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Resumen

Una de las practicas médicas mas concurridas en la actuali-
dad es el uso indiscriminado de medicamentos con actividad
inhibidora de la inflamacién. Sin embargo la inflamacion
es un proceso de reparacion bioldgica fuertemente con-
trolado por complejos intracelulares, conocidos como in-
flamosomas, que actlian como sensores y mediadores de
la misma. Los inflamosomas forman parte de la familia de
receptores tipo NOD que esta formada de 3 subfamilias: NOD
(nucleotide-binding oligomerization domain), NLRC (NOD-like
receptor CARD domain containing) y NLRP (NOD-like receptor
Pyrin domain containing), que es la que se relaciona con la
formacion de inflamosomas. Existen 14 diferentes tipos de
NLRP. Los miembros de la familia NLRP responden a sefales
exdgenas mediadas por PAMPs (pathogen-associated mole-
cular patterns) o a sefiales enddgenas mediadas por DAMPs
(damage-associated molecular patterns, [también conocidas
como alarminas]). Los componentes de los inflamosomas tipo
NLRP, una vez activado, se ensamblan de acuerdo a un patrén
determinado y forman un complejo que activa a la caspasa-1
que activa a los precursores de IL-1b, IL-18 e IL-33, favoreciendo
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la secrecion de estas citosinas hacia el espacio extracelular.
La IL-1 y la IL-18 son miembros de la misma familia y se les
reconoce como reguladores de la respuesta inmune innata
y adaptativa, la IL-:33 también es miembro de la familia de IL-1
y se le considera una alarmina. A manera de ejemplo, en el
presente manuscrito describimos la estructura y formacion
del inflamosoma NLRP3 y mencionamos algunas de las en-
fermedades en las que se activa, enfatizando de manera muy
particular su participacion en la enfermedad de Alzheimer.
Palabras clave: Inflamosoma, NLRP, NOD, PAMPs, DAMPs,
alarminas.

What are inflammasomes?

The NLRP3 as an example

Abstract

One highly common medical malpractice is the undiscrim-
inatory use of inflammation inhibiting drugs. Inflammation
is a biological repair process vastly controlled by intracellular
complexes known as the inflammasome that act as sensors
and mediators of the inflammation process. Inflammasomes
are members of the NOD innate immune system family of
receptors that consist of 3 closely related subfamilies: nu-
cleotide-binding oligomerization domain (NOD), NOD-like
receptor CARD domain containing (NLRC), and NOD-like
receptor Pyrin domain containing (NLRP); the latter is the
most directly related to the inflammasome. There are 14 dif-
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ferent NLRPs all of which are activated by exogenous signals
through pathogen-associated molecular patterns (PAMPs)
or by endogenous signals via damage-associated molecular
patterns, also known as alarmins, are endogenous molecules
constitutively available and released upon tissue damage
(DAMPs). Once activated, the components of the NLRP in-
flammasome begin an assembling process that follows a
pre-established pattern so a caspase-1 activating complex is
formed. This complex activates IL-1b, Il-18 and IL-33 precursors
thus favoring the secretion of this cytokines to the extracel-
lular milieu. IL-1 and I.-18 are members of the same cytokine
family and their main function is to regulate the innate and
adaptive immune response whereas IL-33, also a member
of the IL-1 family of cytokines, is considered an alarmin. We
emphasize the structure and formation of NLRP3, implicated
on a host of inflammatory disorders, with special attention
to its participation in Alzheimer’s diseases.

Key words: Inflammasome, NLRP, NOD, PAMPs, DAMPs, alarmins.

INTRODUCCION

Los inflamosomas son complejos proteicos loca-
lizados en el citoplasma de las células, que actiian
como sensores y son mediadores del desarrollo de la

inflamacién'. Existen diferentes inflamosomas, pero
todos ellos estdn relacionados con el reconocimiento
de patrones conservados de secuencias proteicas a
través de los receptores tipo PPR, que son recep-
tores que reconocen patégenos’. Estos tltimos se
subdividen en 4 categorias: los receptores tipo Toll
(TLRs), los receptores tipo RIG-I (derivado del in-
glés retinoic acid-Inducible gene 1), los receptores de
carbohidratos tipo lectina (CLRs) y los receptores
tipo NOD (derivado del inglés nucleotide-binding
oligomerization domain)®. Estos Gltimos conforman
un grupo especializado de proteinas intracelulares
presentes en el citoplasma que se consideran esen-
ciales para detectar patdgenos e iniciar la respuesta
inmune innata.

A los receptores tipo NOD de aqui en adelan-
te los llamaremos NOD-/ike receptor (NLR). Los
NLRs estdn divididos en 3 subfamilias clasificadas
de acuerdo con los dominios de interaccién con
proteinas que poseen en la regién amino terminal:
1) NOD que consiste de 6 miembros diferentes —5
NODy 1 CIITA (Class Il transactivator)—, 2) IPAF
o NLRC, que estd formado por 2 miembros, y 3)
NLRP, del que se reconocen 14 diferentes miembros
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(NLRP1 hasta el 14). Esta tiltima subfamilia, la de
los NLRP, es la que se relaciona con la formacién
de inflamosomas, en particular NLRP1, NLRP3,
NLRP7Y NLRC4 (NLR family CARD domain con-
taining 4)2,4. Los NLRs responden a senales exége-
nas que provienen de bacterias, hongos o virus que
contengan PAMPs (pathogen-associated molecular
patterns), o a senales endégenas que son moléculas
conocidas como DAMPs (damage-associated mole-
cular patterns), también conocidas como alarminas,
las cuales son liberadas por las células danadas ya
sea por cdncer, trauma, necrosis o isquemia. Estas
moléculas son los mediadores de la induccién de la
inflamacién asociada a los procesos de estrés’. A la
fecha se ha reconocido a la proteina HMGB-1 (high
mobility group box-1)°, la calgranulina A y B, y el
amiloideo sérico tipo A como inductores de estrés.
La sefalizacién que inducen estas moléculas esta
mediada por receptores especificos que incluyen a
los receptores para productos terminales con gli-
cacién avanzada (RAGE), los receptores TREM-
1 (triggering receptor expressed on myeloid cells 1),
TLR2, TLR4 y un receptor transmembranal tipo
lectina-C que se conoce como Mincle. El inflamo-
soma NLRC4, que tiene cierta similitud estructural
con NLRP3, se activa por bacterias Gram— que
poseen sistemas de secrecién tipo III o IV (T3SS,
T4SS) o flagelina que entra al citosol a través de
los T3SS o T4SS como sucede en la infeccién por
Salmonella, Shigella, Pseudomona o Legionela’.
Los inflamosomas, que como ya mencionamos
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anteriormente son complejos formados por diferen-
tes proteinas® que describiremos mds adelante, acti-
van a la caspasa-1, también conocida como enzima
convertidora de la interleucina-1, cuya funcién es
separar los componentes de la forma precursora de
la IL-1b e IL-18, generando asi los péptidos madu-
ros. Recientemente se ha descrito que la caspasa-1
también actda sobre la IL-33’% sin embargo, la in-
formacién es controversial, ya que algunos autores
mencionan que el efecto de la casapasa-1 es necesa-
rio para generar la molécula biolégicamente activa
IL-33112-270, mientras que otros mencionan que la
forma activa es la IL-33,270 y que el efecto de la
caspasa-1 en la asparagina 178 de la secuencia de la
IL-33 genera una molécula biolégicamente inactiva.
De cualquier manera, e independientemente de la
controversia funcional, el comin denominador de
estas 3 interleucinas es que su 4cido ribonucleico
mensajero (ARNm) es traducido sin requerir de
una secuencia sefal para ser secretado.

El inflamosoma mds estudiado hasta la fecha es
el NLRP3, también conocido como criopirina’®. Este
inflamosoma estd formado por la proteina NLRP3,
la proteina adaptadora ASC (apoprosis-associated
speck-like protein) y una procaspasa-1 (figura 1). La
estructura de la proteina NLRP3 contiene 3 domi-
nios, un dominio de pirina N-terminal (PYD), en
el carboxilo-terminal se encuentra un dominio que
posee repeticiones ricas en leucina (dominio LRR),
y una zona central que se conoce como dominio

NACHT (nucleotide binding and oligomerization
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domain), el cual se une a nucleétidos y es el respon-
sable del proceso de oligomerizacién del inflamoso-
ma. El dominio de pirina, que también se le llama
TRIM20, censa la perturbacién inducida por las
toxinas bacterianas de la familia de las RhoGTPa-
sas. Cuando no existen las moléculas activadoras de
la formaci6n del inflamosoma el dominio NACHT
y el dominio LRR de NLRP3 interacttian entre si
suprimiendo asi la interaccién entre el NLRP3 y la
proteina adaptadora ASC, inhibiendo la formacién
del inflamosoma.

El dominio CARD es un dominio plegado de
muerte, similar a PYD, pero formado por 6 alfa
hélices antiparalelas con una regién central hidro-
fobica, y en la cara externa formada por aminoé-
cidos cargados; PYD estd formado por solamente
2 alfas hélices y también tiene una regién central
hidrofébica. Es de llamar la atencién el hecho de
que el dominio PYD en la molécula adaptadora
ASC tiene 2 sitios de unién, uno que se une al
PYD de NLRP3 y el otro que se une a la protei-
na moduladora de la formacién del inflamosoma
llamada POP1"; la fuerza de unién de POPI1 es
pobre, lo que facilita que en presencia de proteinas
inductoras de la formacién del inflamosoma POP1
se desprenda y ese sitio de unién sea utilizado para
reforzar la unién con NLRP3. La lista de proteinas
que contienen dominios CARD es muy extensa
pero la gran mayoria de ellas (caspasas 1, 2, 4, 5,
9, 12, 13, ICEBERG, MDA-5, MAVS, CRADD,
RAIDD-2, RIG-1, CARD 8,9, 10, 11, 14, APAF1,
GLAVALI, etc.) se relaciona con procesos de apop-
tosis e inflamacién.

El dominio pro-caspasa estd formado por los 2
componentes activos de la caspasa-1, que se cono-
cen como pl0 y p20, que estdn unidos a un domi-
nio CARD. La figura 2 es una representacién de
c6mo los 3 componentes basicos del inflamosoma,
se unen entre si para formar un dimero y poste-
riormente el tetrdmero que es la forma activa del
inflamosoma. La liberacién de p10/p20 se debe a
la accién de una caspasa-14 que se encuentra en el
citoplasma de las células y es parte de la familia de
las caspasas inductoras.

El ensamble de los diferentes componentes que
conforman el inflamosoma NLRP3 dispara una

modificacién conformacional que induce su acti-
vacién y oligomerizacién en un tetramero (figura
2), lo cual a su vez conlleva a la activacién de la
caspasa-1 y ésta a su vez, a la secrecién de IL-1b e
IL-18 que resulta en inflamacién y también en un
proceso de lisis celular llamado piroptosis que se da
cuando el proceso de oligomerizacién no se lleva a
cabo'?. Al parecer la proteina de choque térmico
conocida como HSP90 y la proteina asociada con
la ligasa de ubiquitina conocida como SGT1 regu-
lan la formacién y la activacién del inflamosoma
NLRP3".

La activacién del inflamosoma se inicia con la
fosforilacién del receptor especifico que se activa ya
sea porque reconoce PAMPs o DAMPs;' la fosfori-
lacién del receptor activa al factor de transcripcién
NF-kB, el cual se trasloca al nicleo de la célula y
promueve la transcripcién de la proteina NLRP3,
prolL-1b, prolL-18, prolL33 y HMGB-1, que se
mantienen en el citoplasma de la célula de forma
inactiva®. Este proceso se reconoce como la primera
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serial de induccidn para la formacion del inflamoso-
ma. La presencia de una segunda sefial de activacién
estd dada por la presencia de especies reactivas de
oxigeno en el citoplasma, la salida de potasio a tra-
vés de poro purogénico P2X7 y la entrada de calcio,
dano mitocondrial, la ruptura de vesiculas de fago-
lisosomas que liberan catepsinas al espacio intrace-
lular, o bien la existencia de estrés en el microam-
biente celular; cualquiera de estas vias de activacién
favorece que se “abra” NLRP3 e interactte el do-
minio PYD de NLRP3 con la proteina adaptadora
ASC induciendo asi la oligomerizacién del NLRP3
con la proteina ASC (apoptosis-associated speck-like
protein); posteriormente el dominio CARD (caspase
activation and recruitment domain) de ASC se une
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al dominio CARD de la procaspasa-1 dando lugar
a la formacién del inflamosoma NLRP3 que es en
realidad un complejo. Este complejo funciona como
catalizador para que la caspasa-14, que es una forma
de caspasa de activacién corte a la procaspasa-1, en-
tre el dominio CAD vy las regiones activas p10/p20 y
genere el tetrdmero activo caspasa-1/p10/p20, que es
una proteasa de cistefnas que al activarse corta a la
pro-ILb, pro-IL-18 y pro-IL-33, lo que contribuye
a la activacién y secrecion de IL-1b, IL-18 e IL-33
maduras (figura 3)'*". Recientemente se describi6
que la fraccién ASC del NLRP3 se libera hacia la
circulacién donde funciona como un complejo oli-
gomérico extracelular que genera senales de dano
amplificando asi la respuesta inflamatoria'®.
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El inflamosoma NLRP3 se encuentran pri-
mordialmente en macréfagos, monocitos, células
dendriticas y neutréfilos, y ayuda en la defensa
contra infecciones, pero también pueden inducir
choque séptico o empeorar la ateroesclerosis cuan-
do se activa de manera no controlada o se inhibe
a la cinasa kB"Y. El lipopolisacarido de la pared de
bacterias gramnegativas o el ATP extracelular ac-
tivan a la caspasa-1 del inflamosoma NLRP3?, asi
como también el amiloide b fibrilar, el hidréxido
de aluminio, los asbestos, los cristales de coleste-
rol, las lipoproteinas oxidadas de baja densidad, la
hiperglicemia, los dcidos grasos libres o los crista-
les de acido drico. Existe una larga lista de virus
que activan al inflamosoma NLRP3, entre los que
sobresalen el virus Sendai, el adenovirus, el virus
de la encefalomiocarditis y el virus de la influen-
za. La presencia de ATP extracelular estimula el
canal iénico purogénico P2X7, lo que dispara la
salida de K hacia el espacio extracelular e induce
de esta manera el reclutamiento del poro de mem-
brana llamado panexina-1, que facilita el ingreso

de moléculas de ATP hacia el espacio intracelular.
Es importante hacer notar que existe una via de
inflamosoma no candnica en la que la caspasa-4
y la -5 ejercen el efecto sensor y el efecto efector.
La caspasa 4 o 5 detectan la presencia de LPS en
el citosol a través del reconocimiento del lipido A,
que es parte constitutiva del LPS bacteriano, con el
dominio CARD; esta via no canénica solo induce
el proceso de piroptosis y no activa la secrecién de
citosinas proinflamatorias debido a que no favorece
la oligomerizacién del inflamosoma. Esta via no
candnica requiere que las vacuolas citopldsmicas que
contienen al patégeno se lisen para que se libere el
LPS del patégeno al citoplasma.

Afortunadamente existen una serie de inhibi-
dores del inflamosoma que incluyen al b-hidroxi-
butirato, los interferones tipo 1, el micro RNA223
y el resveratrol?!. Este tltimo es una molécula an-
tioxidante formada por un fenol y una fitoalexina
que se encuentra en la pared de las uvas negras y los
frutos rojos, y por lo tanto es un componente muy
importante del vino tinto*.
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La activacion del inflamosoma NLRP3 se relaciona
con alteraciones en la concentracion intracelular

de potasio, la presencia del virus de la influenza,

la bacteria Neisseria gonorrhoae, las particulas
contaminantes ambientales, los cristales de colesterol
o de uratos, la esclerosis multiple, la encefalomielitis
autoinmune, el Alzheimer, la enfermedad de Crohn,
el sindrome de fiebre periédica asociada a criopirina
y muchos sindromes clinicos mas.

¢CUAL ES LA RELEVANCIA CLINICA

DE LOS INFLAMOSOMAS?

Constantemente, nuestra actividad médica esta en-
frentdndonos a eventos mediados por los inflamo-
somas; aun mds, no existe proceso inflamatorio en
el que no esté involucrado alguno de los maltiples
inflamosomas que hemos mencionado®?*’. De ma-
nera muy particular se puede decir que la activacién
del inflamosoma NLRP3 se relaciona con altera-
ciones en la concentracién intracelular de potasio,
la presencia del virus de la influenza, la bacteria
Neisseria gonorrhoae, las particulas contaminantes
ambientales, los cristales de colesterol o los cristales
de uratos, los asbestos, la progresién de la esclerosis
multiple, la encefalomielitis autoinmune, la enfer-
medad de Alzheimer?4, la colitis ulcerativa crénica
inespecifica, la enfermedad de Crohn®, el sindrome
de fiebre periédica asociada a criopirina y muchos
sindromes clinicos mds. Mutaciones en los genes
de NLRP3 también se asocian con el desarrollo
de enfermedades autoinmunes y autoinflamatorias,
entre estas Ultimas sobresale el sindrome autoin-
flamatorio familiar frio o sindrome neurocutdneo
infantil crénico?.

En el caso particular de la enfermedad de Alzhe-
imer se sabe que la fraccién 1-42 del amiloide-b en
su forma soluble es internalizado en la neurona por
el CD36, que es un receptor scanvenger; este amiloi-
de-b, asi como fibras de amiloide-b intracelulares y
extracelulares, estas dltimas internalizadas por los
receptores para glutamato NMDA (que son recep-
tores de N-metil-D-aspartato), forman un fagoliso-
soma que se modifica y libera al espacio intracelular
catepsina B la cual activa la formacién del inflamo-
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soma. Es obvio que los inhibidores de catepsina B
(como el ibuprofeno)®® tienen aplicacién clinica en
esta enfermedad, ya que al prevenir la activacién del
inflamosoma disminuird la secrecién hacia el espacio
extracelular de especies reactivas de oxigeno, que
tienen el potencial de inducir la formacién de fibrillas
de amiloide-b y de citocinas proinflamatorias (IL-1b,
IL-6, IFNy, IL-8), que se mantienen en el cerebro o
son drenadas a la circulacién periférica un mediante
mecanismo de drenaje antigénico bien descrito. La
acumulacién de mis fibrillas de amiloide-b se da,
entre otras causas, por la funcién activadora del IFNg
sobre las g-secretasas, que son las enzimas que liberan
el fragmento téxico amiloide-b 40/42.
Recientemente se observé en ratones con defi-
ciencia de NLRP3 que las células de la microglia,
que en realidad son macréfagos cerebrales, se deri-
van hacia el fenotipo M2 que se relaciona con mayor
secrecion de IL-4 (tipica de respuestas Th2, es decir,
antiinflamatorias) y reduccién de depdsitos cere-
brales de amiloide-b?”. Toda esta informacién deja
de manifiesto que la activacién del inflamosoma
NLRP3 juega un papel primordial en el desarrollo
de la enfermedad de Alzheimer', lo cual lo convierte
en un blanco terapéutico interesante (figura 4).
En conclusién, es importante enfatizar que los
inflamosomas son estructuras intracelulares que al
tener dos pasos de activacién pueden considerarse
como reguladores del proceso de la inflamacién; sin
embargo, la homeostasis que mantienen se puede
perder en condiciones de agresién por patégenos o
por medicamentos. Un buen ejemplo de esto tltimo
es el uso indiscriminado de medicamentos antiin-
flamatorios, los cuales pueden inducir efectos con-
trarios a los deseados ya que los medicamentos de
este estilo, especialmente los no esteroides, pueden
activar al inflamosoma a través de vias dependientes

no solo de P2X7 sino también de TLR4. @
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