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Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico
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IL-18: Interleucina 18
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NOX2: NADPH oxidasa 2
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PKC: Proteina cinasa C

ROS: Especies reactivas de oxigeno

SNC: Sistema nervioso central

TAK1: Transforming growth factor  (TGF- B) activated kinase 1
TLR: Receptor tipo Toll



Resumen

La excitotoxicidad es un fendmeno que ocurre en respuesta a la sobre activacion de
receptores glutamatérgicos. Este fendmeno se ha descrito en enfermedades
neurodegenerativas y en afectaciones agudas como las lesiones cerebrales
traumaticas y los accidentes cerebrovasculares. La sefializacion glutamatérgica
durante la excitotoxicidad promueve la pérdida de la homeostasis del Ca?*, que
cataliza, entre otros eventos, la sobreproduccién de especies reactivas del oxigeno
(ROS) provenientes de la mitocondria y de complejos enziméticos como las NADPH
oxidasas (NOX). Las NOX constituyen una familia formada por 7 homologos que se
encuentran ampliamente distribuidas en diferentes regiones del sistema nervioso
central SNC. Dos de estos homdlogos, NOX2 y NOX4, se activan en células gliales en
respuesta al dafio en el (SNC). Se sabe que la actividad de las NOX en células gliales
participa en la excitotoxicidad, contribuyendo al mantenimiento del estrés oxidante por
un largo periodo de tiempo como en el caso de las enfermedades
neurodegenerativas. Recientemente se ha descrito que las células gliales expresan
receptores glutamatérgicos ionotrépicos y metabotrépicos que pueden participar en la
excitotoxicidad. Por otra parte, también se sabe que la actividad de las NOX son piezas
fundamentales de la la neuroinflamacién. Poco se sabe acerca de la respuesta
inflamatoria mediada por la activacién de receptores glutamatérgicos gliales, por lo que
el presente trabajo se centra en describir el papel de la microglia y la astroglia en la
excitotoxicidad, asi como la contribucion de los receptores glutamatérgicos gliales en

el desarrollo de la neuroinflamacion inducida por dafio excitotoxico.



Abstract

Excitotoxicity occurs in response to the overactivation of glutamate receptors.
Excitotoxicity is involved in neurodegenerative diseases and in acute brain diseases,
such as brain injury and stroke. Glutamatergic signaling during excitotoxicity initiates
with the loss of Ca?* homeostasis that promotes, among other events, the
overproduction of reactive oxygen species (ROS) from mitochondria and some enzyme
complexes such as NADPH oxidases (NOX). NOX constitute a family of seven
homologues widely distributed in the nervous system. Two of these isoforms, NOX2
and NOX4, are activated in glial cells in response to damage to the CNS, contributing
to the inflammatory response. It has been suggested that glial NOX activity participates
in excitotoxicity by contributing to the maintenance of oxidative stress in several models
of neural damage such as neurodegenerative diseases. Recently, it has been found
that glial cells express ionotropic and metabotropic glutamate receptors. The present
study focuses on describing the role of glutamate in microglia and astroglia during
excitotoxicity, as well as the contribution of glial glutamatergic receptors in the

development of neuroinflammation induced by excitotoxicity.
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1. INTRODUCCION

1.1. Papel de las especies reactivas del oxigeno en la muerte celular

Se sabe que las concentraciones elevadas de ROS desencadenan respuestas de
estrés que conducen a la detencion del ciclo celular, apoptosis y senescencia celular.
En condiciones extremas, tanto el ADN, como las proteinas y lipidos pueden sufrir un
dafio estructural y funcional por accién de las especies reactivas. Actualmente
sabemos que el estrés oxidante se asocia a las enfermedades neurodegenerativas, el
evento vascular cerebral, la hipertension arterial sistemica y la aterosclerosis (Magnani
et al., 2019; Barua et al., 2019).

En los sistemas bioldgicos, el estrés oxidante se produce por perturbaciones en el
equilibrio de los sistemas antioxidantes y prooxidantes (Sies 2015; Burton et al., 2011).
Se han descrito diferentes fuentes de ROS en las células eucariontes. Entre ellas se
encuentran las enzimas que producen ROS como productos secundarios, como ocurre
con la xantina oxidasa; por otro lado, existen enzimas que sintetizan ROS como
producto principal y exclusivo, como en el caso de la familia de las NADPH oxidasas
(Ma et al., 2017; Breitenbach et al., 2018). Otras fuentes de ROS incluyen procesos
metabdlicos que las generan de manera secundaria, como es el caso del metabolismo
energeético, el cual involucra a la cadena de transporte de electrones en la mitocondria,
que es una de las fuentes de ROS mas importantes en las células. En el caso de la
excitotoxicidad, se han identificado a las NADPH oxidasas y a la mitocondrial como las

fuentes principales de ROS.

1.1.1 NADPH oxidasas

Las NOX son complejos enzimaticos cuya subunidad catalitica transfiere electrones
del NADPH al oxigeno molecular, produciendo anién superéxido. Dependiendo de la
subunidad catalitica y las subunidades reguladoras, se identifican, en mamiferos, siete
diferentes complejos homologos: NOX1, 2, 3, 4 y 5 y las oxidasas duales 1 y 2
(DUOX1, DUOX2) (Buvelot et al., 2019). La estructura de las enzimas NOX conserva
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propiedades que son comunes en todos los homdlogos enzimaticos. Todas las
subunidades cataliticas presentan un dominio COOH-terminal con sitios de unién a
NADPH y FAD"y seis hélices-a transmembranales con dos grupos prostéticos hemo
(Bedard et al., 2007) (Figura 1). La activacion de las NOX, con excepcion de NOX-4,
(la cual se encuentra constitutivamente activa), estd mediada por interacciones
proteina-proteina, como es el caso de las NOX-1, 2 y 3 6 por calcio, como ocurre con
la NOX-5ylas DOUX 1y 2 (Brandes et al., 2014).
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Figura 1. Isoformas de la NADPH oxidasa y subunidades asociadas. La NADPH oxidasa
esta conformada por la subunidad estabilizadora p22phox, p47phox subunidad organizadora,
p67 subunidad activadora, p40 subunidad reguladora y Rac proteina de uniéon dependiente a
GTP. Activacién del complejo dependiente de la interaccion proteina-proteina: (a) NOX 1-3
sintesis superéxido (O2¢-), (b) NOX-4 produccién de peréxido de hidrogeno por la actividad
enzimatica de la enzima superoxido dismutasa. Activacion dependiente de calcio: (c) La NOX-
5 cataliza la formacion de Oze- mientras que las DUOX 1-2 (d) sintetizan peréxido de hidrogeno

por la dismutacion del superdxido (Buvelot et al., 2019)

Las NOX pueden producir superoxido (NOX1-3 y 5) o peréxido de hidrégeno (NOX4,
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DUOX 1-2). Los siete miembros de la familia comparten un centro catalitico formado
por distintos dominios: la deshidrogenasa, los dominios transmembranales que captan
sustratos y los grupos prostéticos donde se realiza la transferencia de electrones. La
transferencia se lleva a cabo secuencialmente desde el NADPH citosolico al FAD*, que
se encuentra en el dominio deshidrogenasa unido covalentemente y que esta regulado
por el dominio de activacion de p67phox, posteriormente al grupo hemo interno y
externo en el dominio transmembrana, finalmente al Oz extracelular produciendo
superoxido o peréxido de hidrégeno, respectivamente (Bedard et al., 2007; Magnani
et al., 2019). (Figura 1).

De entre los siete homadlogos, se sabe que la NOX2 tiene un papel crucial en la muerte
celular. La NOX2 (también conocida como gp91phox) se describié por primera vez en
neutroéfilos y macrofagos, sin embargo, se encuentra presente en practicamente todas
las células, incluyendo cardiomiocitos (Matsuno et al., 2012), hepatocitos (Eun et al.,
2017), células del musculo liso (Briones et al., 2011), y neuronas (Cooney et al., 2013).
La caracterizacion de su activacion y estructura ha servido como referencia en el
estudio de los otros tipos de NOX (Bedard et al., 2007).

La activacion de NOX-2 depende de la translocacion de las subunidades reguladoras
multidominio PHOX en el citosol (p47phox, p67phox, p40phox) asi como de proteinas
de union a nucleétidos de guanina de bajo peso molecular (Rho GTPasa, Racl o
Rac2). De ellas, la p47phox se fosforila permitiendo la asociacion al heterébmero
p22phox/gp91phox (NOX-2) anclado a la membrana, formando la oxidasa activa,
seguido de la reduccién del oxigeno a anién superéxido (Gao et al., 2012; Panday et
al., 2015) (Figura 1).

La activacion de la NOX-2 no solo forma parte fundamental de la respuesta inflamatoria
mediada por la microglia (Barua et al., 2019). Ademas, se sabe que tiene otros papeles
en el sistema nervioso ya que participa en procesos relacionados con la maduracion

neuronal y también se relaciona con la muerte celular. El estrés oxidante asociado al
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aumento en la actividad de las NOX se ha visto implicado en diferentes patologias,
tales como la enfermedad de Alzheimer (Ganguly et al., 2021), la esclerosis multiple

(Hu et al., 2021) y el accidente cerebro vascular (Carbone et al., 2015).

El sistema nervioso requiere condiciones oxidativas para la diferenciacion celular, se
sabe que las ROS actuan sobre el factor de crecimiento nervioso (NGF). Se ha
identificado la funcion de la NOX2 y de las ROS como moduladores durante el
desarrollo del cerebelo. Mientras que la NOX2 presenta expresion constante a
diferentes dias postnatales, la generacion de ROS es diferencial en distintas edades y
regiones en las capas del cerebelo (Coyoy et al., 2013). Las ROS desempefian un
papel importante en el desarrollo de las neuronas granulares de cerebelo ya que
modulan la morfogénesis axonal, probablemente mediado por la NOX2 que se localiza

principalmente en filopodios y conos de crecimiento (Olguin et al., 2015).

Por otro lado, las NOX juegan un papel crucial en el desarrollo y progresion de los
trastornos del SNC, por lo cual la inhibicion catalitica de estas enzimas podria resultar
en una estrategia terapéutica para el tratamiento de diversas patologias. Existen
diferentes compuestos que inhiben la actividad de las NOX mediante distintos
mecanismos de accion, por ejemplo, el difenileniodonio (DPI) y la apocinina bloquean
el acoplamiento de p47phox al complejo funcional de NOX. Otros compuestos, como
el AEBSF, impiden el acoplamiento de los componentes citosélicos p47phox y
p67phox a la membrana. Existen compuestos mas selectivos como el péptido Gp91ds-
tat que inhibe a la NOX-2 al unirse a p47phox e impede la formacion del complejo
enzimatico. Finalmente, otro compuesto selectivo es el Vas 2870, el cual inhibe la
translocacion de p47phox a la membrana (Barua et al., 2019; Kim et al., 2017; Brandes
et al., 2014; Dedard et al., 2007).

1.2 Dano excitotdéxico en sistema nervioso central

El glutamato es el neurotransmisor excitador mas abundante del SNC de los

vertebrados (Dong et al., 2009). Bajo condiciones fisioldgicas, el glutamato interviene
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en diversos procesos como la migracion y la regulacion de la supervivencia celular

durante el desarrollo del cerebro (Cheung et al., 1998).

La actividad sinaptica mediada por el glutamato ocurre a través de receptores
selectivos (GIluR) que pueden funcionar como canales iénicos (receptores ionotropicos,
iIGIuR) o estar acoplados a proteinas G (receptores metabotrépicos, mGIuR). Existen
diferentes subtipos de receptores ionotrépicos que se distinguen por su preferencia a
los agonistas NMDA, kainato y AMPA (Hansen et al., 2017). También se han
identificado tres grupos de receptores metabotropicos (Crupi et al., 2019).

El término excitotoxicidad fue usado originalmente por Olney en 1986 para definir la
capacidad que tiene el glutamato y otros compuestos relacionados, para inducir muerte
neuronal (Olney, 1986). Previamente se habia reportado que altas dosis de glutamato
producian cambios patoldgicos en los cerebros de roedores y primates (Olney, 1969;
Olney, et al, 1972). Posteriormente se encontré que la exposicion incrementada a
glutamato resultaba ser letal para las neuronas tanto in vivo como in vitro (Coyle et al.,
1981; McGeer and McGeer, 1982). Ahora se sabe que el dafio excitotoxico se asocia
a enfermedades neurodegenerativas, isquemia cerebral, lesiones cerebrales
traumaticas, hipoglucemia y estado epiléptico, entre otros.

Varios estudios han demostrado que la inhibicion del receptor NMDA reduce
marcadamente el dafio excitotdxico asociado a una reduccién en los niveles de calcio

intracelular y a la generacion de ROS (Yang et al., 2018).

La sobre estimulacion de los receptores sinapticos por la exposicion prolongada al
glutamato o al NMDA induce una serie de eventos que incluye un influjo de iones sodio,
potasio y calcio extracelular, asi como edema celular y una disfuncion mitocondrial
(Armada et al., 2020). Durante este proceso, previo a la muerte neuronal, ocurre una
pérdida de las estructuras post-sinapticas (Pregnolato et al., 2019). Cheung y
colaboradores (1988) primero demostraron que el aumento en las concentraciones
extracelulares de glutamato en cultivos primarios de neuronas corticales provocaba la
muerte por necrosis y apoptosis. Mas adelante se encontrd que otros tipos de muerte

pueden presentarse dependiendo del contexto y las condiciones fisiopatologicas.

15



Uno de los procesos mas criticos en la muerte neuronal por excitotoxicidad, es el
aumento de la concentracion de calcio citosdlico (Krasil'nikova, et al., 2019) mediado
principalmente por los receptores AMPA y NMDA, asi como los receptores
metabotropicos que estimulan la liberacibn de calcio proveniente del reticulo
endoplasmico. La mitocondria juega un papel esencial en la regulacion de calcio a
través del uniportador de calcio mitocondrial (Armada et al., 2020). Bajo condiciones
excitotdxicas, la desregulacion del calcio conduce a la despolarizacién de la membrana
mitocondrial alterando la produccion de ATP y generando una produccion alta de ROS,
lo que deja a las neuronas en un estado oxidante con baja energia (Figura 2)
(Mattson, 2004; Christensen et al., 2019).
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Figura 2. Mecanismos responsables del dafio excitotoxico. La sobreactivacion de los
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receptores de glutamato conduce a la desregulacién homeostatica del calcio, al incremento en
la produccion de ROS (provenientes de la mitocondria o de la NADPH oxidasa) y de 6xido
nitrico. También ocurre un estrés de reticulo y una disfuncién mitocondrial. Todo esto culmina

con la muerte celular.

Se sabe que un incremento de calcio y un incremento de ROS favorecen la
permeabilidad del poro de transicion de la membrana mitocondrial, lo que conlleva a
una falla energética y esto a su vez promueve aun mas la produccién de ROS,
generandose un circulo vicioso; lo que finalmente lleva a la liberacion de factores
proapoptoticos que inician el proceso de muerte (Dong et al., 2009).

Por otra parte, las neuronas también producen Oxido nitrico en respuesta a la
activacion de GIuR, el cual puede reaccionar con el anion superoxido produciendo
peroxinitrito. El peroxinitrito es una especie reactiva, que dafia las membranas e induce
a la activacion de enzimas involucradas en el catabolismo de biomoléculas y la
inhibicion de la sintesis de proteinas por lo que el dalo que produce peroxinitrito
depende de la intensidad y duracion de la condicion excitotéxica (Mattson, 2004;
Brown 2010).

Recientemente se demostrd que las NOX se activan durante el proceso excitotoxico y
gue juegan un papel critico en la muerte neuronal inducida por distintas condiciones,
incluida la activacion de los receptores glutamatérgicos (Brennan et al., 2009; Girouard
et al., 2009; Guemez et al., 2011; Hernandez-Espinosa et al., 2019). Los mecanismos
particulares de las NOX involucrados en el proceso se desconocen a detalle. Se sabe
gue distintas condiciones de muerte las NOX se activan por lo que la eliminacién
genética o inhibicion farmacolégica reducen marcadamente la muerte neuronal,
incluida la inducida por excitotoxicidad (Coyoy et al., 2008; Hernandez-Enriquez et al.,
2011).

1.3. Papel de la glia en la respuesta inflamatoria
La respuesta inmune innata en el SNC estéa regulada principalmente por la microglia,

gue son los macréfagos residentes de cerebro (Rojo et al., 2014). La microglia en
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reposo presenta una morfologia ramificada que se encuentra constantemente
sensando el ambiente. Las células de la microglia estan involucradas en el desarrollo
y supervivencia neuronal (Subhramanyam et al., 2019) y son capaces de activarse en
respuesta a condiciones adversas como infecciones y lesiones tisulares locales (Voet
et al., 2018). La activacion de la microglia desencadena la liberacion de mediadores
inflamatorios por la polarizacién hacia el fenotipo proinflamatorio. Adicionalmente, la
activacion promueve la liberacion de aminoacidos excitadores como el &cido

glutamico, aspartico y quinolinico (Strunecka et al., 2018).

Bajo condiciones inflamatorias, la microglia expresa dos fenotipos ampliamente
conocidos, M1 (proinflamatorio) y M2 (antiinflamatorio) (Orihuela et al., 2016). La
expresion de estos fenotipos y la inflamacién per se tienen la finalidad de proteger al
parénquima cerebral frente al dafio cerebral. La activacion de la microglia en
enfermedades neurodegenerativas presenta un fenotipo conocido como microglia
asociada a la enfermedad (DAM, por sus siglas en inglés), el cual se diferencia de la
microglia activa en la inflamacion por otras causas. La activaciéon de DAM puede ser
protectora y conformar la respuesta inicial (Voet et al., 2018); sin embargo, esta
respuesta inflamatoria puede contribuir a agravar esas enfermedades por su

cronicidad y recurrencia a largo plazo (Sousa et al., 2018).

Los astrocitos son un tipo de células gliales que desempefian diversas funciones en el
SNC. Entre éstas, destaca la capacidad de responder ante estimulos de dafio por la
activacion de receptores de reconocimiento a patrones (PPR) que desencadenan parte
de la respuesta inflamatoria. Esto lleva a una condicion conocida como astrogliosis,
cuya sefializacion puede exacerbar la inflamacion, liberar mediadores inflamatorios y/o

promover la respuesta antiinflamatoria (Sofroniew et al., 2015).

Al igual que la microglia, los astrocitos expresan diferentes fenotipos en respuesta al
dafio celular. El fenotipo Al tiene capacidad neurotéxica y el A2 ejerce una respuesta
neuroprotectora (Giovannoni et al., 2020). Las vias de sefializacién reguladas por la
activacion de los astrocitos frente a estimulos inflamatorios en distintas patologias

convergen en reguladores transcripcionales, como el NFkB (Linnerbauer et al., 2020).
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1.3.1 Neuroinflamacion

Se sabe que el SNC dafado desarrolla un proceso inflamatorio como parte de la
respuesta inmune innata, la cual tiene como fin limitar el dafio y recuperar la
homeostasis (Dantzer et al., 2003) para promover la regeneracion del tejido neural
(Yang et al, 2019). La neuroinflamacién se presenta en la mayoria de las patologias

del SNC, actuando como efector en respuesta a la neurodegeneracion.

Después de una lesion traumética, los marcadores inflamatorios aumentan en el
parénquima cerebral, proceso que es seguido de una cascada inmunolégica que
puede tener efectos dafinos o de reparacion. Inmediatamente después del dafio los
dos principales tipos celulares en activarse son la microglia y los astrocitos (Goshi et
al., 2020). La deteccion de marcadores inflamatorios ha servido como estrategia en el

diagndstico y eficacia terapéutica (Gilhus et al., 2019).

Recientemente, se ha reportado que las neuronas también son capaces de sintetizar
citocinas, factores neurotroficos y proteasas asociadas a la respuesta inflamatoria.
Parte de esas respuestas parece estar regulada por neurotransmisores y por la
activacion de receptores similares al dominio de oligomerizacion de union a
nucleotidos (NOD) (Hoffman et al., 2020).

Se sabe que la muerte por excitotoxicidad promueve una respuesta inflamatoria que
induce a su vez una muerte secundaria a la muerte neuronal inicial. Por ejemplo, la
sefalizacion mediada por IL-18 induce un proceso de muerte neuronal asociado a la
respuesta inflamatoria, posterior a la muerte inicial inducida por glutamato (Song et al.,
2017). Un proceso inflamatorio desregulado en el SNC contribuye a la pérdida dela
homeostasis del glutamato, potencializando asi la excitotoxicidad original, generando
un sistema de retroalimentacion que lleva a un incremento de la muerte neuronal
(Pregnolato et al., 2019). Por lo que existe una estrecha relacion entre la
excitotoxicidad y la neuroinflamacion.

La respuesta inmune innata se regula por los PRR, que se expresan en células gliales,
macrofagos y oligodendrocitos y que pueden estar acoplados a la membrana (como

receptores tipo Toll) o localizados en el citoplasma (como receptores tipo Nod- NLR).
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La activacion de los receptores NRL conduce al ensamblaje y activacion de complejos
citosolicos, llamados inflamasomas, que permiten la maduracién de citocinas
proinflamatorias (Singhal et al., 2014). Dichas citocinas se desplazan a diferentes sitios
causando cambios funcionales y estructurales. En la mayoria de las células, las
sefales extracelulares pueden activar al factor NF-kB que controla procesos tales
como estadios inflamatorios, la apoptosis, la respuesta inmune y la supervivencia
celular (Shabab et al., 2016).

1.3.2. Inflamasomas
Entre los elementos del sistema inmune que contribuyen de manera fundamental a la

respuesta inflamatoria se encuentran los inflamasomas. Los inflamasomas son
complejos multiproteicos con capacidad de desencadenar la respuesta inmune innata
al detectar sefiales de dafio. Los inflamasomas presentan receptores de
reconocimiento a patrones intracelulares divididos en dos categorias: los receptores
ricos en repeticiones de leucina denominados NLR (NLRP1 en neuronas, NRLP2 en
astrocitos, NLRP3 en microglia y NLRC4 en microglia y astrocitos), y los miembros de
la familia PYHIN (AIM2 y IFI16), capaces de detectar DAMP (Patrones Moleculares
Asociados a Dafio) y PAMP (Patrones Moleculares Asociados a Patogenos) (Freeman
et al., 2017; Lang et al., 2018).

1.3.2.1 El inflamasoma NLRP3

El aumento en la expresion y la activacion del inflamasoma NLRP3 en el SNC se
relaciona con la deteccion de agentes patdégenos intracelulares o cambios en el
microambiente celular. Su activacion conduce a la maduracion de las citocinas
proinflamatorias IL-1 B e IL-18 dependiente de la activacion de caspasa-1, la cual se
ha asociado recientemente a la muerte celular denominada piroptosis (Song et al.,
2017). La activacién del inflamasoma ocurre por diferentes agonistas incluidos
patogenos, toxinas y seflales endogenas. Sin embargo, existe evidencia que sugiere
otros mecanismos de activacion, los cuales pueden ser regulados tanto a nivel

transcripcional como postranscripcional. La sefial de cebado resulta en la transcripcion
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de componentes que desencadenan la activacion de NF-kB, el cual conduce al
aumento de la transcripcion de pro IL-1B, ligandos para TLR y de proteinas activadoras

de caspasa (Sutterwala, 2014).

Otra via de activacion del inflamasoma NLRP3 es la mediada por PAMPs y DAMPs
(Pennisi et al., 2016), asi como por cambios en la homeostasis celular, tales como la
disminucién en las concentraciones intracelulares de potasio, la desestabilizacion
endosomal, la liberacion de catepsina al citosol, , la oxidacion del ADN mitocondrial, el
flujo de Ca?*, la activacion de receptores sensibles a ATP, la activacion de la cinasa
TAK1, la desubiquitinacion de NLRP3 (Baroja et al., 2014; Yang et al., 2018) y la
produccion ROS que durante el proceso inflamatorio es producido por las NOX (Figura
3) (Egea et al., 2017).

El ensamblaje del inflamasoma resulta de la oligomerizacion de sensores que regulan
el reclutamiento y activacion de la procaspasa 1. Durante el proceso inflamatorio, la
IL-18 se produce en su forma inactiva (prolL-1); sin embargo, para su procesamiento
requiere la escision por la caspasa 1 (Zhang et al., 2017), proceso que se observa en
la lesion cerebral traumatica después de la activaciéon del inflamasoma
NLRP3(Dinarello, 2018). La produccién de IL-18 se ha descrito principalmente en
células epiteliales, neutréfilos, monocitos, macrofagos, células B y células NK (Latz et
al., 2013).

1.3.2.2. Inflamasoma NLRP3, especies reactivas de oxigeno y NADPH oxidasa
Los inflamasomas, especificamente aquellos con receptores tipo NLRP y AIM-2,
regulan la respuesta inmune innata, siendo el inflamasoma NLRP3 el méas estudiado
(Heneka et al., 2018). Se ha observado una sobreexpresion del inflamasoma NLRP3
tanto en modelos murinos como en muestras post-mortem de cerebros humanos
después de un evento de traumatismo encefélico; ademas, el grado de expresiéon se

relaciona con la gravedad de la lesién (Ma et al., 2017).
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El aumento de la actividad de NOX se relaciona con la progresion de enfermedades del
SNC, tanto agudas como crénicas (Barua et al., 2019). La inhibicion de NOX2 favorece
la neuroproteccion al reducir eventos apoptéticos, dafio oxidante y neuroinflamacion
(Guemez et al., 2009). En modelos de dafio excitotoxico en animales deficientes de
NOX-2 se observa que la microglia presenta caracteristicas morfologicas diferentes en
comparacion con los animales silvestres, o que demuestra la participacion de la NOX

en el establecimiento de la respuesta inflamatoria (Guemez et al., 2011).

ROS son uno de los mecanismos que desencadenan la activacién y oligomerizacion
del inflamasoma en respuesta a estimulos exégenos y enddgenos. Se sabe que la
produccion de ROS por NOX activa a la caspasa-1 y promueve de esta forma la
produccion de IL-1B en la microglia (Zhang et al., 2017; Huang et al., 2018). Se ha
propuesto que esta regulacion pudiera deberse a que el NLRP3 presenta un enlace
disulfuro conservado que une el dominio PYD y el dominio de sitio de union a
nucleotidos, el cual tiene alta sensibilidad a cambios redox (Abais et al., 2015). Otros
trabajos proponen que las ROS producidas por la mitocondria son las responsables de
la activacion del inflamasoma, esto asociado a la disfuncibn mitocondrial y la

subsecuente produccion de IL-1B (Yang et al., 2019).

La expresion de NOX-2 y la sintesis de ROS estan implicadas en la activacion del
fenotipo M1 de la microglia (Nayernia et al., 2014; Huang et al., 2018; Yauger et al.,
2019). La activacion del inflamasoma NLRP3 en neuronas, se asocia con la muerte

celular apoptética, mediada por ROS provenientes de las NOX (Baroja et al, 2014).
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Figura 3. Activaciéon del inflamasoma NLRP3 . La activacion del inflamasoma se lleva a
cabo por diferentes estimulos: flujo de iones, sefiales mediadas por receptores para DAMPs y
PAMPs, ROS, dafo lisosomal, ATP extracelular.

1.4. Muerte celular programada inducida por inflamacion

La muerte celular programada (MCP) es un mecanismo celular esencial para mantener
la homeostasis. Existen distintos tipos de muerte celular programada que incluyen a la
apoptosis, la autofagia, y la piroptosis (Galluzzi et al., 2018). Este ultimo se asocia a
los procesos inflamatorios y se caracteriza por la formaciéon de poros y ruptura de
membrana, dando como resultado la liberacién del contenido intracelular (Lee et al.,
2019).

1.4.1. Piroptosis
La piroptosis es un tipo de muerte celular inflamatoria que ha sido relacionada con
diversas patologias del SNC, tanto crénicas como agudas. Una de sus principales

caracteristicas es la ruptura de la membrana celular por la formacién de poros. En cultivos
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celulares de oligodendocitos y microglia, en modelos de esclerosis mdltiple (McKenzie et al,
2018), se ha observado la formacion de estructuras denominadas aros de fuego que se forman
por la translocacion de los extremos N-terminales de las gasderminas, las principales proteinas

efectoras de la piroptosis (Broz et al., 2019).

Se ha descrito la participacion preferencial de la gasdermina D en la piroptosis, cuya
activacion se realiza por escision proteolitica mediada por caspasas; por lo que se dice
que pueden seguir dos mecanismos: el de la via canonica, que corresponde a la
participacion de caspasa 1, y la no canonica, por la participacion de la caspasa 11
(Tsuchiya. 2020; Zheng et al, 2020). Las proteasas de la familia de la caspasa 1 que
regulan la escision de la proteina gasdermina-D, asi como la maduracion de IL-1B e
IL-18 (principales productos del inflamasoma NLRP3), han servido como marcadores

para caracterizar este nuevo tipo de muerte celular (Zhang et al., 2019).

La oligomerizacién de los extremos funcionales de las gasderminas en la superficie membranal
forma poros que disipan los gradientes i6nicos celulares produciendo un aumento en la
presién osmdtica, flujo de agua, edema celular y lisis. Esto ultimo lleva a la liberacion
de elementos intracelulares y mediadores inflamatorios como citocinas
proinflamatorias provenientes de la activacion del inflamasoma, asi como de proteinas
solubles como la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), proteinas nucleares y
nucleotidos como el ATP que actian sobre receptores purinérgicos relacionados con
la activacion del inflamasoma NLRP3 en células aledafas (McKenzie et al., 2019:
Bergsbaken et al., 2009; Kovacs et al., 2017: Tsuchiya, 2021)

En estudios de microscopia confocal, también se ha identificado la condensacion tanto
nuclear como de cromatina, dafio y fragmentacion de ADN asi como la despolarizaciéon
mitocondrial en este tipo de muerte (McKenzie et al., 2020). Sin embargo, a pesar de
la importancia que tiene este tipo de muerte, aun falta informacion para entender por
completo los mecanismos moleculares y celulares involucrados y constituye un tema

de investigacion de interés tanto basico como clinico.
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2. ANTECEDENTES

La muerte secundaria al evento escitotoxico esta mediada por un aumento intracelular
temprano de calcio y de ROS. A pesar de que la mitocondria ha figurado clasicamente
como la principal fuente de ROS durante el dafio excitotoxico, se ha visto que la
inhibicion de otras fuentes enzimaticas de ROS aumenta la viabilidad celular en
cultivos de neuronas tratados con glutamato (Sabogal et al., 2019). En una
investigacion realizada por nuestro grupo, se demostrd, en un modelo in vivo, la
participacion de NOX2 en la muerte celular secundaria al dafio excitotdéxico (Guemez
et al., 2011). De igual manera, nuestro grupo report6 que la NOX2 participa en la
muerte de neuronas granulares del cerebelo inducida por estaurosporina, lo que
sugirid que las NOX pueden estar involucradas en otros mecanismos de muerte
(Guemez et al., 2009).

Mas recientemente encontramos que las NOX no solo son determinantes en la muerte
neuronal secundaria al proceso excitotdxico, sino que también estan involucradas en
la modulacion de la regulacién de la respuesta inflamatoria secundaria al dafio
excitotoxico en un modelo in vivo (Hernandez-Espinosa et al., 2019). Algunas
evidencias permiten proponer que en la respuesta inflamatoria, las NOX podrian
mediar parcialmente la regulacién de la activacion del inflamasoma NLRP3 (Ma et al.,
2017).

Aunque existe evidencia de la participacion del inflamasoma NLRP3 en la
determinacién de la respuesta inmune innata en el SNC, particularmente en la
microglia (Abais et al., 2015), aun se desconoce el mecanismo fino de su regulacion en
neuronas, incluyendo el papel de las ROS provenientes de las NOX en las propias

neuronas y de cémo esto influye en la muerte neuronal.

Si bien la activacion de receptores glutamatérgicos neuronales durante la
excitotoxicidad ha sido ampliamente comprendida, recientemente se demostré que las
células gliales expresan receptores a glutamato cuya activacion podria influir en la

respuesta inflamatoria (Nasser et al., 2007). Esta respuesta esta orquestada
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principalmente por la microglia y sugiere su participacion durante la excitotoxicidad

neuronal.

3. Justificacion

Las enfermedades del SNC, tanto agudas (isquemias por hemorragia, traumatismo o
infarto cerebral) como crénicas (enfermedades de Alzheimer, Parkinson y esclerosis
lateral amiotréfica) representan una de las principales causas de discapacidad y
muerte a nivel mundial. El proceso inflamatorio subyacente a estas lesiones tiene como
fin la limitacion del dafio y la remocién de detritos celulares; sin embargo, la
desregulacion del proceso asociado al dafio puede promover una respuesta
inflamatoria aguda o crénica que en ocasiones es mas dafiino que el evento nocivo
inicial.

La maduracion y liberacion de IL-1B por parte del inflamasoma NLRP3 (Song et al.,
2017). es un proceso altamente regulado, En diversos modelos se asocia el aumento
de IL-1B con la muerte neuronal durante la neuroinflamacion (Liu et al., 2018; Zhao et
al., 2020). Actualmente se desconoce el mecanismo fino por el cual se regula la
produccion de IL-1B; sin embargo, existe evidencia de que las ROS (Abais et al., 2015;
Yang et al., 2019) juegan un papel principal en dicho proceso. Las ROS provenientes
de las NOX participan en la sefializacién de diversos procesos celulares, por lo que es
necesario determinar el grado de participacion de estas enzimas en la regulacién de
la produccion de IL-1B, tanto en la microglia como las neuronas mismas. Por otro lado,
se ha identificado la presencia de receptores glutamatérgicos en la glia,
particularmente en la microglia (Zinni et al., 2021; Franco et al., 2020; Liang et al.,
2010), y no esti claro si los amino&cidos excitadores producidos en la muerte
excitotoxica primaria en conjunto con la respuesta inflamatoria temprana, podrian
participar de alguna forma en la muerte neuronal secundaria a través de su interaccion
con los receptores gliales ionotropicos y metabotropicos. Tampoco esta claro que

papel podrian jugar las NOX en este proceso.
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4. Preguntade Investigacién
¢ Qué efecto ejercen las ROS provenientes de la NOX sobre la activacion del
inflamasoma NLRP3 en neuronas granulares de cerebelo en condiciones del dafio

excitotéxico?

5. Hipotesis
Bajo condiciones de excitotoxicidad, las ROS sintetizadas por la NOX, participan en

los mecanismos de sefializacion que regulan la activacion del inflamasoma NLRP3 en

cultivos de neuronas granulares de cerebelo.

6. Objetivo General
Determinar la participacion de las ROS producidas por la NOX en la activacion del

inflamasoma NLRP3 en un modelo de excitotoxicidad en neuronas granulares de

cerebelo.

7. Objetivos Particulares
e Determinar efecto de la activacion del inflamasoma NLRP3 sobre la viabilidad
de cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo (NGC) tratados con
glutamato.
e Caracterizar el mecanismo por el cual, las ROS provenientes de las NOX
regulan la produccion de IL-1B en el dafio excitotéxico de NGC.
o Determinar el tipo de muerte asociado a la activacion del inflamasoma NLRP3

en neuronas granulares de cerebelo.

8. Discusidn

Durante la excitotoxicidad se generan diferentes fenébmenos tras la activacion de los
receptores glutamatérgicos neuronales. Este proceso excitotoxico se ha descrito en
enfermedades neurodegenerativas y en lesiones cerebrales donde se ha asociado con
la progresion de la muerte neuronal (Hernandez-Espinosa et al., 2019).

Entre los eventos que se presentan en este proceso destacan la desregulacion de la

homeostasis del calcio intracelular y, particularmente, la produccion de ROS.
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Se sabe que la mitocondria participa en la generacion de ROS; sin embargo, se han
descrito otras fuentes, como las NOX, que se activan durante diferentes condiciones
como la excitotoxicidad. Este complejo enzimético se expresa en neuronas, astroglia
y microglia (Barua et al., 2019; Cooney et al., 2013). La iniciacion de la excitotoxicidad
ocurre principalmente por la activacion de receptores ionotropicos del tipo NMDA
localizados en las neuronas. Interesantemente, se ha reportado la expresién de
receptores glutamatérgicos en astrocitos (Palygin et al., 2011; Kato et al., 2005; Kou
et al., 2019) y microglia (Zinni et al., 2021; Franco et al., 2020; Liang et al., 2010),
donde se podria regular la respuesta secundaria al dafio excitotoxico inicial. En este
trabajo se realiz6 una busqueda bibliografica sobre el papel de las ROS en la
excitotoxicidad y la regulacion del glutamato en la respuesta de las células gliales

resultante del dafio excitotoxico.

Los receptores glutamatérgicos microgliales se asocian con procesos involucrados en
la respuesta inflamatoria. El receptor NMDA microglial regula la activacién del factor
de transcripcibon NFkB (Mirgan et al., 2011), modula los cambios morfolégicos
caracteristicos del fenotipo proinflamatorio (Raghunatha et al.,, 2020) y de
componentes del inflamasoma ((Tsoka et al., 2019). Asi mismo, puede favorecer la
respuesta antiinflamatoria por activacion del receptor mGIuR5 (Carvalho et al., 2019)
y de mGIuR3 (Zinni et al., 2021).

En la astroglia las funciones de los receptores glutamatérgicos son variadas e incluyen
actividades neuroprotectoras (Turati et al., 2020; Corti et al., 2007), activacion de vias
de sefializacién como Pi3/Akt (Cavallo et al., 2019; ), PLC-PI3 (Paquet et al., 2013),
regulacion de la la homeostasis del Ca?* (Bradley et al., 2011; Sun et al., 2013; Kato
et al., 2005; Kou et al., 2019; Yamaya et al., 2002; Abedi et al., 2017), liberacién (Lee
et al., 2013) e inhibicion (Obara et al., 2015) de la captura de glutamato y liberacion

de quimiocinas proinflamatorias (Suhs et al., 2016).
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Con estos hallazgos se concluye que durante la excitotoxicidad existe una respuesta
inicial mediada por receptores glutamatérgicos ionotropicos en las neuronas que
inducen la activacion de la NOX y la generacion de ROS, lo que junto con otros eventos
simultaneos, como la activacion del receptor tipo NOD vy el inflamasoma, llevan a la
muerte neuronal. La muerte neuronal induce una respuesta inflamatoria, la cual es
orquestada principalmente por la microglia, y la astroglia, la que puede ser regulada a
su vez por la NOX y la activacion de los receptores glutamatérgicos metabotrépicos

localizados en las células gliales.

9. Conclusion

El proceso excitotoxico genera desregulaciones idnicas, asi como la produccion de
ROS provenientes de la mitocondria o de la activacion de la NADPH oxidasa. En este
trabajo buscamos integrar dos procesos complejos, excitotoxicidad vy
neuroinflamacién, explicando como es que las neuronas y las células gliales
responden a la activacion de los receptores glutamatérgicos. El tipo de respuesta
glutamatérgica observada en los tres tipos celulares difiere en gran medida; en las
neuronas induce muerte, en la microglia regula la respuesta inflamatoria, mientras que
en la astroglia las funciones son diversas. Esta regulacién glutamatérgica en neuronas
y células gliales contribuye al progreso del dafio excitotoxico mediado por las ROS de
origen mitocondrial y de las NOX que se presenta en enfermedades
neurodegenerativas y en dafio agudo cerebral. Por lo que su estudio podria tener

aplicaciones terapéuticas.
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10. Perspectivas

En el proceso inflamatorio es ampliamente conocido el papel de la microglia como
principal regulador ademas de la modulacion que ejerce sobre la activacion de la
astrologia. Se sabe que las neuronas expresan receptores de reconocimiento a
patrones que se encuentran en las células gliales y que al activarse desencadenan la
respuesta inmunologica caracterizada por la liberaciéon de mediadores inflamatorios.
Por lo que es indispensable conocer como se modulan dichos receptores en las
neuronas cuando se encuentran bajo condiciones de excitotoxicidad donde uno de los
procesos representativos, es la generacién de ROS que pueden provenir de la NADPH
oxidasa. Por lo que resulta interesante saber como es que la activacion de la NADPH
oxidasa neuronal se relaciona con la activacion de uno de los receptores del tipo NOD,
el inflamasoma NRLP3, que se sabe se encuentra en neuronas. Uno de los
mecanismos de activacion del inflamasoma es el que se relaciona con las ROS, por lo
gue tendria que evaluarse la expresion de la NADPH oxidasa, asi como su actividad
catalitica y la consiguiente formacion de superoxido. Una forma de evaluar la
activacion del inflamasoma es cuantificando las concentraciones las interleucinas
inflamatorias 1B y 18 que requieren de la escision catalitica mediada por la actividad
de la caspasa 1. Se sabe que la muerte neuronal es uno de los eventos que subyacen
tras la excitotoxicidad por lo que seria necesario conocer si el tipo de muerte celular

que se estaria desarrollando es por apoptosis o la muerte celular del tipo inflamatorio.
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