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1. RESUMEN

El contenido de esta revision parte de un conocimiento global sobre el inflamasoma.
Comenzando por los receptores de reconocimiento de patrones o PRR, que pueden tener
una localizacion transmembranal o bien en organulos intracelulares. Los PRR se unen a
ligandos que van a permitir que se desencadene el proceso de regulacion o activacién de
los inflamasomas. Hay distintos tipos clasificados, segin su modo de activacion, en
canodnicos y no canonicos y también en distintas familias. El mas conocido es el
inflamasoma NLRP3, que se trascribe en respuesta a diversos estimulos y en su
ensamblaje participa ASC y caspasa-1, activandose la ultima y produciéndose la
liberacion de IL-1P e IL-18 que da lugar a procesos inflamatorios de muerte celular.
Algunas enfermedades como la fibromialgia, las enfermedades inflamatorias
intestinales y las enfermedades cardiovasculares son causadas por la activacion del

inflamasoma.

El conocimiento del proceso que da lugar a la activacion y regulacion del inflamasoma
abre una ventana para reconocer posibles agentes reguladores que permitan tratar las
patologias en las que interviene. Actualmente se ha conocido el mecanismo de accion de
moléculas como el levornidazol (que disminuye la liberacion de ROS, el creosol que
reduce la expresion de NLRP3 y de prolL-1p), el resveratrol (inhibidor de la a-tubulina
desacetilasa), la melatonina (que presenta efectos inhibidores sobre NF- «f3, suprime la
liberacion de histonas extracelulares e impide la expresion de genes que traducen el
NLRP3), partenolida y BH 11-7082 (con capacidad de alquilar restos de cisteina que
inhiben la activaciéon de NF- ), el aspartato y glutamato (que van a inhibir la
transcripcion de la proteina NLRP3 y de la pro-1L- 1P al activar los canales NMDA) y

el y-tocotrienol (que actda inhibiendo la sefializacion de NF-«B).

Palabras claves: inflamasoma (inflammasome), NLRP3, NLRP1, NLRC4, AIM2, IFI-
16, patologias (pathologyes).
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2. ABREVIATURAS

a-Syn: a-sinucleina.

ADN bicatenario: &cido desoxirribonucleico bicatenario.
ADNmMt: &cido desoxirribonucleico mitocondrial.

AIM 2: proteina ausente en melanoma.

AP1: proteina activadora 1.

APCs: células presentadoras de antigenos.

ASC: molécula adaptadora denominada.

ATP: adenosina trifosfato.

Bay 11-7082 6 BH 11-7082: Bahia 11-7082.

BIR: dominio de repeticion inhibidora de baculovirus.
BMC: células mononucleares sanguineas.

CARD: dominio de caspasa-reclutamiento.

CLR: receptores de lecitina.

DAMP: patrones moleculares asociados a peligro.
EDVD: vasodilatacién dependiente del endotelio.

Ell: Enfermedades inflamatorias intestinales.

FIIND: aun no encontrada funcion.

FM: Fibromialgia.

HSP90: proteina de choque térmico molecular chaperona 90.
IFI-16: interferon-y inducido por la proteina IFI16.
IKK-B: inhibidor del factor nuclear kappa-B quinasa subunidad beta.

IL-18: Interluquina 18.



IL-1B: Interluquina 1p.

IRF: Factores reguladores del interferon.

LPS: lipopolisacaridos.

LRR: dominio de repeticion rico en leucina.

MSU: cristales de urato monosodico.

NACHT o NOD: dominio central de oligomerizacion de union a nucleétidos.
NAD: nicotinamida adenina dinucleétido.

NAIP5: proteina 5 inhibidora de apoptosis de NLR.

NF- xp: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B

activadas.

NO: 6xido nitrico.

PAMP: patrones moleculares asociadas a patdgenos.
ProlL-18: pro-Interluquina-18.

ProlL-1p: pro-Interluquina-1p.

PRR: receptores de reconocimiento de patrones.
PYD: dominio de pirina.

RIG-1: receptores tipo | genéticos inducibles por acido retinoico.
ROS y ERO: especies de oxigeno reactivo.

SGT1.: proteina asociada a la ubiquitina ligasa.
TLR: receptores Toll-loke.

TNF- o: factor de necrosis tumoral.

TRAF®6: factor 6 asociado al receptor de TNF.

Z0-1: zonula occludens.



3. INTRODUCCION

Con el paso de los afios, se han determinado patologias que afectan al ser humano,
relacionadas con una desregulacién en procesos inmunolégicos que desencadenan la
muerte celular programada como ocurre en la diabetes mellitus tipo Il, aterosclerosis y
otros procesos cardiovasculares, en enfermedades inflamatorias intestinales, en
enfermedades reumaticas, la gota o patologias que afectan al sistema nervioso como el

Alzheimer y el Parkinson.

Es necesario encontrar moléculas activas que puedan ser usadas como farmacos. Tienen
que ser dirigidas a una diana terapéutica para evitar el proceso inflamatorio que tiene

lugar en este tipo de enfermedades.

Los inflamasomas son grandes complejos multiproteicos citosolicos que se transcriben
y ensamblan en respuesta a un estimulo y que van a activar a la caspasa-1 que va a hacer
posible la liberacion de componentes inflamatorios tales como IL-1f e IL-18
provocando la piroptosis celular. El papel del inflamasoma ha sido conocido en una
gran variedad de patologias y por ello es candidato a ser tratado como una diana
farmacoldgica, especialmente el inflamasoma NLRP3, que es el mas estudiado ya que

se ha visto su intervencién en mayor cantidad de procesos patologicos.

Aunqgue aun no se puede hablar de farmacos como tal que actlen sobre ésta plataforma
proteica, pero si se ha visto la posible accion de agentes moduladores tanto en ensayo in
vitro como in vivo que intervienen en los procesos de regulacion y activacion en
distintos niveles, actuando como inhibidores. Algunos de ellos son la melatonina que va
a actuar en distintos niveles del proceso de regulacion en relacion a la patologia
afectada, el resveratrol que inhibe el inflamasoma via inactivacion de la sirtuina 2,
partenolida mediante una alquilacion produciria la inhibicién de la actividad del
inflamasoma y posiblemente se irdn descubriendo cada vez méas agente moduladores

gue sean efectivos como agentes antiinflamatorios.

4. OBETIVOS DE LA REVISION

Al llevar a cabo la elaboracion de ésta revision bibliografica nos hemos propuesto dos

objetivos. El primer objetivo se ha orientado a la recopilacion de la informacion mas



actual y también necesaria procedente del ambito cientifico, que nos permita conocer el
papel del inflamasoma, la estructura molecular que lo conforma, asi como su
mecanismo de regulacion y activacion. Todo ello orientado a alcanzar el segundo
objetivo principal de identificar agentes moduladores y potenciales farmacos que
intervengan en el proceso de regulacion y activacion del inflamasoma; esto lo puede
realizar inhibiendo su accion ya sea antes, durante o en el post-ensamblaje del mismo, o
evitando la sucesion de procesos moleculares que desencadenan la liberacién de
moléculas inflamatorias como IL-1p e IL-18 que daria lugar a la piroptosis (muerte
celular programada debida a la intervencién muy activa de componentes de la

inflamacion).

5. METODOLOGIA

El método de busqueda de la presente revision bibliografica se ha realizado partiendo de
una lectura inicial que ha permitido la puesta al dia del tema a tratar en el panorama
actual. Seguido de la determinacion de la estructura y partes que se han creido
pertinentes para su conformacién. Una vez establecida esta ordenacion, se ha procedido
a la busqueda exhaustiva de cada punto bajo una actitud critica usando el buscador
PubMed que ha permitido acceder a la base de datos Medline. Se han empleando
palabras claves como inflamasoma (inflammasome), NLRP3, NLRP1, NLRC4, agentes
moduladores del inflamasoma (inflammasome modulating agents), patologias
(pathologyes), AIM2, IFI-16.

En determinadas ocasiones durante la busqueda de informacién para un determinado
punto, esta se ha encontrado rodeada de otra informacién que hemos considerado
relevante para completar datos. Por lo que siempre el trabajo se ha llevado a cabo desde

una vision global del tema.

En la busqueda de la revisién hemos usado filtros, acotando la busqueda a articulos
posteriores a 2010, si bien esto no significa que toda la informacién provenga de
publicaciones comprendidas en ese periodo. Es debido a que en articulos consultados
han aparecido referencias de otros articulos especificos en la materia y han servido

como otra fuente de informacién adicional.



En segundo lugar, en lo que a agentes moduladores del inflamasoma se refiere, la
busqueda se ha acotado en ocasiones a ““ensayo clinico " (clinical trial), permitiendo el

acceso a informacion procedente directamente de la fuente experimental.

Los articulos que hemos utilizado para la revision bibliografica, proceden de revistas de
alto interés en la comunidad cientifica, siendo algunas de ellas: PLoS One, Biochemical

pharmacology, Proteins o Nature.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 El inflamasoma y su papel regulador.

Los vertebrados, incluidos los humanos, tienen como forma de defensa el sistema
inmune; este esta compuesto por el sistema inmune innato y el sistema inmune

adaptativo (Fig. 1).

El sistema inmune innato esta preparado con anterioridad para actuar de forma
inmediata frente a una amenaza, pero no especificamente. A la vez que este actla, las
células dendriticas y otras células presentadoras de antigeno (APCs) llevan la
informacién a los linfocitos B y T del sistema inmune adaptativo. Los linfocitos, tienen
distintos receptores, que al reordenarse el gen del receptor antigénico, permite al sistema
inmune adaptativo el reconocimiento de antigenos, actuando frente a ellos

especificamente.
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Figural. Vias de activacion y sefializacion del sistema inmune innato y adaptativo
que desencadenan la liberacion de citoquinas. (Tomado de Toche, 2012).




En la inmunidad innata, es necesaria la activacion de los receptores de reconocimiento
de patrones (PRR) para desencadenar el proceso de defensa. Los PRR se activan al
detectar estructuras microbianas Unicas denominadas patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMP). Los &cidos nucleicos microbianos, los sistemas de secrecion
bacterianos y los componentes de la pared celular microbiana son ejemplos de los
factores microbianos conservados que son detectados por los PRR. Las células huésped
dafiadas también pueden desencadenar la activacion de los PRR al liberar patrones

moleculares asociados al peligro (DAMP) (Lamkanfi y Dixit, 2014).

Al ser encontrados los PAMP y DAMP por los receptores de reconocimiento de
patrones (PRR), se desencadenan cascadas de sefializacion en las que intervienen el
factor nuclear-kB (NF-kB), factores reguladores del interferon (IRF) y la proteina
activadora 1 (AP1) que dan lugar a la transcripcion de genes con codificacion de
citoguinas, interferones y proteinas proinflamatorias o microbicidas. Las proteinas NLR
y ALR van a hacer que se desencadenen distintos mecanismos de defensa y entre ellos

el ensamblaje del inflamasoma.

Una vez completa esta plataforma proteica, se va a inducir la activacién de procaspasa-
1 o procaspasa-11, precursoras de caspasa-1 y caspasa-11 respectivamente. Estas dos
ultimas van a producir la liberacion de prolL-1p y prolL-18, precursoras de IL-1p e IL-

18. El final es un proceso de piroptosis celular.

6.2 PRR

Se han diferenciado tres clases de receptores de reconocimiento de patrones (Fig.3)
solo dos de ellos presentan importancia en el tema tratado. Se van a clasificar

dependiendo de la localizacién celular.

Las proteinas transmembrana que se localizan en la membrana plasmatica y en los
endosomas. En este sitio pueden reconocer los PAMP Y DAMP al encontrarse en el

exterior celular. Dentro de estos se reconocen:

e TLR, siglas que corresponden a Toll-like. Estos receptores generan la respuesta
inicial inflamatoria contra el patdgeno, debido a que conduce a la maduracion de

las células presentadoras de antigeno y a la produccion de citoquinas
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inflamatorias (Reynolds et al., 2012) ligandos de los diferentes TLRs se
incluyen el &cido desoxirribonucleico (ADN) mitocondrial (TLR-9), las histonas
(TLR-4), los fragmentos de hialuronato (TLR-2 y 4) y las proteinas del shock
térmico (TLR-2 y 4) (Campanholle et al., 2012).

e CLR, los receptores de lecitina. Que ademas de ser trasmembrana son

intracelulares.
Por otra parte, en los compartimentos intracelulares se encuentran:

e El receptor de tipo RIG-I (RLR), pertenecen a la familia de ARN helicasas, que
detectan especies de ARN (&cido ribonucleico) provenientes de virus en el
citoplasma y coordinan la induccion de programas anti virales mediante la
induccion de la via Interferon | (Colli et al., 2013).

e El receptor AIM2 (ALR).

e NLR formada por receptores NOD, es un dominio de union a proteinas y
nucleotidos que contienen repeticiones que son ricas en leucina.

e Proteinas que al detectar ADN citosélico dan lugar a la produccion de interferén

tipo .
PRR
Asociados a
membranas Solubles Citosdlicos
bt (Decti ?f:gec-zos O, o,
e : MBL, pentraxi
| ULR1-nR1Q MR, Mincle) (TREM) pentraxinas)
RLR NLR | ALR Otros

| (RIG-,MDA5) | (NOD,NLRP,NLRC)  (AIM2,IFI1) (DA

Figura 2. Clasificacion de los receptores de reconocimiento de patrones.
(Tomado de Phanam, 2006).

6.3 Clasificacion de los inflamasomas y estructuras moleculares.

Tomando como base parte de lo realizado en la revision bibliogréfica realizada por
Carlos Pérez de la Facultad de Farmacia de la US en su trabajo de fin de grado (curso
2016-2017), se han considerado diferentes criterios para la clasificacion de los

inflamasomas que se describen a continuacion.
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6.3.1 Inflamasomas candnicos y no canonicos

Una primera clasificacion de los inflamasomas los diferencia en canonicos y no

canonicos. Esta se basa en los distintos modos de activacion de la caspasa-1.

Los inflamasomas canonicos (Fig. 3) por medio de DAMPs y PAMPs, permiten la
activacion de la caspasa-1, siendo sensibles a varios ligandos, tales como ADN

bicatenario tanto virico como bacteriano de bacterias Gram positivas como ejemplo.

Sin embargo, en los inflamasomas no canonicos (Fig. 3), es necesaria la intervencion de
la caspasa-11 para que se dé la activacion de la caspasa-1, por tanto previamente tiene
que darse la activacion de la caspasa-11. Algunos ligandos que dan lugar a la activacion
de esta son bacterias Gram negativas como es el caso de Escherichia coli y toxina del
colera B (CTB) (Diamon et al., 2015); se desencadena la muerte celular por piroptosis y

se libera ademéas moléculas enddgenas que se conocen como moléculas alarma.

Canonical inflammasomes Non-canonical inflammasomes
IENGR  IFN4R PAMPS IFN-R  IFN-R
[ ’ m DAMPs -'H T
l ) NLAP1 U W Cytosolc
i : £ @ LPS
i i NLRP3 :
‘ SO | )
3 | or z O
() g i S L
NLRC4 ASC z CASP11
STAT1  STATH @ - STAT1 STATY : :
STAT2  STAT1 Al Pro-CASE STAT2  STAT1 : —
i LA i D
H £ A Cleavage H H ; H
IRF9 IRF1 IRF9 IRF1 . L Pro-CASP1
i i ¥ : L A 5
Active CASP1 . 7 '\ lC!eavage
: P A e Active CASP1
——\ ProdL-1§ ﬂ-‘ ¢ : A >_<
LG L Cleavage Proi1s RSN - ! pron1p
: \ ¢ N i ProL-18
UG - = | ‘mJJ-’:a L —Y
bt bg Gsomp | lL.v!u W v GSDMD | Cleavage >
3T : 3 ¥ # v
ROBORS! IL-18 ROVYTO : IL-1p
v IL-18
Nucleus ' Pyroptosis Nucleus ' Pyroptosis

Figura 3. Vias de sefializacion en la activacién de inflamasomas. En los canénicos, no es
necesaria la intervencion de caspasa-11 para su activacion, sin embargo si lo es en los no
canonicos. (Tomado de Kim et al., 2016)
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6.3.2 Familia de inflamasomas.

La segunda clasificacion de los inflamasomas los divide en la familia de los NLRs
(proteinas que contienen un dominio de oligomerizacion de nucle6tidos, ricas en
leucina) y PYHIN (familia de proteinas que contienen dominio pirina y dominio
HIN).

6.3.2.1 Familia NLRs

Son una familia de proteinas codificadas en el genoma. Los miembros de NLR se
clasifican en base a su homologia estructural compartida de tres dominios. EI dominio
efector N-terminal puede incluir un dominio de pirina (PYD), un dominio de caspasa-
reclutamiento (CARD), o un dominio de repeticion inhibidora de bacilovirus (BIR), y es
la base por la cual los NLR pueden subcategorizarse adicionalmente. EI dominio central
de oligomerizacion de unién a nucledtidos (NACHT) es una caracteristica comdn de
todas las proteinas NLR, seguido de un dominio de repeticion rico en leucina (LRR) en
el extremo C-terminal (Sutterwala et al., 2014).

Los inflamasomas mas conocidas dentro de esta familia reciben los nombres de NLRP1,
la NLRP3, la NLRP6, la NLRP12, la NLRP2, la NLRCA4.

Se caracterizan por donde pueden aparecer, NLRP1, NLRP3 y NLRC4 se encuentran
en la mayoria de los tejidos, fundamentalmente en el citosol. Mientras que el NLRP2

aparece en el citosol neuronal y también en las microglias del sistema nervioso central.

ElI NLRP6, puede encontrarse en los rifiones, higado e intestino delgado al ser

expresado.
Sin embargo, la proteina NLRP12 se expresa en las células mieloides.

Pueden categorizarse dos subfamilias dentro de los NLR, aquellos que contienen un
dominio de pirina (PYD), los NLRP, siendo los mas conocidos el NLRP1 y NLRP3.
Presentan en el extremo C-terminal un dominio rico en repeticiones de leucina (LRR),
gue mantiene inactivado al NRL, y también implicado en el reconocimiento del ligando,
ademas en este extremo aparece un dominio central de unién a nucleétidos NATCH
(NOD).

13



En el dominio N-terminal aparece el resto de piridina (PYD), que caracteriza a esta

subfamilia de inflamasonas.

Por otra parte, esta familia se completa con la subfamilia NLRC, cuyo principal
componente es el inflamasoma NLRC4, que posteriormente sera detallado.

6.3.2.1.1 Inflamasoma NLRP3

El inflamasoma NLRP3 es el que gana mas atencion en el campo de la investigacion

debido a su implicacion en patologias de alta incidencia.

Se reconocid por primera vez cuando las mutaciones de ganancia de funcion dentro de
NLRP3 fueron responsables del sindrome de Muckle-Wells, sindrome familiar
autoinflamatorio por frio y enfermedad inflamatoria multisistémica de inicio neonatal
(Hoffman et al., 2001).

La proteina NLRP3 (Fig. 4), esta formada por un dominio C-terminal formado por LRR
(repeticion rica en leucina), un dominio central denominado NATCH de unién y
oligomerizacion de nucle6tidos, y se caracteriza por su region N-terminal con un
dominio PYD, ya que permite reclutar a la molécula adaptadora denominada ASC, por
una interaccién PYD-PYD. ASC, proteina asociada a apoptosis, presenta un dominio
CARD que permite el reclutamiento de la procaspasa-1, facilitando el ensamblaje y por

tanto la formacion del inflamasoma NLRP3.

La activacion de éste inflamasoma segun recientes avances es llevada a cabo mediante
dos pasos diferentes dependiendo de la presencia o ausencia de ligandos para PRR que
se veran en este trabajo en siguientes apartados.

6.3.2.1.2 Inflamasoma NLRP1

El inflamasoma NLRP1 responde a desafios microbianos como la infeccion por Bacillus
anthracis y esta implicado en enfermedades autoinmunes como el vitiligo (Jin et al.,
2013) y otras enfermedad relacionadas con el polimorfismo del inflamasoma NLR1 son

la enfermedad de Crohn, artritis reumatoide, melanoma y esclerosis sistémica.
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En inflamasoma NLRP1, en investigacion es comparado con el de ratén denominado
NLRP1b (Fig. 4), asi como con el de rata. EIl NLRP1 humano, va a presentar un
extremo N-terminal, con un dominio PYD, siendo el Unico de ésta familia. En el
extremo C-terminal, presenta un dominio CARD. En orden, posterior al extremo C-
terminal, aparece el dominio FIIND, dominio con funcion adn por encontrar, posterior a

éste, aparece el dominio LRR, seguido de NATCH y unido éste al extremo N-terminal.

En NLRP1, capta mayor protagonismo el dominio CARD, ya que se asocia al
reclutamiento de procaspasa-1, siendo imprescindible el adaptador ASC.

El estudio de NLRP1b descrito en ratones, puede explicar la posible funcion de FIIND,
que se autoasocia con NATCH. El dominio FIIND, en la proteina NLRP1 sufre una
protedlisis que permite que el inflamasoma se ensamble como tal al recibir sefiales

producidas por PAMPs.

6.3.2.1.3 Inflamasoma NLRC4

Proteina que hace las veces de receptor, caracterizada por presentar en su extremo N-
terminal un dominio CARD, seguida del dominio NATCH y en su extremo C-terminal

presenta un dominio LRR.

El ensamblaje del inflamasoma NLRC4 (Fig. 4) a partir de la proteina se produce por la
unién a procaspasa por el dominio CARD. Se ha demostrado que este inflamasoma
activa la caspasa-1, en respuesta a un dominio conservado en la proteina bacteriana
flagelina, asi como al componente conservado tipo varilla del sistema de secrecién tipo
Il denominado en Salmonella entérica Serotipo Typhimurium. NAIPS5 también se
requiere para la activacion de NLRC4 por el péptido de flagelina C-terminal minimo,
que es suficiente para activar NLRC4. Sin embargo, la activacion de NLRC4 no
siempre depende de NAIP5 (Lightfield et al., 2011).
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6.3.2.2 Familia PYHIN

Tanto AIM2 como IFI16 contienen un dominio HIN de unién a ADN C-terminal y un
dominio de pirina N-terminal (PYD) que pertenece a la superfamilia de dominios de
muerte de los modulos de sefializacion y, por lo tanto, fueron renombrados como la
familia de receptores PYHIN (Hornung et al., 2009).

6.3.2.2.1 Inflamasoma AIM2

El inflamasoma AIM2 (Fig.4) se expresa en células mieloides, concretamente en
macrofagos. Va a activarse en respuesta al receptor ALR, al encontrar en el citoplasma
celular de macrofagos, ADN de doble cadena, perteneciente a determinados virus y
bacterias, inncluyendo Francisella tularensis (Jones et al., 2010) Listeria
monocytogenes (Kim et al., 2010) Streptococcus pneumoniae (Fang et al., 2014), asi

como algunas clases de micobacterias y virus.

El inflamasoma, esté constituido por un dominio o dos HIN-200 en el extremo N-
terminal, mientras que en el extremo C-terminal aparece un dominio PYD. El dominio
PYD es el encargado de reclutar a ASC, por unién PYD-PYD por interaccion
homotopica, ello da lugar a la regulacion del factor nuclear kappa B (NF- kB), mientras
que el dominio HIN-200 se une al ADN bicatenario al poseer carga positiva, dando

lugar a la activacion de la caspasa-1.

6.3.2.2.2 Inflamasoma IFI-16

La proteina IFI-16 (Fig.4) asociada al nucleo ha emergido recientemente como un
sensor de ADN innato que regula las citocinas inflamatorias y la produccion de
interferon tipo 1. IF116 reconoce los genomas del herpesvirus en el nicleo, dando como
resultado la formacién del complejo inflamasoma IF116-ASC-Caspasa-1y la
produccion de IL-1pB (Ansari et al., 2015). Una vez unido a ASC, se transloca fuera del

nucleo y se produce el ensamblaje.
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Figura 4. Estructura molecular de los distintos inflamasomas y sus ensamblajes, desencadenado por los DAMPs y PAMPs
correspondientes. Formacion de la plataforma proteica y liberacion de células inflamatorias. (Tomado de de Zoete et al.,
2014).

6.4 Regulacién y activacion del inflamasoma.

El inflamasoma es una plataforma proteica citosélica que se ensambla en respuesta a estimulos
tanto endégenos como exdgenos. Estos estimulos aparecen a causa de DAMPs y PAMPs
respectivamente. Incluyen la salida de potasio, exceso de ATP o especies de oxigeno
reactivo (ROS), estrés mitocondrial, estrés del reticulo endoplasmico (Fang, 2013) o
edema celular (Compan et al., 2012). Los cristales de urato, fosfato de calcio, fibrillas
de amiloide, silice o asbesto también son desencadenantes adicionales de la via
inflamasoma (Chang et al., 2014). Dentro de los PAMPs, los més tipicos son bacterias y
virus, de los cuales los PRR, detectan partes como pueden ser los lipopolisacéaridos

pertenecientes a la pared celular. También, un factor desencadenante, proviene de los
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fagocitos, que ingieren proteinas agregadas, asi como material cristalizado, tanto del
propio organismo como del exterior. Al no ser procesados correctamente, dan lugar a la
desestabilizacion del complejo lisosomal y posterior lisis, seguido de la liberacién de la

proteasa lisosomal, denominada catepsina B, que da lugar a la activacion del NLRP3.

Teniendo en cuenta el trabajo realizado por Sutterwala et al., vamos a dividir en dos
sefiales las llevadas a cabo para la regulacién del proceso de sefializacion y activacion
del inflamasoma NLRP3 (Fig. 5). En base a ello cualquier estimulo capaz de producir
una sensibilizacion de los PRR, va a desencadenar la activacion del factor de
transcripcion (NF-kB), siendo crucial para la transcripcion de NLRP3 y de pro-IL-1p,
ya que ambos se encuentran en cantidad insuficiente en el citosol. Sin embargo, no es
necesaria la transcripcion de ASC, de procaspasa-1 ni de pro-IL-18 ya que se
encuentran en concentraciones adecuadas en el citoplasma. Cuanto mayor es la
disponibilidad de NLRP3 y pro-1L-1 mas favorecida esta la activacion y mas
potenciada la cinética, pero varia dependiendo del tipo de célula, en los macrofagos el

umbral de activacion es mayor que en células dendriticas.

Una vez se produce la traduccién de la proteina NLRP3, se encuentra en estado
ubiquitinizado, estado en el que estd impedida la oligomerizacion del inflamasoma y se
encuentra inactivado. A causa de las sefiales de sensibilizacion adecuadas, por accion de
la desubiquitinasa se produce la desubiquitinizacion del dominio LRR. Al igual es

necesario que ocurra en ASC, tanto para NLRP3 como en AIM2.

Es importante destacar la existencia de dos proteinas, la proteina de choque térmico
molecular chaperona 90 (HSP90) y la proteina SGT1 asociada a la ubiquitina ligasa, se
unen entre ellas y también a la proteina NLRP3 ya madura, haciendo que esta Gltima

esté receptiva de una sefial pero adn inactiva.

En este punto, hay que tener en cuenta procesos llevados a cabo pertenecientes a la
segunda sefial que van a dirigir a la activacion del inflamasoma, una de ellas es
desencadenada por el ADNmt y la cardiolipina presente en la membrana mitocondrial,
también por ERO en abundancia procedentes principalmente de la mitocondria, la
disminucion de la concentracion de potasio intracelular a causa de su salida por la
formacion de poros membranales y la disminucion de la generacion de ATP y
posiblemente la disminucion de NAD a causa de la entrada se calcio por canales voltaje

dependientes a través de la membrana mitocondrial.
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Las sefiales que acabamos de comentar daran lugar al ensamblaje del inflamasoma, en
este caso como se trata del NLRP3, en primer lugar como se dijo antes, se une ASC a
NLRP3 mediante interaccion PYD-PYD, una vez unidas, mediante el dominio CARD
de ASC se va a reclutar a la procaspasa-1, potenciada la union por la liberacién de
catepsina B. Gracias a ella, mediante un proceso de autoproteolisis, la procaspasa-1 pasa
a caspasa-1. Una vez se activa la caspasa-1, dara lugar a la liberacion de las
interluguinas, en este caso IL-1B y la IL-18, que daran comienzo al proceso

inflamatorio.
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Figura 5. Proceso de regulacion y activacion del inflamasoma NLRP3, comprendido por la sefial 1
gue motivada por la unién de los ligandos se transcribe la informacion genética de la preoteina NLRP3
y pro-1L. Es en lo indicado en la sefial dos cuando se produce la activacion del inflamasoma. El
proceso finaliza con la liberacion de IL-1f asi como IL-18. (Tomado de Jo et al., 2016)
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6.5 Patologias relacionadas con el inflamasoma.

6.5.1 Fibromialgia

La fibromialgia es una condicién de dolor cronico presente en el 2-4% de la poblacion.
Consiste en un dolor generalizado con similitudes con el dolor neuropético en los
hallazgos clinicos, la fisiopatologia y la neurofarmacologia. EI dolor es el sintoma
predominante y la alodinia y la hiperalgesia son signos comunes. La fatiga extrema, la
cognicion deteriorada y las dificultades para dormir no restaurativas coexisten ademas

de otros sintomas somaticos (Sumpton y Moulin, 2014).

Hay ensayos clinicos que determinan pardmetros asociados a esta patologia, como los
BMC (células mononucleares sanguineas) de pacientes con FM que mostraron una
regulacién negativa significativa de varios genes relacionados con la biogénesis
mitocondrial. Paralelamente, BMC mostro una reduccion de los niveles de expresion
proteica del complejo mitocondrial (complejo I, complejo 111 y citocromo c)
acompariado de actividades reducidas del complejo de la cadena mitocondrial entre 50%

-60% de pacientes en comparacién con los pacientes control (Cordero et al., 2014).

Es sabido, que una disfuncion en la cadena mitocondrial se asocia con un aumento en la
produccion de especies reactivas de oxigeno, que como vimos antes, es una de las
sefiales que dan lugar a la activacién del inflamasoma NLRP3 y por consiguiente se da
la activacion de la caspasa-1, que desencadena con la liberacion de IL-1B e IL-18, las

cuales llevaran a procesos inflamatorios.

En el ensayo clinico llevado a cabo por Cordero et al., se asocia la administracion oral
de la coenzima Q10 con una disminucién de los niveles de activacion de inflamasoma,
ya que la coenzima Q10 es importante en la cadena trasportadora de electrones

mitocondrial. Al actuar como transportador de electrones entre complejos, reduciendo

asi la formacion de radicales libres que pudieran inducir a la activacion de NLRP3.

6.5.2 Enfermedades inflamatorias intestinales

Las enfermedades inflamatorias intestinales actualmente incluyen a la colitis ulcerosa y

a la enfermedad de Crohn. La principal diferencia entre ambas, es que en la primera las
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Ulceras intestinales aparecen localizadas en una misma region, mientras que en la
segunda las lesiones aparecen de forma diseminada. Ambas son causadas por una

respuesta inmune alterada a la microbiota intestinal.

Son necesarias dos sefiales para la activacion del inflamasoma, la primera en
enfermedades autoinmunes asociadas a la mucosa intestinal, viene dada por la propia
microbiota que no es reconocida como normal. Por ello se produce una primera sefial
mediada por ligandos generalmente de tipo TLR, que da lugar a la transcripcion de
NLRP3 y de pro-IL-1pB que en etapas posteriores por accion de la caspasa-1 pasara a IL-
1B. Los estudios clinicos muestran niveles aumentados de IL-1f en los tejidos

inflamados de la mucosa de pacientes con Ell (Zhang et al., 2014).

Pero en este tipo de patologias no sdlo el inflamasoma NLRP3 es causante de esta
inflamacion, sino que NLRP6 y NLRC4 también pueden ensamblarse y ser participes

del dafio causado.

6.5.3 Enfermedades cardiovasculares

Algunos estudios, han demostrado la implicacion del proceso inflamatorio
desencadenado por la activacion del inflamasoma NLRP3 de forma candnica, con
patologias cardiovasculares tales como aterosclerosis, hipertension o arteritis, demencia
vascular e isquemia o remodelacién del miocardio. Pero posterior a esto, se ha visto que
una activacion no canonica del inflamasoma podria causar alteraciones vasculares por

un mecanismo alternativo.

Se ha demostrado que diferentes factores aterogénicos, como hipercolesterolemia,
hiperhomocisteinemia o citoquinas, incluyendo factores de muerte o adipocinas, activan
el inflamasoma NLRP3, incrementando la actividad de caspasa-1 y la produccion de IL-
1B en células endoteliales cultivadas o la capa endotelial de la pared arterial. Esto indica
la activacion del inflamasoma, que reduce la biodisponibilidad del 6xido nitrico (NO),
lo que lleva a la vasodilatacion dependiente del endotelio (EDVD). Ademas, se
descubri6 que la activacion del inflamasoma NLRP3 disminuye el nivel de proteina de
unién tal como ZO-1 en células endoteliales, aumentando la permeabilidad endotelial.
Estos efectos de la activacion de inflamasomas se deben a un efecto directo sobre las

células endoteliales (Li, 2015). Es debido a que no sélo en las células inmunitarias
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aparecen los PRR, también estan presentes en los miocitos cardiacos del sistema
cardiovascular, las células endoteliales y las células del musculo liso vascular. Aunque
en realidad es un sistema de defensa, que hace en caso de peligro que se dé el
reclutamiento de las células inflamatorias, pero a veces la respuesta es exagerada y se

producen dafos.

La activacion de inflamasoma va a hacer que se produzca la diferenciacion de
miofibroblastos y que se produzca la sintesis de colageno, produciéndose una
fibrotizacion del tejido, provocando una fibrosis intersticial. Por otro lado, la activacion
de inflamasoma en cardiomiocitos produce la liberacion de IL-1B no madura,
provocando la disminucién de la funcion contractil y provocando la apoptosis de

miocitos.

6.5.4 Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por la acumulacion de a-sinucleina (o-
Syn), la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra compacta y la
inflamacion (Zhang et al., 2017).

Las microglias son las principales células inmunes innatas dentro del SNC, pero se
complementan con macro6fagos derivados del SNC que se localizan en las meninges, el
plexo coroideo y el espacio perivascular (Prinz et al., 2011). La a-sinucleina activa la

microglia originando neuroinflamacion.

Microglia

Figura 6. Proceso de activacion del inflamasoma NLRP3 en la microglia a
causa de la acumulacion de a-sinucleina y represion por miR-7. (Tomado de
Zhou et al., 2016)
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Segun el trabajo llevado a cabo por Zhou et al., 1a a-Syn puede considerarse una clase
de DAMP endogeno que se une a TLR o NLR. La a-Syn conduce a la activacion de
inflamasoma de NLRP3, siendo necesaria la endocitosis de a-Syn. Una vez que a-Syn
es endocitoda, los lisosomas que contienen a-Syn adoptan una morfologia hinchada y
sufren un dafio estructural, que a va producir la expresion de la proteasa lisosomica
catepsina B en el citoplasma. Este proceso esté involucrado en el inicio de la activacion
en cascada inducida por a-Syn del inflamasoma NLRP3, que da lugar a la activacion de
caspasa-1 y una vez activada libera IL-1B (Fig.6). Ademas el estrés celular, incluido el
flujo de salida de potasio y la generacion de ROS, sirve como mecanismo de “puenteo”
de la activacion inducida por las proteinas microbianas del inflamasoma NLRP3 (Ma et
al., 2014). En neuronas dopaminérgicas se expresa microRNA-7 (miR-7) el cual va a

reprimir la a-Syn y va a disminuir el dafio inflamatorio que se produciria.

6.6 Agentes moduladores del inflamasoma

Una vez descrito el mecanismo por el cual se produce la activacion del inflamasoma y
por tanto la consecuente inflamacion, vamos a describir posibles agentes que van a
modular uno o varios de los procesos de regulacién y activacion con el fin de encontrar

moléculas con capacidad antiinflamatoria al inhibir la activacién del inflamasoma.

6.6.1 Levornidazol

El levornidazol es un derivado nitroimidazélico, usado para inhibir infecciones de
anaerobios y parasitarias. Recientemente se ha descrito un nuevo efecto farmacologico,
demostrando el bloqueo de la activacion del inflamasoma NLRP3, no permitiéndose la
liberacion de IL-1p ni IL-18. Ademas, se encontrd que este efecto inhibidor del
levornidazol se lograba al menos parcialmente al disminuir la generacion de ROS

mitocondrial, sin inhibir la activacion de NF-xB (Wang et al., 2015).

Sin embargo, el derivado contrario o dextronidazol sometido al mismo ensayo, no tiene

un efecto farmacoldgico marcado sobre el inflamasoma NLRP3.
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Figura 7. Mecanismo de accién del levornidazol por el que reduce la formacién de ROS

inhibiendo la activacion del inflamasoma. (Tomado de Wang et al., 2015).

6.6.2 Vinagre de bambu

El vinagre de bambu es un liquido de origen natural obtenido a partir del carbon de
bambd por medio de la condensacion. Es usado en piensos de animales de granja para
aumentar su peso, como aditivo alimentario, y con actividad contra el virus de la
encefalomiocarditis. Pero hay estudios que determinan al vinagre de bambd como un
posible agente antiinflamatorio con una accion farmacolégica relacionada con el

inflamasoma que le adjudicaria un uso en dermatitis y cancer de mama (Ho et al., 2013).

El vinagre de bambu estd compuesto por agua, &cido acético y varias sustancias de
origen orgénico. Realmente es el creosol el que presenta la accion inhibitoria de la
activacion del inflamasoma NLRP3. En el ensayo clinico consultado, llevado a cabo por
Chen-Lung Ho et al., se vio como en inflamasoma NLRP3, con capacidad de activacion
por ATP y LPS, perdia su capacidad de activacion al ser incubados con creosol; no solo
reducia la activacion de caspasa-1, sino que también inhibia la expresion de NLRP3 y

prolL-1p, precursora de IL-1p.

6.6.3 Resveratrol

El resveratrol, se trata de un fenol de origen natural, sintetizado por plantas con fines
defensivos en respuesta a patdgenos o lesiones que puedan sufrir. Se puede encontrar en

frutos rojos y en la piel de uva. El resveratrol ejerce una variedad de efectos
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beneficiosos regulando la acetilacion de proteinas, incluidos los efectos
antienvejecimiento, anticancerigenos y antiinflamatorios en modelos animales (Buar y
Sinclair, 2006).

Se ha encontrado un mecanismo de accion por el cual, se produce la inhibicion del
inflamasoma NLRP3, pero no tiene efecto sobre el inflamasoma AIM2, ni sobre
NLRC4 (Misawa et al., 2015).

Cuando se da una reduccion de los niveles de NAD ™, sefial para la regulacion del
inflamasoma, se va a producir la inactividad de la enzima a-tubulina desacetilasa
también conocida como sirtuina 2, lo que produce una acumulacion del sustrato o-

tubulina acetilada.

La a-tubulina acetilada media la proximidad de ASC en la mitocondriay NLRP3 en la
sala de emergencias y proporciona un sitio éptimo para la activacion del NLRP3-
inflamasoma. El tratamiento con resveratrol suprimié la acumulacion inducida por
nigericina 0 MSU de a-tubulina acetilada, sin afectar la estructura de los microtubulos.

El tratamiento con resveratrol también inhibio el transporte de mitocondrias inducido
por nigericina 0 MSU a la region perinuclear (Misawa et al., 2015). Lo que impide el

acercamiento del NRP3 y ASC en ésta region.

Es necesaria la oligomerizacién de ASC para su posterior union a NLRP3 y caspasa-1.
La inhibicidn de la polimerizacién de tubulina y del transporte dependiente de dineina
de cargas en microtubulos acetilados impide la oligomerizacién de ASC y por

consiguiente el ensamblaje del inflamasoma.

6.6.4 Melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una molécula de origen natural
sintetizada en una gran variedad de organismos que regula funciones como el suefio. En
vertebrados, la melatonina circulante es producida en la glandula pineal, pero también
en organos como la piel, foliculos pilosos, tracto gastrointestinal, glandulas salivales, en
linfocitos y plaquetas. Quimicamente se trata de una indoleamina, concretamente la N-

acetil-5-metoxitriptamina.
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Estamos hablando de una molécula con efectos antioxidantes y antiinflamatorios, los
cuales tienen accion en determinados procesos fisiopatoldgicos. Abordando el tema de
los procesos inflamatorios, esta interviene por tres mecanismos distintos; la presencia
de receptores de melatonina en una linea de mastocitos modula una via antiinflamatoria
a través de la inhibicion de la liberacion de TNF- « (Carrillo-Vico et al., 2003). Otras
acciones antiinflamatorias de la melatonina y sus metabolitos son la inhibicion de la
sintesis de prostaglandinas, la produccion de moléculas de adhesién y la regulacion a la
baja de la expresion de ciclooxigenasa 2 en macréfagos, de la adhesion leucocito-
endotelial y de la migracion de células transendoteliales de leucocitos, junto con la
reduccion del reclutamiento de células polimorfonucleares al sitio

inflamatorio. Ademas, la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
contribuye significativamente a la inflamacion, un proceso que conduce a su vez a la
produccién adicional de ROS vy la activacién de las enzimas prooxidantes (Favero et al.,
2017).

Dependiendo de las patologias, diferentes autores han investigado el papel de la

melatonina en la inhibicién del inflamasoma NLRP3:

En lesion pulmonar aguda, el inflamasoma NLRP3 se activa significativamente con una
gran cantidad de IL-1pB y la caspasa-1 activada que se produce en el pulmoén. La
melatonina inhibe la activacion del inflamasoma NLRP3 al suprimir la liberacién de
histonas extracelulares y al bloquear directamente la activacion del inflamasoma de
NLRP3 inducida por histonas (Zhang et al., 2016).

En mucositis posterior a irradiacién, el beneficio terapéutico del gel de melatonina
contra la mucositis oral esta relacionado con sus efectos inhibidores sobre NF-
Sefializacién B / NLRP3 y también en la modulacion de un equilibrio correcto entre
citocinas pro y antiinflamatorias; ademas, también se puede atribuir a las capacidades de
la melatonina para proteger las mitocondrias de las celulas epiteliales, asi como de las

celulas madre, de la radiacion (Ortiz et al, 2015).

Se han encontrado resultados positivos en enfermedades del sistema nervioso central
como es el caso del Parkinson, meningitis o accidentes cerebrovasculares en los que la

melatonina adopta un papel neuroprotector.
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En la obesidad, las afecciones cronicas propias de la enfermedad son desencadenadas
por la liberacion de citoquinas proinflamatorias. La melatonina exdgena mejora la
inflamacion del tejido adiposo mediante la inhibicion de la expresion de genes
inflamasoma, incluido NLRP3, proteina moteada asociada a apoptosis que contiene un
dominio de reclutamiento de caspasas (ASC) y, por lo tanto, caspasa-1 e IL-

1 p. Ademas, la melatonina en el tejido adiposo reduce la fosforilacion de NF- xB e
inhibe la via de NLRP3 en la parte inferior de la corriente (Favero et al., 2017).

6.6.5 Partenoliday Bay 11-7082 6 BH 11-7082.

La partenolida se trata de una lactona sesquiterpénica encontrada en Tanacetum

parthenium.

Su efecto inflamatorio se debe a la inhibicién de NF-xB por su capacidad de alquilacion
de restos de cisteina de IKK[ quinasa. Pero recientemente se ha demostrado que este no
seria el inico mecanismo por el que fuera activo frente a la inactivacion de
inflamasoma, sino que Juliana et al., investigaron la relacion de la partenolida en la
inhibicidn de la caspasa-1. Concluyeron, que en ausencia de partenolida, se producia la
autooligomerizacién de ASC y posterior formacion de piroproteoma ASC (aplicando las
condiciones adecuadas) permitiendo la transformacion de procaspasa-1 a caspasa-1 ya
que se detecto la liberacién de IL-1. Sin embargo, en presencia de partenolida no era asi.
Lo que llevo a la conclusidn de que aguas debajo de la autooligomerizacién de ASC es
inhibida la activacion de la caspasa-1. Se vio que la posible accion podria derivar de la

alquilacion directa de las cisteinas de la subunidad p-20 de la caspasa-1.

Al igual que ocurre con la partenolida, BH 11-7082, es un compuesto capaz de inhibir
NF-kB por el mismo mecanismo. Pero se ha demostrado, que partenolida va a inhibir
distintas rutas de inflamasoma mientras que BH 11-7082 solo va a participar en la
inhibicion de NLRP3.

NLRP3 es una ATPasa, y se requiere su actividad ATPasa para reclutar y oligomerizar
ASC y activar la caspasa-1 (Duncan et al., 2007). Se ha visto, que posiblemente por
alquilacién, es por lo que se produce la inhibicion de la ATPasa provocado tanto por
partenolida como por BH 11-7082. Pero mientas que partenolida actla
inespecificamente frente a varios inflamasomas que precisan ASC, BH 11-7082 va a

ser especifico frente a NLRP3.
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Figura 8. Mecanismo de accidn de partenélida y Bay 11-7082. (Tomado de
Juliana et al., 2010).

6.6.6 Aspartato y glutamato.

Segun el trabajo llevado a cabo por Farooq et al., el aspartato podria intervenir en el
proceso de regulacion a la baja en la activacion del inflamasoma NLRP3 en patologias

inflamatorias tanto hepéaticas como pancreéticas.

La N -metil- D -aspartato (NMDA) se expresa en células de Kupffer y son receptores
que al unirse a ligandos heterotetraméricos activados y a una gran variedad de
metabolitos entre los que aparecen glutamato y aspartato se ensamblan formando un
canal iénico. El receptor estd compuesto por varias subunidades, el aspartato y el
glutamato se unen a la subunidad GIuN2 y se produce la activacion del receptor dandose
la apertura del canal selectivo de cationes. Se sabe que p-arrestin-2 modula las
respuestas inflamatorias (Fan et al., 2014). El aspartato y glutamato van a inhibir la
transcripcion de la proteina NLRP3 y de la pro-1L- 1.

El NMDA es activado por el isémero D del aspartato y del glutamato, dificiles de
encontrar en vertebrados, pero usual en bacterias. El paso de componentes de bacterias

presentes en la microbiota intestinal a través de la circulacion portal puede ser la fuente
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de D-aspartato y D-glutamato para la activacion del NMDA, lo cual lleva a pensar que
un aporte de éstos dos aminoacidos por via portal puede usarse como terapia en las

patologias antes citadas.
El etanol va a actuar como un antagonista no competitivo del receptor NMDA.
6.6.7 y-Tocotrienol

El y-Tocotrienol (yT3) es un isomero de la vitamina E insaturada que se sabe que ejerce
potentes funciones antiinflamatorias en diversos tipos de células, incluidos macréfagos,

adipocitos y varias células cancerosas (Jiang, 2014).

Se le han asociado dos mecanismos de accion por los que el y-Tocotrienol inhibe la
activacion de los inflamasomas de la familia NLR. En primer lugar se hipotetiz6 que
vT3 inhibe la via de sefializacién de NFkB mediante la activacion de A20, una enzima
de edicion de ubiquitinacion. Ademas, se plante0 la hipétesis de que la activacion de
A20 dificulta la ubiquitinacion de TRAF6 (Factor 6 asociado al receptor de TNF). La
formacion de una cadena de poliubiquitina en TRAF®6 es critica para la fosforilacion
mediada por TRAF6 y la activacion de IKK. Después de la activacion, IKK fosforila el
IxB, que sufre degradacion proteosomal permitiendo de este modo que el NFkB se

dimerice en su forma activa (Kim et al., 2016).

7. CONCLUSION

El estudio de las diferentes patologias y la busqueda de farmacos que puedan paliarlas
es tema de vital importancia en el ambito farmacéutico. Muchas enfermedades
derivadas de procesos inflamatorios atn necesitan un tratamiento adecuado. A veces

porgue aun no se conoce totalmente la patogenia de las mismas.

El abordaje de ésta revision da una idea de la importancia que tiene el inflamasoma en
ciertas patologias y por tanto la necesidad de seguir investigando para conocer
adecuadamente la regulacién y activacion de los distintos tipos de inflamasomas. Ya
que dependiendo del proceso patologico afectado interviene uno u otro. Esto aun
plantea muchas dudas que desde el comienzo del siglo XX estan siendo despejadas.
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La modulacion del inflamasoma supone conocer el posible uso de moléculas activas,
que tengan como diana ésta plataforma proteica y que puedan ejercer como principios
activos para el desarrollo de farmacos que inhiban la liberacion de citoquinas
inflamatorias obteniendo medicamentos eficaces, seguros y de facil acceso econémico,
buscando el bienestar de la poblacion mundial.
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