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ARTICULO DE REVISION

RESUMEN

La inflamacion se ha identificado como un componente critico de numerosas enfermedades inflamatorias
y autoinmunes. Evidencias cientificas recientes sugieren que el complejo multiproteico conocido como in-
flamasoma NLRP3 constituye una diana prometedora en el control de la inflamacion. La activacion del in-
flamasoma NLRP3 culmina con la activacién de caspasa-1, que a su vez procesa y activa la produccion de
inferleuquinas (IL-1B, IL-18) y de un tipo de muerte celular denominada piroptosis. La desregulacion del
inflamasoma NLRP3 ha sido implicada en la patogénesis, desarrollo y progresién de numerosas enferme-
dades inflamatorias humanas, entre las que se incluyen enfermedades cardiovasculares, neurolégicas y
metabélicas. Sin embargo, hasta el momento no se dispone de inhibidores del inflamasoma NLRP3 de uso
dinico. Numerosos estudios indican el potencial de los productos naturales y, en particular de los terpenos
en la modulacion de esta via en varios modelos preclinicos En este contexto, los terpenos representan una
aproximacion ferapéutica interesante en la busqueda de nuevos tratamientos de enfermedades inflama-
torias, al ejercer sus efectos antiinflamatorios a fravés de un mecanismo dual, que implicaria tanto la in-
hibicion del factor de transcripcion NF-«B, como la activacion del inflamasoma. En este articulo se presenta
una revision del estado actual del potencial terapéutico de terpenos como inhibidores del inflamasoma
NLRP3 .

ABSTRACT

Inflammation has been identified as a critical component of numerous inflammatory and avtoimmune di-
seases. Recent scientific evidence suggests that the multiprotein complex known as the NLRP3 inflammasome
is a promising target in the control of inflammation. Activation of the NLRP3 inflammasome culminates in
the activation of caspase-1, which in furn processes and activates the production of interleukins (IL-18, IL-
18) and a type of cell death called pyroptosis. Dysregulation of the NLRP3 inflammasome has been impli-
cated in the pathogenesis, development and progression of numerous human inflammatory diseases,
including cardiovascular, neurological and metabolic diseases. However, no NLRP3 inflammasome inhibitors
for clinical use are currently available. Numerous studies indicate the potential of natural products and, in
particular, terpenes in modulating this pathway in several preclinical models In this context, terpenes re-
present an interesting therapeutic approach in the search for new treatments of inflammatory diseases, by
exerting their anti-inflammatory effects through a dual mechanism, which would involve both the inhibition
of the transcription factor NF-xcB, as the activation of the inflammasome. This arficle presents a review of
the current state of the therapeutic potential of terpenes as inhibitors of the NLRP3 inflammasome.
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1. INTRODUCCION

La respuesta inflamatoria es uno de los principales meca-
nismos efectores del sistema inmune innato frente a situaciones de
peligro del organismo como las infecciones microbianas o el dafio fi-
sular. La respuesta inmune innata constituye la primera linea de de-
fensa y se desencadena fras el reconocimiento de patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) y de patrones molecu-
lares asociados a dafio (DAMPs), que conducen al reclutamiento de
células inflamatorias y a la liberacion de mediadores proinflamato-
rios. Los PAMPs se encuentran en microorganismos como el lipopo-
lisacdrido (LPS) de las membranas de bacterias Gram-negativas,
dcidos nucleicos bacterianos o virales, péptidos bacterianos como fla-
gelina, y polisacdridos como los (3-glucanos. Los DAMPs son molé-
culas enddgenas liberadas en situaciones de estrés o daiio, como las
proteinas asociadas a la cromatina, proteinas de choque térmico, cris-
tales de uratos, adenosina trifosfato extracelular (ATP), especies re-
activas de oxigeno (ROS) y fragmentos de la matriz extracelular (1).

Los receptores de reconocimiento de patdgenos (PRRs), lo-
calizados en la membrana celular o en el espacio intracelular, son
responsables del reconocimiento de estimulos proinflamatorios. Se
han identificado distintas familias de PRRs, entre ellas las que reco-
nocen patdgenos, que incluyen los receptores tipo Toll (TLRs), re-
ceptores fipo NOD (proteinas con dominio de oligomerizacion y union
a nudedtidos, NLRs), receptores RIG-1 (proteina inducible por dcido
refinoico), receptores tipo lectina C (CLRs), receptores tipo AIM2 (o
ausentes en melanoma, ALRs) y piring, entre otros (2, 3). La unién
de los PAMPs y DAMPs a los PRRs conduce a la activacion de malti-
ples vias de sefializacion que promueven la expresion de varias cito-
quinas, como es la via del factor de transcripcion nuclear NF-«B,
factores reguladores del interferdn (IRF) o la formacion del inflama-
soma (2).

Entre los PPRs, los receptores NLRs y ALRs pueden formar
complejos multiproteicos denominados inflamasomas, con un papel
destacado en la respuesta inmune innata, iniciando una respuesta
de defensa frente a patdgenos y células dafiadas. La desregulacion
de esta respuesta puede originar una inflamacién crénica que con-
tribuye al desarrollo de diversas patologias. Estudios recientes sugie-
ren que la familia NLR y los complejos del inflamasoma estdn
implicados en el desarrollo y progresién de varias enfermedades in-
flamatorias, por lo que constituyen una nueva diana ferapéutica de
gran interés en la bisqueda de nuevos tratamientos (3, 4).

2. INFLAMASOMA Y MECANISMOS DE ACTIVACION

El concepto de inflamasoma, (complejo proteico con un
peso molecular aparente > 700 kDa) fue propuesto inicialmente
por Tschopp en 2002 (5). En las Gltimas dos décadas, se ha avanzado
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en el conocimiento de los distintos fipos de inflamasomas, definiendo

sus componentes, asi como los mecanismos moleculares responsables

de su activacion y regulacion (6).

Los inflamasomas contienen en su estructura tres compo-
nentes esenciales para su activacion:

*  Una proteina sensora: (un NLR, como NLRP1, NLRP3 y NLRC4
o un ALR como AIM2), capaz de reconocer tanto PAMPs como
DAMPs.

Una proteina adaptadora denominada proteina asociada a la
apoptosis (Apoptotic-Associated Speck-like Protein, ASC) que
actda como puente de union entre NLRs/AIM2, y

*  Una molécula efectora, la pro-caspasa-1 que actda como pre-
cursora de caspasa-1.

En funcidn de la proteina sensora que estimula su ensam-
blaje, se pueden clasificar en inflamasomas que contienen dominios
de oligomerizacion unidos a nucedtidos (NOD-NATCH) y dominios
ricos en leucina (NLRs), y en inflamasomas que carecen de estos
dominios (no-NLRs) (7).

En concreto, los receptores fipo NOD (NLRs) son una fo-
milia de receptores intracelulares que se dasifican en base a su ho-
mologia estructural compartida de 3 dominios funcionales: un
dominio amino terminal que contiene los dominios de reclutamiento
de caspasa”C” (CARD) o de pirina (PYD); un dominio central NATCH
responsable de la oligomerizacidn, presente en todas las proteinas
NLR, y un dominio carboxi terminal rico en repeticiones de leucina
(LRR) que se une al ligando (8). Los inflamasomas mds conocidos
dentro de esta familia reciben los nombres de NLRP1, NLRP2,
NLRP3, NLRP6, NLRP12 y NLRC4.

Algunos miembros de esta familia de receptores como
NLRP1, NLRP3 y NLR(4 intervienen en la formacién de los infla-
masomas denominados candnicos al activar directamente caspasa-
1(9).

Adicionalmente, los No-NLRs incluyen los inflamasomas
AIM2y Pirina. AIM2 es un receptor ALR capaz de reconocer ADN pa-
tdgeno citosolico y nudear. Los miembros de esta familia incluyen
AIM2 y la proteina 16 inducible de interferon gamma (IFi16) que
actdan como sensores de ADN activando el inflamasoma. Contienen
un dominio N-terminal de pirina (PYD) y otro dominio formado por
una proteina nudear inducible por interferén con union C-ferminal
al DNA con un dominio de repeticiones de 200 aminodcidos
(HIN200).

La activacion de NLR/AIM2 por PAMPs and DAMPs inicia
el reclutamiento de la proteina adaptadora ASC al complejo por
interaccion con el dominio pirina, formando una estructura supra-
molecular denominada piroptosoma. La profeina ASC desempeiia
un papel critico en el ensamblaje del inflamasoma, ya que para su
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formacion completa, requiere la union de la pro-caspasa-1 a la pro-

teina ASC a través de la interaccion de los dominios CARD-CARD

(10). La formacion del inflamasoma resulta en la activacion auto-

catalitica de la pro-caspasa-1 para formar enzimdticamente la cas-

pasa-1, que procesa y activa la maduracion de las formas

precursoras pro-IL-13, pro-IL-18 a las formas bioactivas IL-1B y IL-

18. Estas citoquinas proinflamatorias promueven la activacion de

NF-«B a través de los receptores transmembrana IL-1R e IL-18r in-

duciendo la inflamacion (11). La mayoria de los inflamasomas uti-

lizan ASC para iniciar su ensamblaje, pero en algunos casos
particulares, la pro-caspasa-1 puede ser reclutada directamente

interaccionando con los NLRs a través del dominio CARD (5).

Ademds, un sustrato directo y esencial de caspasa-1 es la
proteina gasdermina D (GSDMD). La caspasa-1 hidroliza el frag-
mento N-terminal de gasdermina (GSDMD-NT) formando poros en
la membrana plasmética, y originando un tipo de muerte celular
necrética programada denominada piroptosis. La piroptosis incluye
también la liberacion de contenido intracelular, como los oligdmeros
del inflamasoma y el ADN mitocondrial, factores que contribuyen a
la respuesta inflamatoria (12).

Por todo ello, los inflamasomas desempefian un papel
destacado en la patogénesis y progresion de numerosas enferme-
dades inflamatorias, constituyendo en la actualidad una diana pro-
metedora para el desarrollo de nuevas terapias (4, 9, 13). Los
inflamasomas mds estudiados han sido:
¢ NLRP1, primer inflamasoma identificado, actia como sensor

de la toxina letal del Bacillus anthracis, responsable del proceso
infeccioso conocido como carbunco o dntrax, o de la infeccion
por Toxoplasma gondii. Se trata del dnico inflamasoma cuya
proteina receptora contiene dos dominios de muerte: un do-
minio PYD N-terminal y un dominio CARD C-terminal. Debido
a ello, se ha descrito la activacion de caspasa-1 en ausencia de
ASC por interaccion directa entre los dominios CARD de NLRP1
y la procaspasa-18 (14).

o NLPR3 es el inflamasoma mejor caracterizado hasta el mo-
mento. A diferencia de ofros, es el Gnico inflamasoma que se
activa por estimulos de diversa naturaleza, habiéndose descrito
su implicacion en numerosas enfermedades inflamatorias y au-
toinmunes. La importancia de NLRP3 como regulador de la ho-
meostasis inmune ha quedado evidenciada por el hecho de que
mutaciones en el gen NLRP3 causan enfermedades autoinmu-
nes como el sindrome de Muckle-Wells y el sindrome autoin-
flamatorio familiar inducido por el frio (FCAS) (15).

*  NLRC4 es un importante sensor para la formacién del inflama-
soma tras el reconocimiento de proteinas bacterianas, como fla-
gelina o proteinas del sistema de secrecion tipo Il (T3SS). Entre
los NLRs, NLRC4 presenta caracteristicas especiales al requerir

sensores adicionales, como la familia NLR de proteinas inhibi-
doras de apoptosis (NAIPs), que actdan como receptores cifo-
s6licos para flagelina y T3SS. Tras la unidn al ligando, las NAIPs
reclutan y co-oligomerizan con NLRC4, activando la caspasa-1
(16).

o AIM2, inflamasoma no-NLR, es un sensor del ADN de virus y
bacterias patégenas, incluyendo citomegalovirus, Francisella
tularensisy virus vaccinia. A diferencia del inflamasoma NLRC4,
AIM2 no contiene dominios CARD, necesitando reclutar a ASC
para su activacion (17). AIM2 es un receptor citosélico pertene-
ciente a la familia de proteinas PYHIN que contienen un domi-
nio Pirina N-terminal (PYH) y un dominio C-terminal HIN200
que se une directamente al ADN del patdgeno. Una vez sucede
la oligomerizacion del receptor con la proteina adaptadora ASC,
se produce la activacion de la caspasa-1(18).

e Pirina es un inflamasoma capaz de detectar las modificaciones
covalentes de la familia de proteinas Rho inducidas por toxinas
bacterianas, aunque no es un sensor directo de PAMPs. Contiene
un dominio PYD N-terminal que interacciona con ASC indu-
ciendo la activacion posterior de caspasa-1 con produccion de
IL-1B € 1L-18 (19).

3. VIAS DE ACTIVACION DEL INFLAMASOMA N_RP3

La activacion del inflamasoma NLRP3 ha s do descrita en
varios tipos celulares como neutréfilos, macréfagos, microglia, lin-
focitos, células epiteliales, osteoblastos, neuronas y células dendri-
ticas, de ahi su relacion con enfermedades inflamatorias en distintos
6rganos como piel, cerebro, corazén e higado (9, 20, 21).

A semejanza de ofros inflamasomas, el complejo inflama-
soma NLRP3 estd formado por un sensor (proteina NLRP3), un
adaptador (proteina ASC) y un efector (caspasa-1) (22). El inflama-
soma NLRP3 humano comprende dominios PYD, NACHT y LRR. El
dominio NACTH es fundamental para la asociacion de NLRP3 de-
terminando su funcién. Una vez activado, NLRP3 se une directa-
mente a la proteina Ser/Thr quinasa NEK7, un co-activador de
NLRP3 recientemente identificado, sufriendo una transicion confor-
macional hidrolizando el ATP a ADP (23, 24). La hidrdlisis del ATP
estimula el ensamblaje y reclutamiento de la proteina adaptadora
ASCy de pro-caspasa-1, con escision posterior de caspasa-1 y acti-
vacion de NLRP3.

El inflamasoma NLRP3 puede ser activado por un amplio
especiro de estimulos, desde ATP extracelular y toxinas bacterianas
formadoras de poros a microparticulas. Se han descrito tres vias
principales que regulan su actuacion interfiriendo con su ensam-
blaje, denominadas via canénica, no canénica y, mds recientemente,
la via alternativa.
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En la via candnica, la activacién del inflamasoma NLRP3
se considera un proceso dirigido por dos sefiales, una sefial “pri-
ming” preestimuladora a través de los receptores TLRs que regula
la expresion de los componentes del inflamasoma, y una sefial de
activacion. La primera seial estimula la expresion de pro-IL-1B y
de NLRP3 a nivel transcripcional, principalmente a través de la re-
gulacién de la via de sefalizacion de TLRs-NF-xB. La primera
sefial o “priming” también controla las modificaciones post-trans-
cripcionales de NLRP3 como ubiquitinacion y fosforilacion, que
ejercen un papel regulador en la activacion de NLRP3 (25).

La segunda sefial es especifica del inflamasoma, depende
del flujo de i6n K™, e inicia la formacién y activacién del complejo
del inflamasoma. A diferencia de la mayoria de PRRs, NLRP3
puede ser activado por estimulos asociados tanto con PAMPs como
DAMPs, entre los que se incluyen ATP extracelular, toxinas bacte-
rianas formadoras de poros (nigericina), virus, hongos, protozoos,
ROS producidos por disfuncién mitocondrial, asi como microparti-
culas como los cristales de monourato sédico (MSU), asbestos o si-
lica, lo que determina que NLRP3 sea el inflamasoma mds versdtil
(25, 26).

Ademds, se ha descrito la via no canénica dirigida por la
caspasa-11. La activacion de esta via mediada por LPS citosdlico
también conduce al ensamblaje del inflamasoma NLRP3 (27). El
reconocimiento de caspasa-11 por el LPS intracelular, junto a la
accion de proteinas de unién a interferén (Proteinas de unién a
guanilato, GBPs) produce la polimerizacion de caspasa-11y su ac-
tivacion autocatalitica. A diferencia de caspasa-1, la caspasa-11 ac-
tivada no puede escindir pro-IL-1B y pro-IL-18, pero si GSDMD
para generar GSDMD-NT, con capacidad para formar poros en la
membrana plasmdtica y, por tanto, mediando la salida de K.
Esta es la teoria aceptada en la actualidad para explicar la activa-
cion de NLRP3 por la via no candnica.

Asi mismo, se ha descrito una tercera via denominada
activacion alternativa del inflamasoma NLRP3 que es indepen-
diente de la salida de K, pero que se induce a través de la via
TLR4-RIPK1-FADD-caspasa 8 por estimulacién con LPS en ciertas
condiciones. FADD-caspasa-8 representa una via exirinseca de
apoptosis. Ademds, la activacion de NLRP3 por la via alternativa
no causa muerte celular por piroptosis (28). La via de sefializacion
FADD-caspasa 8 facilita la activacion del inflamasoma NLRP3 por
aumento de la expresion de NRLP3 y de pro-IL-1B a nivel trans-
cripcional a través de la activacion de la via de NF-kB. De forma
simultdnea, FADD-caspasa 8 promueve la activacion de pro-cas-
pasa-1 directamente a través de su union al inflamasoma NLRP3-
ASC.
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4. EL INFLAMASOMA NLRP3 EN ENFERMEDADES INFLAMA-
TORIAS

Numerosos estudios han evaluado el papel que desem-
pefia el inflamasoma en la inmunidad y como factor patoldgico en
enfermedades crénicas (3, 9). La activacién del inflamasoma NLRP3
desencadena procesos inflamatorios, que regulan la respuesta in-
mune. Sin embargo, una activacion persistente y excesiva del infla-
masoma NLRP3 estd intimamente ligada a la patogénesis de
numerosas enfermedades crénicas, como las enfermedades cardio-
vasculares, metabdlicas, neurolégicas, enfermedades autoinmunes,
cdncer, asi como un grupo de enfermedades autoinflamatorias raras
conocida como sindrome periddico asociado a criopirina, entre otras
(4,29).

Las mutaciones en el gen NLRP3 constituyen un factor
efioldgico de un grupo de enfermedades raras autoinflamatorias
conocidas como sindrome periddico asociado a criopirina (CAPS),
caracterizada por fiebre e inflamacion sistémica recurrente. CAPS
incluye tres fenotipos: Sindrome Autoinflamatorio Familiar inducido
por Frio (FCAS), Sindrome de Muckle-Wells (MWS) vy
Enfermedad Autoinflamatoria Multisistémica de Inicio Neonatal /
Sindrome Articular Cutdneo Neurolégico Crdnico Infantil / Sindrome
Inflamatorio Crénico (CINCA/NOMID) (15).

Estas mutaciones en NLRP3 se traducen en una activacion
continua de caspasa-1 con hipersecrecion de IL-13, produciendo un
estado de inflamacién crénica. Por ello, se ha descrito un aumento
de la expresién de IL-13 y de IL-18 en monocitos y macrdfagos de
pacientes con CAPS sin estimulo externo (30). Ademds de las células
seiialadas, NLRP3 puede activarse en otros tipos celulares relacio-
nados con enfermedades inflamatorias en distintos 6rganos. Asi, el
inflamasoma NLRP3 ha sido implicado en enfermedades del Sis-
tema Nervioso Central (SNC) como esclerosis mdltiple, enfermedad
de Alzheimer y Parkinson o en el dafio cerebral traumdtico (31, 32).
A su vez estd implicado en enfermedades metabdlicas como gota,
diabetes tipo 2, y obesidad por resistencia a la insulina; enfermedad
hepdtica del higado graso no alcohdlico (33); enfermedades car-
diovasculares como aterosclerosis y otras patologias cardiacas (21,
34); y en enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide o
lupus eritematoso sistémico (35-37). Por ofra parte, evidencias cien-
tificas avalan la participacion de NLRP3 en la patogénesis de la de-
presion (38).

La inflamacion crénica inducida por los inflamasomas
también puede afectar a todos los estadios del desarrollo de tumo-
res, causando alteracion del microambiente, neoangiogénesis, pro-
liferacion de células tumorales y metdstasis, al ser las citoquinas
proinflamatorias mediadores importantes de la tumorogénesis in-
ducida por la inflamacion (39, 40). Por el contrario, en cdncer de
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colon se ha descrito un efecto supresor de la formacion de tumores
por el inflamasoma NLRP3. Por tanto, la activacion del inflamasoma
NLRP3 puede aumentar o inhibir la progresion del tumor y la me-
tdstasis dependiendo del tipo de tumor y del contexto en que se en-
cuentra.

NLRP3 también estd implicado en patologias de la piel
como acné, dermatitis atépica, psoriasis y vitiligo (4). Estudios mds
recientes sobre la enfermedad por Coronavirus (COVID-19) apoyan
la teoria de que el inflamasoma NLRP3 participa en el desarrollo
de los sintomas respiratorios, cardiovasculares y neuroldgicos en pa-
cientes con COVID-19 (41).

En conjunto, la inflamacion mediada por la activacion del
inflamasoma NLRP3 estd implicada en una amplia variedad de en-
fermedades, por lo que la modulacion del estado de activacion del
inflamasoma puede ser beneficioso en el tratamiento de diversas
enfermedades crénicas con un claro componente inflamatorio.

5. TERPENOS

Los productos naturales y sus derivados representan una
fuente destacada en el descubrimiento de moléculas bioactivas para
el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos. En particular, los ter-
penos constituyen una alternativa potencial en el tratamiento de
enfermedades inflamatorias, al haber sido descritos tradicional-
mente en |a literatura como agentes antiinflamatorios. Hasta el mo-
mento, su mecanismo de accion se habia asociado a la inhibicion
de vias de sefializacion cldsicas, como la activacion del factor de
transcripcion NF-icB y de protein quinasas activadas por mitogenos
(MAPKSs) en varios modelos experimentales de inflamacién (42-45).

En los dltimos afios y dada la descripcion del inflamasoma
como una diana emergente en inflamacion, numerosos estudios han
evaluado la actividad de diterpenos y triterpenos como inhibidores
de la activacion candnica del inflamasoma NLRP3 (29, 46-49) (Fi-
gura 1, Tabla T). De acuerdo con ello, esta revision se ha centrado
en examinar de forma critica la literatura cientifica publicada sobre
los terpenos mds prometedores como potenciales inhibidores del in-
flamasoma NLRP3.

Partendlido

Partendlido es una lactona sesquiterpénica aislada de la
especie vegetal Tanacefum parthenivm Sch. Bip. (Asteraceae), fra-
dicionalmente utilizada por sus propiedades antiinflamatorias atri-
buidas a la inhibicion de la via de activacion de NF-«B. Fue el
primer producto natural descrito como inhibidor de la activacion
del inflamasoma NLRP3 por su accion directa sobre caspasa-1 (50).
Este mecanismo ha sido relacionado con los efectos protectores mos-
trados por este compuesto en un modelo murino de resistencia a
la insulina inducida por obesidad (51).

Andrografdlido

Andrografolido es un diterpeno aislado de Andrographis
paniculata (Burm.f.) Nees (Acanthaceae), utilizado en el fratamiento
de enfermedades inflamatorias (52). Estudios recientes sefialan la
accion inhibidora de este diterpeno en la formacion del inflamasoma
NLRP3 como mecanismo responsable de los efectos antiinflamato-
rios mostrados en distinfos modelos predlinicos de enfermedad de
higado graso no alcohélico, dafio pulmonar, artritis reumatoide y
colitis asociada a cncer (53-55). En estos modelos, los efectos inhi-
bitorios de andrografélido se han relacionado con la interrupcion
del ensamblaje NLRP3-caspasa-1, produciendo inhibicion de la ac-
tivacion de caspasa-1y, por fanto, disminucion de la secrecion de
IL-1B. Ademds, se ha descrito que un derivado de este compuesto
es capaz de reducir la esteatosis hepdtica, fibrosis y dafio hepdtico,
por sus propiedades antioxidantes relacionadas con la regulacién
del factor eritroide 2 (Nrf2) y antinflamatorias al atenuar la activa-
cion de NLRP3, resultados corroborados en un modelo murino de
esteatosis inducido por una dieta alta en grasas y colesterol (56).
Mecanismos similares se encuentran implicados en los efectos pro-
tectores mostrados por este diterpeno y sus derivados en modelos
animales de dafio pulmonar inducido por distintos agentes como
LPS, ovoalbimina o particulas de silica (57-59). Asi mismo, ha mos-
trado actividad sobre la neuroinflamacion presente en modelos de
daiio cerebral por hemorragia intracerebral y en enfermedad de
Parkinson (60, 61).

Oridonina

Andrografolido

Triptolido Celastrol

Figura. 1. Estructuras quimicas de terpenos inhibidores de la activacion del inflamasoma NLRP3.
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Tabla 1. Principales terpenos inhibidores de la activacién del inflamasoma NLRP3 en modelos experimentales

Terpenos Mecanismo molecular Modelos experimentales Referencias
Colitis asociada a cdncer (55)
. y Esteatosis hepdtica no alcohdlica (54, 56)
. Reduccion de la expresion de los componentes del .
Andrografélido . Daiio pulmonar (57-59)
inflamasoma (ASC, caspasa-1, IL-1$3). )
Daiio cerebral (60)
Parkinson (61)
Bloqueo de la interaccion entre NLRP3 y NEK7. Diabetes tipo 2 (63)
Inhibicién de NF-icB. z:r::;:ls y artritis gotosa inducida por cristales (63)
Oridonina  'hibicién de NLRP3/caspasa-1/Gasdermina. Fibrosis hepdtica (65)
Pérdida de audicién inducida por distintos (66, 67)
agentes
Dafio por isquemia/reperfusion (64, 68)
Dafio pulmonar agudo (69)
. . . Fibrosis cardiaca (70,72)
Tritolido Interrupcion del ensamblaje NLRP3-ASCy supresion de la
d expresion de TLR4. Remodelado cardiaco ()
Daiio renal (73)
Shock séptico inducido por LPS (74,75)
B ol olivomerizncién da ASC formaidn del Colitis inducida por DSS (74,75)
oqueo de la oligomerizacion de ASC y formacion de - .
Celastrol complejo NLRP3, autofagia, inhibicion de NF-«xB y de ﬁmllt,ls reumatoide y gotoso (767'778)
produccién de ROS. arkinson (77)
Daiio hepdtico (78)
Daiio medular (79)
Oridonina efectos inhibidores dosis-dependientes de este diterpeno sobre la

Oridonina es un diterpeno eni-kaurano obtenido de la es-
pecie Rabdosia rubescens, (Hemsl.) Hara (Lamiaceae), ampliamente
utilizado en la Medicina Tradicional China. Numerosos estudios han
puesto de manifiesto las propiedades antiinflamatorias de este di-
terpeno atribuidas a la reduccion de varios mediadores proinfla-
matorios por su efecto inhibidor a nivel de la activacion del factor
de franscripcion NF-xB, de su translocacion nudear y de su union
al ADN (62).

Un estudio mds reciente ha caracterizado a oridonina
como un inhibidor covalente selectivo e irreversible del inflamasoma
NLRP3, al inhibir el ensamblaje y la activacion de NLRP3, dismi-
nuyendo la produccién de IL-1B (63). Desde el punto de vista me-
canistico, oridonina es capaz de bloquear la interaccion
NLRP3-NEK7, indispensable para la activacion de NLRP3, gracias
a la presencia en su estructura de un grupo carbonilo o.-B-insatu-
rado a través de adicion de Michael y unidn covalente al residuo de
cisteina (279 en el dominio NATCH de la proteina NLRP3, un paso
relevante para la posterior oligomerizacion y redutamiento de ASC.
Sin embargo, oridonina no actda sobre la actividad ATPasa de
NLRP3 o en el reclutamiento de ASC (63). Asi mismo, se han descrito

Terpenes: a new therapeutic strategy in inflammatory diseases
mediated by the NLRP3 inflammasome
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escision de caspasa-1, secrecion de IL-13, y muerte celular ras la
estimulacion del inflamasoma con distintos agonistas de NLRP3.
Adicionalmente, oridonina mostré efectos terapéuticos en modelos
de enfermedades cronicas como peritonitis, artritis gotosa, diabetes
tipo 2 y fibrosis hepdtica. Los efectos protectores de oridonina mos-
trados en la atenuacion del dafio por isquemia/reperfusion en ex-
tremidades se asocian con sus efectos antiinflamatorios relacionados
con el inflammasoma NLRP3 (63-65).

Ademds, este compuesto era capaz de prevenir la pérdida
de audicion relacionada con la acumulacion de ROS y de inflamacion
en modelos murinos. Asi, se demostraron los efectos protectores de
oridonina atribuidos a la inhibicién de la via de NLRP3/caspasa-
1/gasdermina D, disminuyendo la muerte celular por piroptosis,
wando el agente inductor es un antibiético aminoglucésido como
la kanamicina o un bloqueo de la interaccion NLRP3-NEK7, cuando
existe pérdida de audicion por ruido (66, 67).

Adicionalmente, oridonina ha mostrado efectos protecto-
res en enfermedades cardiovasculares como el infarto de miocardio
al disminuir la fibrosis miocdrdica y preservar la funcion cardiaca
en modelos animales (68). Asi mismo, este diterpeno podria ser



IANAI.IES I

RANF

lwww.analesranf.cum

eficaz frente al daiio pulmonar agudo al reducir la inflamacion me-
diante la regulacion de la expresién de componentes del inflama-
soma NLRP3 e inhibicion de la via de NF-«B, asi como por sus
propiedades antioxidantes dependientes de la inhibicion de Nrf2
(69).

Triptolido

Triptolido es el principio activo de la especie Tripterygivm
wilfordiiHook F (Celastraceae), ampliamente utilizada en la Medi-
cina Tradicional China. Los efectos antifibréticos de este diterpeno
han sido descritos en un modelo murino de fibrosis cardiaca por re-
duccién de la inflamacion cardiaca (70). El estudio de los mecanis-
mos moleculares implicados indica que la inhibicion de la activacién
del inflamasoma NLRP3 se produce por un mecanismo dual, al re-
gular la expresion de los componentes del inflamasoma como
NLRP3 y ASC, a la vez que bloquea el ensamblaje ASC-NLRP3. Trip-
tolido mostré efectos beneficiosos sobre la remodelacion cardiaca
mejorando la funcion cardiaca y la hipertrofia ventricular, al dismi-
nuir la inflamacion por su accion inhibidora de NLRP3 en corazones
expuestos a una sobrecarga de presion de forma crénica (71). En
un modelo de fibrosis cardiaca en ratas se ha descrito que la inhi-
bicion de la activacion de NLRP3 que ejerce este diterpeno se asocia

Sefal1

Andrografélide
Oridenina
Triptolide

Celastrol

asu efecto inhibidor de la via de NF-«B (72). De forma semejante,
se ha observado que actia como regulador de la expresion de
NLRP3 y de TLR4 con mejoria significativa de pardmetros de funcién
renal en un modelo de dafio renal en ratas tratadas con triptolido,
con reduccion de la produccion de citoquinas proinflamatatorias
(73).

Celastrol

El triterpeno celastrol es un compuesto bioactivo aislado
también de Tripterygivm wilfordii Hook F. (Celastraceae) con pro-
piedades antiinflamatorias atribuidas a la inhibicion de la activacion
del inflamasoma NLRP3, demostrado tanto en estudios in vitro como
in vivo. Resultados obtenidos en modelos animales han puesto de
manifiesto los efectos protectores de celastrol en modelos de shock
séptico inducido por LPS y colitis inducida por sulfato de dexirano
sodico (DSS) (74, 75). Los mecanismos implicados incluyen el blo-
queo de la oligomerizacion de ASCy la activacion de autofagia, que
conducen a la inhibicion de la activacion de caspasa-1y disminucion
de la liberacion de citoquinas IL-1B e IL-18, bloqueando la activa-
cién del inflamasoma NLRP3. Se ha descrito ademds, que celastrol
es capaz de inhibir la activacién del inflamasoma y la escision de
caspasa-1 inducida por LPS/ATP, asi como la via de NF-«B y la
produccion de ROS, comportdndose como un inhibidor dual en la

Seiial 2

INFLAMACION

Piroptosis

sefial 1o “priming” donde los TLRs reconocen a los PAMPs como el lipopolisacdrido LPS induciendo la activacion de NF-kB y su translocacion al nicleo, produciendo la
transcripcion de pro-IL-183, pro-IL-18 y de los componentes del inflamasoma; la sefial 2 o activacidn, estd inducida por diversos estimulos (ATP, Nigericina, ROS). La
adtivacion de caspasa-1 induce la maduracién y liberacion de las citoquinas proinflamatorias IL-1B8 y IL-18, produciendo el ensamblaje y oligomerizacién del complejo
del inflamasoma NLRP3. Los diterpenos y triterpenos sefialados son potentes inhibidores del inflamasoma NLRP3, actuando en distintas etapas de las vias implicadas en
la activacion del mismo.
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via de adtivacion del inflamasoma al inhibir tanto el “priming” como
|a activacion. Estos mecanismos son responsables del efecto protector
mostrado por este compuesto en modelos animales de artritis reu-
matoide en ratas y de Parkinson en ratones (76, 7). Asi mismo, ha
mostrado efecto protector en artritis gotosa inducida por cristales
de urato en ratones por un mecanismo relacionado con la inhibicion
de la ubiquitinacion de K63 en NLRP3, suprimiendo asi la activa-
cion de este inflamasoma (78). Celastrol también mostré actividad
antiinflamatoria y neuroprotectora en un modelo de dafio medular
en ratas al reducir la activacion de la microglia por inhibicion de la
via del inflamasoma NLRP3, asi como la expresion de proteinas re-
lacionadas con la muerte celular por piroptosis (NLRP3, ASC, Cas-
pasa-1y GSDMD) con disminucién de la produccion de citoquinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-18) (79).

Otros ferpenos

Artesunato, un derivado de la lactona sesquiterpenica ar-
temisinina obtenida de la especie Arfemisia annua L. (Asteraceae),
redujo significativamente la neuroinflamacion en un modelo de le-
sion cerebral traumatica, por sus efectos inhibitorios en la activacion
de NF-icB, en la liberacion de citoquinas proinflamatorias y en la
activacion del inflamasoma NLRP3 (80). Los efectos protectores de
este compuesto fueron también descritos en un modelo murino de
distress respiratorio agudo (81).

Dehidrohispanolona es un diterpeno labddnico aislado de
las partes aéreas de especies del género Ballota (Lamiaceae). Este
diterpeno, asi como algunos derivados han mostrado efectos antiin-
flamatorios en vias inflamatorias cldsicas (43, 44). Las propiedades
antiinflamatorias de algunos andlogos han sido atribuidas recien-
temente a su actuacion sobre la diana del inflamasoma NLRP3. Asi,
derivados oxima de dehidrohispanolona han sido descritos como in-
hibidores selectivos de NLRP3 (82).

Mds recientemente se ha descrito que el diterpeno dehi-
droisohispanolona es capaz de inhibir la activacion de caspasa-1y
la posterior secrecion de IL-13 mediante la inhibicién del inflama-
soma NLRP3 en macréfagos. Estudios de Docking molecular confir-
maron que este diterpeno adoptaba una conformacion favorable
en el bolsillo ATP del inflamasoma NLRP3 mediante la formacion
de un enlace covalente con la cisteina 415, confirmdndose, de este
modo, la inhibicion directa del inflamasoma NLRP3. Ademds, este
compuesto ejerce su actividad antiinflamatoria actuando como un
inhibidor dual tanto de la activacién de NF-icB como de NLRP3, dis-
minuyendo también la piroptosis (83).

El triterpeno betulina, abundante en varias especies del
género Befula (Betulaceae) también es capaz de reducir la infla-
macién hepdtica en ratas inducida por cisplatino por un mecanismo
relacionado con la inhibicién del inflamasoma NLRP3 por su accién
sobre caspasa-1, reduciendo los niveles de IL-13 (84).
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En conjunto, los resultados mostrados identifican al infla-
masoma NLRP3 como una diana molecular implicada en el meca-
nismo de accion de estos terpenos. Este hecho reafirma el papel de
los productos naturales como agentes terapéuticos prometedores en
el tratamiento de varias enfermedades inflamatorias. Ademds, los
efectos inhibitorios de la activacion del facior de transcripcion NF-
kB atribuidos a los compuestos terpénicos permiten abrir nuevas es-
trategias para desarrollar moléculas que sean inhibidores duales
y que puedan, simultdneamente, suprimir la activacion del infla-
masoma y la activacion dependiente de NF-xB (Figura 2).

6. CONCLUSIONES

La bisqueda de nuevos agentes antiinflamatorios sigue
siendo un drea de investigacion relevante debido a la complejidad
del proceso inflamatorio, asi como por la implicacién de la inflama-
¢on en numerosas patologias.

Evidencias cientificas recientes sefialan al inflamasoma
NLRP3 como un factor infrinseco destacado en el sistema inmune
innato en respuesta a una amplia variedad de estimulos, ya que su
desregulacion se ha asociado con el desarrollo y progresion de en-
fermedades inflamatorias y autoinmunes. La activacion de NLRP3
y la liberacion de citoquinas proinflamatorias (IL-13, IL-18) ha sido
demostrada en enfermedades con componente inflamatorio. Por
todo ello, el conocimiento del proceso que interviene en la activacion
y regulacion del inflamasoma abre nuevas posibilidades para el
desarrollo de terapias antiinflamatorias constituyendo NLRP3, cas-
pasa-1 e IL-1B nuevas dianas terapéuticas de gran interés. Hasta
el momento, no se dispone de ningdn inhibidor del inflamasoma
NLRP3 de uso clinico.

Los terpenos son un grupo de productos naturales que
presentan una gran diversidad estructural y bioldgica. Estudios re-
cientes han revelado que son compuestos capaces de inhibir la ac-
tivacion del inflamasoma NLRP3 modulando la patogenicidad de
la enfermedad inflamatoria. Los estudios resumidos sefialan a los
terpenos como agentes reguladores de NLRP3 mostrando efectos
beneficiosos en varios modelos experimentales de enfermedades
inflamatorias cronicas (colitis, artritis gotosa, dafio pulmonar
agudo. ...). Tradicionalmente, estos compuestos han sido identificado
como potentes inhibidores del factor de transcripcién NF-«B, un fac-
tor regulador de la transcripcion de cifoquinas y quimioguinas proin-
flamatorias implicadas en distintas enfermedades inmunes e
inflamatorias cronicas. A su vez, NF-xB es una sefial activadora
del inflamasoma, siendo responsable de la sintesis de sus compo-
nentes, por lo que la actuacion sobre esta via puede también resultar
en una disminucion de los niveles de IL-1p.
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Aunque todavia no se conocen con exadtitud los mecanis-

mos exactos por los que los terpenos regulan la activacion del com-
plejo del inflamasoma, estudios recientes sugieren que estos
compuestos representan una aproximacién terapéutica en la bos-
queda de nuevos agentes antiinflamatorios. Los efectos inhibitorios
combinados de los terpenos, tanfo a través de la via TLR4-NF-«B,
como en el proceso de activacion del inflamasoma NLRP3, pueden
posicionar a estos compuestos como candidatos prometedores en la
bisqueda de terapias nuevas y efectivas en el tratamiento de en-
fermedades inflamatorias mediadas por NLRP3.
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