linfocitos T de
memoria y efectores, los que posteriormente se dirigen a la zona de infeccién
(Abbas et al, 2012). En el sitio de infeccion, los linfocitos T efectores vuelven a
reconocer a los antigenos ahora expresados en los microorganismos o en células

infectadas o dafiadas, y de esta manera comienzan a estimular a otras células
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del sistema inmune como los macréfagos (Abbas et al, 2012). Los linfocitos T de
memoria, son células de larga vida, poseen una capacidad aumentada para
reaccionar contra el antigeno y cuando se encuentran con éste por segunda vez

y, responden con mayor rapidez y efectividad (Abbas et al, 2012).

ANEXO IIl: MUERTE CELULAR REGULADA (MCR) Y ENVEJECIMIENTO
Actualmente existen 14 tipos de MCR descritas, las cuales poseen
mecanismos moleculares con algun grado de interconectividad (Galluzziy cols.,
2018). Sin embargo, para efectos de este escrito se hara referencia a los tipos
de MCR principalmente presentes en el envejecimiento: apoptosis intrinseca y
apoptosis extrinseca, y en menor medida a la necroptosis y eferocitosis, ya que
también contribuyen a este proceso (Galluzzi et al., 2018).

La apoptosis es una muerte celular regulada que ocurre de forma fisiol6gica
(Galluzzi y cols., 2018). En etapa embrionaria contribuye a eliminar a las células
gue se producen en exceso durante esta etapa del desarrollo, por ejemplo, del
tejido mamario en hombres y surcos interdigitales, entre otros (Childs y cols.,
2014; Lund y cols., 1996; Zou y Niswander; 1996). En etapa adulta es necesaria
para generar el recambio celular normal, la eliminacion de patégenos y la
homeostasis de los tejidos (Tower, 2015; Elmore, 2007). Esto ultimo permite
resguardar la integridad del tejido, al eliminar las células dafiadas sin provocar
inflamacion (Yatim y cols., 2017; Salminen y cols., 2011). Morfolégicamente, las

células que experimentan apoptosis se encogen y vacuolan violentamente,
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experimentando condensacion de la cromatina, fragmentacion nuclear y escision
del DNA internucleosdmico (Martelli y cols., 2001). Este cambio morfologico
ocurre antes de que todos los componentes celulares se empaqueten en
vesiculas denominados como cuerpos apoptoticos (Martelli y cols., 2001). Una
vez formados estos cuerpos, seran fagocitados por macréfagos para ser
degradados y eliminados dentro de lisosomas, en un proceso denominado
“eferocitosis” (Elliott et al., 2018).

La apoptosis se genera por medio de dos vias principales interconectadas,
las que se denominan via intrinseca y via extrinseca (Figura 10) (Tait & Green.,
2010). La via intrinseca se activa ante sefiales de estrés celular, que incluyen
dafio en el DNA y produccion de las ROS, y experimentando la permeabilizacion
de la membrana externa mitocondrial (MOMP). La MOMP es regulada por
factores pro y anti apoptéticos como los miembros de la familia de las proteinas
BCL2 (Moldoveanu et al., 2014). En respuesta a los estimulos apoptoticos, la
MOMP es mediada por el Regulador BCL2 Asociado a X (BAX), por el Regulador
Antagonista 1 de BCL2 (BAK1, conocido como BAK), que forman poros en la
membrana mitocondrial externa (Figura 6A). Por otro lado, los miembros de la
familia anti-apéptotica BCL-2, inhiben a la activacién de la MOMP (Figura 6A)
(Moldoveanu et al.,, 2014). Dentro de las BCL-2, existe una subfamilia
denominada proteinas “solo BH3” las cuales activan directamente a los efectores
pro-apoptéticos, entre los que se encuentra, al Agonista de Muerte del Dominio

gue interactia con BCL-2 (BID) y al Modulador de Apoptosis Regulado por p53
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(PUMA) (Figura 6) (Moldoveanu et al., 2014). Las proteinas “solo BH3” también
actian bloqueando la actividad de las proteinas anti-apoptoticas, entre las cuales
se incluyen a BCL-2 antagonista de la muerte celular (BAD) y a Noxa, entre otras
(Moldoveanu et al., 2014). Los genes que codifican para Noxa y PUMA son
regulados por la p53 frente a dafio genotoxico (Cory & Adams, 2002; Green,
1998; Vousden & Lane, 2007;). p53 también regula positivamente la expresion
de estos factores pro-apoptosis y ademas, viaja a la mitocondria para promover
la permeabilidad y generar la liberacion de factores pro-apoptoéticos (Green &

Kroemer, 2009).
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Figura 10: Vias de sefializacién de la apoptosis celular. La activacion de la
apoptosis se produce mediante dos vias: via intrinseca y extrinseca. A) La via intrinseca
inicia por dafio en el DNA o estrés del RE, que produce la activacion de factores
proapoptéticos Regulador BCL2 Asociado a X (BAX), por el regulador Antagonista 1 De
BCL2 (BAK) inducidos por proteinas de la  familia  solo-BH3.
Célula B linfoma 2 (BCL-2) homologia 3 (BH3) -sélo proteinas que conducen a X
asociado a BCL-2 proteina (BAX) y antagonista 0 asesino de BCL-2 (BAK) y activacién
externa mitocondrial permeabilizacion de la membrana (MOMP). La MOMP conduce a
la liberacion de proteinas mitocondriales hacia el citoplasma lo que genera la activacion
de la apoptosis intrinseca. Se genera la exposicion de Citocomo C y su union al Factor
Apoptotico Activador de Proteasa 1 (APAF-1), lo que forma una estructura denominada

102



apoptosoma, que recluta y activa a la Caspasa 9. La Caspasa 9 genera el corte y
activacion de las Caspasas ejecutoras 3 y 7, que conducen a la apoptosis. Proteinas
antiapoptéticas impiden la MOMP al unirse a BAX, BAK o a las proteinas solo BH3. La
liberacion mitocondrial del Segundo Activador de Caspasa Derivado de Mitocondrias
(SMAC; también conocido como DIABLO) y OMI (también conocido como HTRA2),
neutraliza la funcién inhibidora de Caspasa de La Proteina Inhibidora de La Apoptosis
Ligada al Cromosoma X (XIAP). B) La via extrinseca de la apoptosis inicia por la union
del ligando (FASL o ligando FAS; TNF o factor de necrosis tumoral; TRAIL o Ligando
Inductor De Apoptosis relacionado con TNF) al receptor de muerte lo que produce el
reclutamiento de proteinas adaptadoras como el dominio de muerte asociado a la
proteina adaptadora FAS (FADD). Esto activa a la Caspasa 8, la cual corta y activa a la
Caspasa ejecutora 3 y posteriormente a la 7, conduciendo a la apoptosis. La conexion
de ambas vias ocurre cuando la Caspasa 8 genera el corte y activacion del agonista de
muerte del dominio que interactia con BH3 (BID) y su producto, BID truncado (o tBID)
se requiere en algunas células para la apoptosis extrinseca (Modificada de Tait & Green,
2010).

Ambas vias de apoptosis convergen en la activacion rio abajo de las
Caspasas 3, 6 y 7, cuya actividad catalitica resulta en la muerte celular (Figura
6), siendo las responsables de los cambios morfolégicos y bioquimicos, incluidos
la fragmentacién del ADN, la externalizacion de la fosfatidilserina y la formacion
de cuerpos apoptéticos (Coleman y cols., 2001; Nagata, 2005; Naito y cols.,1997;
Tait & Green., 2010).

Por otro lado, la eliminacion de las células apoptéticas se lleva a cabo por
medio de la Caspasa 3, la que es responsable de reclutar macrofagos para el
proceso de eferocitosis (Liu et al., 2018b; Nagata, 2018). Esta eliminacion se
realiza por los macréfagos gracias al reconocimiento de la fosfatidilserina
expuesta en la membrana de células apoptoéticas como sefal para engullir a las

células moribundas (Tower, 2015). El desarrollo de la eferocitosis permite limitar
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la exposicion del DNA de las células moribundas, evitando gatillar respuestas
inmunes y la inflamacion del tejido (Elliott et al., 2018).

Cuando las células apoptéticas no son eliminadas de manera eficiente por
los macrofagos, como sucede en el envejecimiento, éstas células sufren una
necrosis secundaria y liberan material intracelular que representan DAMPs
(Nagata, 2018). La necrosis genera una muerte celular caracterizada por un
aumento del tamafo celular y disrupcién de la membrana, con la salida del
contenido hacia el espacio extracelular, lo que genera activacion del sistema
inmune e inflamacion (Martin & Henry, 2013). La forma regulada de la necrosis
se denomina necroptosis y es inducida por los receptores de muerte, por los
interferones, la presencia de RNA intracelular y la activacion de proteinas
sensoras de DNA (Tower, 2015; Choi et al., 2019). La necroptosis involucra al
Receptor-Interacting serine/threonine-Protein Kinase 1-3 (RIPK1-3) y a la
proteina Mixed Lineage Kinase domain Like pseudokinase (MLKL) (Tower, 2015;
Choi et al., 2019). No obstante, los mecanismos de apoptosis y necrosis regulada,
pueden superponerse dependiendo del tipo de célula y la naturaleza del estrés
(Tower, 2015).

En la respuesta celular frente al dafio del DNA, es fundamental el equilibrio
entre las vias pro-senescentes y pro-apoptoticas para el destino celular (Childs
et al., 2014). La proteina p53 es esencial, ya que determina la respuesta celular,
mediante la activacién de vias de sefializacion para la detencién del ciclo celular

0 senescencia o la induccion de la apoptosis, en respuesta a vias de sefializaciéon
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gatilladas por estrés (Childs et al., 2014). Para la apoptosis se requieren niveles
altos de p53, a diferencia de las células senescentes, las que poseen niveles
bajos de p53 (Childs et al., 2014). En las células senescentes se reprime la
apoptosis, lo que conduce a la supervivencia de células post-mitéticas
disfuncionales lo que induce el fenotipo senescente y proinflamatorio durante el
envejecimiento (Salminen et al., 2011; Lu, Chen & Hong-Guang, 2012; He &
Sharpless, 2017).

Durante el envejecimiento se genera la desregulacion de la MCR (Salminen
etal., 2011; Lu et al., 2012). La apoptosis inducida en células post mitéticas tiene
un efecto pro-envejecimiento, debido a que las células eliminadas no pueden ser
reemplazadas, lo que afecta la funcionalidad del tejido (Salvioli et al., 2013).
Ademas, en el envejecimiento la tasa de renovacion celular disminuye en tejidos
altamente mitoticos, por lo que se producen alteraciones en la sefializacion
sistémica e intercelular (Tower, 2015). Alteraciones en la sefializacion sistémica,
como en la inflamacion, pueden combinarse con cambios como el aumento del
estrés oxidativo, el dafio gendmico y la disfuncion mitocondrial, lo que se traduce
en que ciertos tipos de células se vuelvan mas sensibles a la MCR (Tower, 2015;
Galluzzi et al., 2018). Lo que da como resultado un aumento de la apoptosis
durante el envejecimiento en algunos tipos de células (Tower, 2015; Galluzzi et
al., 2018). Por ejemplo, la apoptosis esta involucrada con la inmunosenescencia,
la involucién timica y la disminucién de la capacidad de proliferacién (Salminen

etal., 2011). Por otro lado, se ha demostrado que durante la inmunosenescencia,
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se genera resistencia a la apoptosis, lo que conlleva a alteraciones en la
eliminaciéon de las células senescentes, generando su acumulaciéon y un

microambiente proinflamatorio (Salvioli et al., 2013; Salminen et al., 2011).

ANEXO IV: MODIFICACIONES EN LA FUNCION CELULAR DEL SISTEMA
INMUNE DURANTE LA INMUNOSENESCENCIA
El SI senescente experimenta diversas modificaciones durante el
envejecimiento. Por ejemplo, células como las Natural Killer aumentan en
namero, pero se observa una disminucién de su capacidad citotoxica (Gruver,
Hudson y Sempowski, 2007). Las células dendriticas, por su parte, disminuyen
su capacidad fagocitica y de presentacion antigénica ademas de sufrir
alteraciones para migrar a los sitios donde son requeridas (Fulop y cols., 2018).
Por otro lado, los neutréfilos senescentes, presentan disminucion en la
produccion de superoxido (Bailys y cols., 2013). Las células del Sl adaptativo por
su parte, cuando se vuelven senescentes y envejecidas también alteran sus
funciones. Por ejemplo, los linfocitos T virgenes disminuyen en namero, debido
a la progresiva involucion del timo o atrofia (Baylis y cols. 2013; Ponnappan y
Ponnappan, 2011). Se genera un incremento en el numero de células T maduras
CD8*y CD4*, tanto de memoria como efectoras (Sansoni y cols., 2008). Ademas,
en estos linfocitos T se produce el incremento en la produccion y liberacion de

citoquinas inflamatorias y una alteracion en la sefializacion intracelular, debido a
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la disminucion de la expresion de los receptores de linfocito T (TCR) (Baylis y
cols. 2013; Zanni y cols., 2003). En el caso de los linfocitos B, si bien su numero
se mantiene durante el envejecimiento, disminuye su habilidad de secretar
inmunoglobulinas y citoquinas, por lo tanto, el combate frente a nuevos agentes

infecciosos se ve disminuido en cantidad y calidad (Fulop y cols., 2018).

ANEXO V: MUERTE CELULAR REGULADA (MCR) Y ACTIVACION DE LA VIA
CGAS/STING

En el envejecimiento la eferocitosis es inefectiva y genera que en células
apoptéticas se active la necrosis secundaria, resultando en la liberacion de
DAMPs que gatilla respuestas inflamatorias (Benmerzoug et al., 2019). La via
cGAS/STING participa en el reconocimiento y respuesta frente al DNA propio
proveniente de células apoptéticas o necréticas (Chen et al., 2018a; Sze et al.,
2013). Se ha demostrado que IRF3 puede unirse a BAX, y formar un complejo
para inducir la apoptosis (Sze et al., 2013). Ademas, se ha visto que la activacion
de STING gque se produce ante la liberacion de DNA mitocondrial por activaciéon
del factor PUMA, el que permeabiliza la membrana mitocondrial y permite la
liberacién de DNA mitocondrial, media eventos intermedios de sefializacion para
la autofosforilacién de RIPK3/MLKL, en donde se inhiben las caspasas y se
potencia la necroptosis (Chen et al., 2018a).

La sobreexpresion de STING en linfocitos T genera apoptosis, debido a que

STING induce la transcripcion de genes proapoptéticos dependientes de p53,
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como Noxa y PUMA (entre otros) (Gulen et al., 2017). En contraste, en
macrofagos y células dendriticas, STING no induce facilmente a la apoptosis
(Gulen et al., 2017). Por lo que la induccion de la apoptosis dada por la
sefalizacion de la via cGAS/STING se ve influenciada por el tipo de célula (Gulen
et al., 2017).

Normalmente cuando ocurre apoptosis celular, la via de sefalizacion
cGAS/STING no se activa, ya que se genera la inhibicion de cGAS y IRF3 por
parte de las caspasas efectoras, como la caspasa 3, 7 y 9 (Ning et al., 2019;
Rongvaux et al, 2014). Durante la MOMP, en el proceso de apoptosis intrinseca,
se libera mtDNA, el que es reconocido por cGAS (Rongvaux et al., 2014). Este
MtDNA puede estar oxidado, debido al estrés mitocondrial, lo que lo hace mas
resistente a la degradacion por TREX1 y de esta manera se facilita su
acumulacion en el citoplasma, gatillando la sefalizacion de STING con activaciéon

de NFkB (Gehrke et al., 2013).
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ANEXO VI: VIA cGAS /STING Y ENFOQUE TERAPEUTICO

El conocimiento sobre esta via ha sido dirigida para tratar principalmente
enfermedades inflamatorias y para potenciales terapias inmunolégicas contra el
cancer (Motwani y cols., 2019). Se ha generado un rapido avance para encontrar
agonistas de STING, como el acido 5,6-dimetilxantenona-4-acético (DMXAA) y el
10-carboximetil-9-acridanona  (CMA), capaces de generar efectos
inmunoestimuladores, antitumorales y antivirales (Conlon y cols., 2013; Hou y
cols., 2020). No obstante, poseen baja permeabilidad para ingresar a las células
y ademas han resultado ser especificos para murinos, por lo que no han sido
exitosos en humanos (Conlon y cols., 2013; Hou y cols., 2020). Recientemente,
se han probado analogos de acridona como nuevos agonistas del receptor
STING para humanos, con buenos resultados y con funciones similares a 2'3'-
cGAMP (Houy cols., 2020). Sin embargo, la mayoria de las investigaciones sobre
la via cGAS/STING se han centrado en los IFN | y su participacion en la respuesta
antiviral y no consideran la potencial contribucién de la via cGAS/STING en

senescencia e inflamacion durante el envejecimiento (Wan y cols., 2020).
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