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Neuroproteccion mediada por astrocitos

El papel emergente del factor nuclear eritroide
2 Nrf2 en la neuroproteccion mediada por
astrocitos

Theemergingrole of nuclear factor erythroid 2 Nrf2 in neuroprotection
mediated by astrocytes

Resumen

Losastrocitossonuntipocelularencargadosdelaprotecciénneuronal
y la homeostasis del sistema nervioso central cuyas funciones se han
reconsiderado recientemente apoyando la idea de que los astrocitos
no solo son células que proporcionan soporte a otros tipos celulares
sino que desempenan funciones como: almacenamiento y liberaciéon
de glucégeno, control del flujo sanguineo, secrecion o absorciéon de
transmisores neuronales, neuroproteccion ante especies reactivas
de oxigeno, entre otras funciones. La neuroproteccién que brindan
los astrocitos ante el estrés oxidativo es mediada por diferentes vias
moleculares, entre las que destaca la expresion de Nrf2 que propicia
una liberacion de agentes antioxidantes y desintoxicantes que
protegen a las neuronas ante diversos agentes daninos.
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Abstract

Astrocytes are a cell type responsible for neuronal protection and
homeostasis of the central nervous system, whose functions have
recentlyreconsidered,supportingtheideathatastrocytesarenotonly
cells that provide support for other cell types but play functions such
as storage and release of glycogen, control of blood flow, secretion or
absorption of neural transmitters, neuroprotection against reactive
oxygen species, among other functions. Neuroprotection offered
by astrocytes to oxidative stress is mediated by different molecular
pathways, among which the expression of Nrf2 that fosters a release
of antioxidants and detoxifying agents that protect neurons against
various harmful agents.
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Introduccion

En el sistema nervioso central (SNC) las células
se clasifican en dos grandes grupos: las neuronas
y la neuroglia. “El cerebro humano tiene unas
1011 neuronas” 1, y este tipo celular se encarga de
transmitir y procesar la informacion en el SNC. Por
otro lado, el término “célula glial” se refiere a tres
categorias de células. Las primeras dos categorias
son células de Schawnn y oligodendrocitos, que
son las células formadoras de mielina en el sistema
nervioso periférico y central, respectivamente.
Estascélulasrodeanalosaxonesneuronalesconuna
vaina de mielina que les proporciona aislamiento,
mayor velocidad vy eficiente transmision de los
impulsos nerviosos. La tercera categoria de las
células gliales comprende las células Ilamadas
astrocitos. Aunque los astrocitos no proporcionan
una vaina de mielina a los axones, proporcionan
apoyo critico para la funcién neuronal. 2 (Figura 1)
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A los astrocitos se les han atribuido funciones
de “pegamento”’, es decir, cumplen la funcién de
soporte y mantenimiento de las neuronas en el
sistema nervioso central. Ademas, se sabe que
son las células gliales mas numerosas. Entre
sus funciones tienen un papel importante en el
equilibrio de iones extracelulares, mantenimiento
del pH del sistema nervioso central, homeostasis,
limpieza de productos de desecho de la sinapsis
neural, captura de neurotransmisores y liberacion
de productos energéticos que seran utilizados
en la actividad sinaptica. Desde el punto de vista
metabdlico, los astrocitos son las Unicas células de
la neuroglia que contiene reservas de glucdégeno
disponibles para ser utilizadas por neuronas 2.

Desde 1966 se empezé a documentar que el rol de
los astrocitos iba mas alla de cumplir solo funciones
de soporte 2, y en investigaciones recientes se
sabe que el papel que desempefan en el sistema
nervioso centrales muchomasamplio, participando

NEURONA

Figura 1- Los astrocitos son las células gliales mds abundantes en el sistema nervioso central. Modificada de Pearson

Education. Inc 2013.
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en la regulacién del flujo sanguineo cerebral,
en la proteccién antioxidante de las neuronas,
liberacion de gliotransmisores (Adenosina,
Glutamato, D-Serina) y dan origen a la conexion
astrocito-neurona conocida como  “sinapsis
tripartita” 2 Recientemente se ha estudiado el
papel de los astrocitos en la neurodegeneracion y
en enfermedades neurodegenerativas asociadas
a estrés oxidativo como Alzheimer, Parkinson y
Esquizofrenia, asi como su rol en el dolor crénico
23, Estos hallazgos sugieren que los astrocitos
detectanlaactivacionneuronalyestanactivamente
involucrados en la transmisién de seiales, basando
su actividad principalmente en estudios de la
movilizacién de calcio 24,

Los astrocitos desempefian un papel directo,
activo y critico en la mediacién de la supervivencia
neuronal, su desempefio es importante apoyando
a otras células cerebrales en la defensa contra la
toxicidad inducida por ROS (especies reactivas
de oxigeno); de hecho, contienen los niveles mas
altos de diversos antioxidantes en el cerebro y
proporcionan los precursores extracelulares para
el sistema neural antioxidante glutatién (GSH)>.

Estrés oxidativo

El cuerpo humano mantiene un constante equilibrio
entre la produccidon de pro-oxidantes que son
generados como resultado del metabolismo celular
y los sistemas de defensa antioxidantes. La pérdida
de este balance lleva a un estado que se conoce
como estrés oxidativo. Este estado se caracteriza
por un aumento en los niveles de radicales libres y
especies reactivas que no alcanza a ser compensado
por los sistemas antioxidantes, causando dafo y
muerte celular. Esto ocurre tanto en patologias
degenerativas, como de tipo infeccioso, inmune e
inflamatorio®.

Los radicales libres son atomos o moléculas que
presentan un electron desapareado, en esta
situacién se convierten en altamente reactivos
frente a moléculas vecinas a las que provocan dafos
oxidativos irreparables 5. Los radicales libres que

producen mayor toxicidad son: ion superéxido (02),
hidroxilo (OH), perdxido de hidrégeno (H202),
oxido nitrico (NO) y el peroxinitrito (ONOO) [7].

La alteracién del balance entre pro-oxidantes y
antioxidantes puede tener diversos grados de
magnitud. En el estrés oxidativo leve, las defensas
antioxidantes bastan para restablecer dicho
balance, pero en el estrés oxidativo grave puede
llegar aalteraciones enelmetabolismo celular;como
rompimiento de DNA, aumento de la concentracion
intracelular de calcio, dafo a transportadores
membranales de iones y peroxidacion de lipidos.
El dafo por estrés oxidativo puede ser reversible
o irreversible dependiendo de factores como la
duracion del estrés, la efectividad de las defensas
antioxidantes, la edad del organismo, el estado
nutricional y factores genéticos que codifican
sistemas antioxidantes ¢.

Las especies reactivas de oxigeno se generan
constantemente  durante el  metabolismo
oxidativo celular, la generacion de estrés oxidativo
compromete las funciones celulares principales
4 Bajo condiciones de estrés prolongadas, las
especies reactivas de oxigeno se producen durante
un largo tiempo, y por lo tanto pueden causar dafio
significativo a la estructura y funciones celulares
como mutaciones somdticas y transformacion
neoplasica, la iniciacion y progresion del cancer se
han relacionado con el estrés oxidativo por dafos o
mutaciones en el ADN induciendo la inestabilidad
del genomay la proliferacién celular .

Cuando dos neuronas y sus astrocitos vecinos estan
sometidos a un cierto grado de dafo por la cadena
respiratoria mitocondrial debido al exceso de ROS,
las neuronas sufren rapidamente la muerte celular
mientras que los astrocitos resisten. Las células
estan normalmente equipadas con captadores de
antioxidantes y enzimas para prevenir el dafio por
niveles altos de ROS, pero las neuronas expresan
una concentracién muy baja, por tanto es imperativo
que estas células junto con los astrocitos formen un
complejo de neuroproteccién y desintoxicacion de
ROS?0, (Figura 2)
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Figura 2- Acoplamiento bioenergético y antioxidante entre neuronas y astrocitos. Modificado de: Seila
Fernandez Fernandez, Antioxidant and bioenergetic coupling between neurons and astrocytes.

Enfermedades
neurodegenerativas

El sistema nervioso central es particularmente
sensible al estrés oxidativo, debido a un alto
consumo de oxigeno y el enriquecimiento en
acidos grasos poliinsaturados, por lo que es muy
vulnerable a la peroxidacion lipidica. El estrés
oxidativo y las lesiones que causa han sido
implicados en la patogénesis de enfermedades
neurodegenerativas, incluyendo:  Alzheimer,
Parkinson y Huntington. 1!

De acuerdo con numerosos estudios, existe una
serie de condiciones comunes entre todas las
enfermedades neurodegenerativas, entre ellas se
encuentran agregacién de proteinas, disfuncion
proteosomal, inflamacién y estrés oxidativo.
En general, el estrés oxidativo y la disfunciéon
mitocondrial se han establecido firmemente como
modelos implicados en neurodegeneracion. 1t

Aunque el estrés oxidativo ha sido implicado
en la patogénesis de varias enfermedades
neurodegenerativas, las terapias basadas en
antioxidantes exégenos han sido decepcionantes.
Altas cantidades de antioxidantes son necesarios
para lograr efectos protectores en el sistema
nervioso central, la mayoria de los antioxidantes
exégenos no son eficientes para cruzar la barrera
hematoencefalicadebidoasunaturalezahidrofilica
y, dado que la administracion de antioxidantes es
limitada debido a su toxicidad en dosis elevadas,
resulta en una pequefa ventana terapéutica de
estos agentes. Esto sugiere en un primer plano
la necesidad de estrategias terapéuticas para
contrarrestar los efectos perjudiciales de ROS. 11

Un candidato prometedor para limitar el dafo
mediado por ROS es la activacion de las enzimas
antioxidantes endégenas presentes en el SNC,
tales como la catalasa, superéxido dismutasas,
y peroxirredoxinas. La transcripcion de estas
proteinas citoprotectoras esta bajo el control del
factor de transcripcién nuclear NF-E2 relacionado
con el factor 2 (Nrf2), que desempefia un papel
central en la regulacion del estado redox celular. 1
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Como se menciond anteriormente, los astrocitos
tienen un papel clave en la neurotransmision,
representan el Unico tipo de células cerebrales para
el almacenamiento de glucdgeno, sobre todo en
zonas de alta actividad sinaptica. En respuesta a la
actividad neuronal, los astrocitos pueden apoyar a
las neuronas mediante la liberacién de precursores
de energia, ha sido demostrado que la movilizacion
de glucégeno en astrocitos puede sostener la
actividad neuronal durante la hipoglucemia. Los
astrocitos se activan anormalmente en patologias
centrales del sistema nervioso, conocidos
colectivamente como astrogliosis reactiva, lo que
representa un mecanismo de defensa a través de
una via de sefalizacion que no se entiende todavia
completamente. Asi, este tipo de célula glial es
de importancia critica para la funcién normal del
cerebro debido a su capacidad para promover
activamente la neuroproteccion. ?

El mecanismo molecular mas estudiado con
el que cuentan los astrocitos para una eficaz
neuroproteccién es el sistema antioxidante. Por
ejemplo, Nrf2 puede reducir los niveles de especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno controlando
directamente su respectiva sintesis enzimatica
en el caso del oxido nitrico, debido a la supresiéon
de la sintasa de o6xido nitrico inducible (iNOS,

también conocida como NOS2), o por su capacidad
para inducir la expresiéon de enzimas, como la
catalasa, que destruyen H202. Ademas, las
células necesitan proteccion de moléculas toxicas
xenobidticas, y Nrf2 tiene un papel importante
a través de su potente induccién de sintesis de
glutation, el eliminador de electréfilos celular
primario, asi como por su induccion de las enzimas
de la glucuronidacién que conjugan xenobidticos
para excrecion. En condiciones de reposo, estas
células expresan una bateria profusa de enzimas
antioxidantes, incluyendo NQO1 [NAD (P) H
quinona oxidoreductasa 1], tanto el catalizador y
las subunidades reguladoras, ligasa de glutamato-
cisteina (GCL), glutation reductasa (GSR), glutation
Stransferasa (GST), asi como GSH, y las vitaminas C
y E. La abundancia de estos sistemas antioxidantes
estd orquestada transcripcionalmente por la
actividad basal relativamente alta de factor
nuclear eritroide 2 (Nrf2) %10.1%12 (Figyrg 3).

La primera prueba del papel que tiene el Nrf2
en la proteccién contra el estrés oxidativo fue
en el estudio de Venugopal y Jaiswall en el que
demostraron que la sobreexpresion de Nrfl y
Nrf2 induce NQO1 en respuesta a antioxidantes y
xenobioticos. 13

Superoéxido dismutasa

Quimioterapia

Radiacion

Catalas

Glutation

Factores de
—> |_ Peroxirredoxina
Crecimiento @

Cltosmas

T|orredoxma reductasa

Peroxidasa

Hipoxia

Figura 3- Representacion esquemdtica de varios activadores e inhibidores de la produccién de especies reactivas de
oxigeno. Modificado de: Simone Reuter Oxidative stress, inflammation, and cancer: How are they linked?}
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Estructura de Nrf2
y Keapl

Nrf2 pertenece a una familia de proteinas basicas
con un caracteristico “zipper” o cierre de leucinas
(bZip) en la region C-terminal. La region basica
corriente arriba de bZip es la responsable de la
unién al ADN, mientras que la region acidica se
requiere para la activacion transcripcional. 13

El factor de transcripcién Nrf2 estd relacionado
con estudios de la familia de proteinas NF-E2. 4
Asimismo, contiene 605 aminoacidos y se divide
en 6 dominios denominados Neh 1-6. El dominio
Neh1l contiene una region bZIP fusionada a
una regién CNC y es responsable tanto de su
capacidad de dimerizar con pequefas proteinas
MAF (llamado asi por el oncogén de fibrosarcoma
musculoaponeurético aviar) y su capacidad para
unirse a ADN como un heterodimero. Este dominio
también se encuentraen p45NF-E2,y NRF1 NRF3.
El dominio N-terminal de Neh2 es necesario parael
controlnegativosensible aredoxdel factor de CNC-
bZIP. El dominio C-terminal de Neh3 interactua
con la proteina cromodominio helicasa 6 de unién
al ADN (CHD®é) y por lo tanto podria asociarse con
proteinas de control transcripcional. Tanto Neh4
como Neh5 son dominios de transactivacién que
interacttian con la proteina de unién a CREB (CBP).

® B3

DIDLGV DEETGE
Sitios de Unién a KEAP1

Neh2
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El dominio central Nehé contribuye al control
negativo redox-independiente de NRF2. 15

El dominio Neh2 regula negativamente a Nrf2
a través de su capacidad para interactuar con
la proteina 1 asociada a ECH parecida a Kelch
(Keap1). Las proteinas Keapl de mamiferos
comprenden tipicamente 624 aminoacidos, son
metaloproteinas que contienen Tramtrack, Bric-
a-brac (BTB) dominio de dimerizacién, una region
intermedia (IVR), abundantes residuos de Cys,
y un dominio que comprende seis repeticiones
Kelch que representa un sitio de acoplamiento
a proteinas. Lo mas importante es, de hecho,
que las proteinas humanas Keapl contienen
27 cisteinas, de las cuales probablemente la
mitad son altamente reactivas porque estan
situadas al lado de los aminoacidos basicos,
por lo tanto, el pKa de su grupo tiol se reducira
sustancialmente, permitiendo la formacion del
anioén tiolato en condiciones fisiolégicas normales.
El descubrimiento de Keap1 lleva a la prediccion
de que podria funcionar como un sensor redox
intracelular, ya que contiene cisteinas reactivas
que, o bien puede formar aductos con electréfilos, o
se oxida facilmente. De los 27 residuos de cisteinas
gue contiene Keap1 solo son fu ncionales la Cys23,
Cys151, Cys273y Cys288, pues se ha demostrado
que las mutaciones que carecen Cys23, Cys273y
Cys288 son incapaces de regular negativamente
NRF2 %3, (Figura 4).

m

Dominio de Unién a DNA

Dominio de repeticién KELCH

e Dominio Region

0 ) G G

Se une a NFR2

BTB Intermedia

CULS3

Figura 4. Estructuras de NRF2 y KEAP1. (A) Se muestran los dominios de NRF2 Neh1-6. Los aminodcidos 27 a 32 en rojo y los aminodcidos
77 a 82 en verde del dominio Neh2. Se presentan los puntos DLG y ETGE, respectivamente. Estos puntos comprenden los sitios de unién
KEAP1. Los dominios Neh1y Neh 3 comprenden la regién NRF2 de unién al ADN. El dominio Nehé se muestra en verde.. (B) Se muestran
las posiciones de los dominios KEAP1, junto con sus funciones. El dominio BTB es responsable de la dimerizacién de dos subunidades de
KEAP1 y de la unién de Cul3 se muestra en rosa, el IVR en color violeta pdlido y el dominio de repeticién de Kelch vy sitio de unién al Nrf2
en color azul. Abreviaturas: CTR, la regién C-terminal; KR, Kelch-repeticién.

Modificada de: Jhon D. Hayes, NRF2 and KEAP1 mutations permanent activation of an adaptive response in cancer

Revista Mexicana de Neurociencia Septiembre-Octubre, 2016; 17(5): 49-59



5 6 Revision.

Neuroproteccion mediada por astrocitos

Regulacion de la
expresion de Nrf2

En ausencia de estrés oxidativo, Nrf2 queda
secuestrado en el citosol, donde se une a Keap1,;
Nrf2- Keap1 se reprime mas por la unién a Cul3
(Cullin-3), que a su vez se une a Rbx1 (ANILLO-box
proteina 1) para formar un complejo Keap1-Cul3-
Rbx1 E3 ligasa de ubiquitina que se dirige a Nrf2
para degradacién proteosomal. Keap1 contiene al
menos cuatro residuos de cisteina esenciales (en
las posiciones 23, 151, 273 y 288), la oxidacion de
uno de ellos (Cys151) determina la liberacién y
adaptacion de Nrf2 al estrés oxidativo. &1,

Su actividad aumenta en respuesta a especias
reactivas de oxigeno y productos quimicos
electrofilicos que tienen la capacidad de modificar
los tioles intracelulares, incluyendo glutatién
reducido (GSH). Tras la estimulaciéon con agentes
gue producen estrés oxidativo Nrf2 aumenta
rapidamente sus niveles en el nucleo de las células
afectadas, lo que provoca la transactivacion
de genes citoprotectores. Cada uno de estos
genes tienen al menos un elemento de respuesta
antioxidante  (ARE; 50-A/GTGAC/GNNNGCA
/ G-30) * Nrf2 se transloca al nucleo, donde se
forma un complejo con otras proteinas nucleares
gue se une al elemento de respuesta antioxidante
para inducir la sintesis de antioxidantes y enzimas
de fase Il de desintoxicacion. Entre estos se
encuentran NQO1, enzimas relacionadas con el
metabolismo del glutation (subunidades cataliticas
y reguladoras de GCL, GSR y GST), G6PD [G6P
(glucosa-6-fosfato) deshidrogenasa], proteina
de multirresistencia 1(MRP1) y Gamma glutamil
transpeptidasa (yGT), asi como el transportador
de aminoacidos excitatorios 3 (EAAT3) [9]. Los
genes blanco de NRF2 incluyen aquellos que
codifican proteinas antioxidantes, enzimas que
participan en la regeneracion de NADPH, enzimas
metabolizadores de fArmacos, proteinas de choque
térmico, subunidades alfa y beta del proteasoma
26S, receptores de factores de crecimiento, entre
otros. 1516

La transcripcion de Nrf2 impide la apoptosis
en neuronas Yy astrocitos inducida por ROS
después de varios tipos de insulto, tales como la
presencia de H202, t-butilo, hidroperdxido de
6-hidroxidopamina, acido 3-nitropropiénico, MPP
+ (1-metil-4-fenilpiridinio) y rotenona. ®

La activacion del factor de transcripcion Nrf2 en
astrocitos humanos mediante tratamiento con
1[2-Cyano-3,12-dioxool-eana-1,9(11)-dien-28-
oyl] trifluoroethilamida (CDDOTFEA) indujo la
expresion de la subunidad catalitica de la ligasa
de glutamato-cisteina (GCL), lo que conduce a una
mayor actividad GCL, la produccién de glutatién
y la fuerte neuroproteccién contra H202. Esta
neuroproteccion mejorada se encontré que era
dependiente de la actividad GCL astrocitica, a
diferencia de la neuroproteccién basal ofrecida
por astrocitos no tratados. El tratamiento directo
de neuronas derivadas de hESC (células madre
embrionarias de humano) con CDDOTFEA no
provocd la induccion de genes blanco para Nrf2,
ni neuroproteccién. Por lo tanto, se concluye
que los astrocitos humanos pueden mediar
neuroproteccion a través de mecanismos
dependientes o no de glutatién, y representan un
blanco terapéutico para los trastornos humanos
asociadas con el estrés oxidativo neuronal 7.

Ademas, la regulacién de la expresidon génica
antioxidante medida por Nrf2 puede estar
gobernada por PGC-1a (co-activador 1 alfa del
receptor gamma activado por el proliferador
perixosomal), un co-activador de la transcripcion
que es importante para la biogénesis mitocondrial
y el metabolismo. Las neuronas de la sustancia
negray el hipocampo de ratones nulos de PGC-1a
son los mas vulnerables frente a los modelos de
1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP)
y acido kainico de neurodegeneracioén, y es sabido
que el aumento de los niveles de PGC-1a protege
a las células nerviosas ante estrés oxidativo. En
la enfermedad de Huntington por mencionar un
ejemplo, la expresion y actividad de PGC-1a estan
deterioradas. Finalmente, PGC-1a promueve el
procesamiento no amiloidogénico de la proteina
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precursora de amiloide; por lo tanto, previene
la generacion de péptidos de neurotdxicos
B-amiloide. Tomados en conjunto, estos resultados
sugieren que el PGC-1a es un protector potencial
en las enfermedades neurodegenerativas. ?

Conclusion

Parece totalmente plausible que las células posean todos los
recursos genéticos necesarios para mantener el equilibrio oxidativo,
seria poco probable que la condicidon que se describe como estrés
oxidativo produzca nuevas moléculas oxidantes, contra las cuales
nuestras células no hayan desarrollado ya las defensas antioxidantes
especificas, parece mas probable que el estrés oxidativo refleja un
desequilibrio entre las cantidades de oxidantes que nuestras células
estan produciendo y las cantidades antioxidantes necesarias para
restablecer el equilibrio. En lugar de intentar restablecer el equilibrio
oxidativo mediante la administracion de cantidades relativamente
pequeias de enzima antioxidante, tal vez nuestra atencién debe
dirigirse a la activacion de Nrf2, que puede modular los niveles de
expresion de cientos de productos de genes que pueden hacer frente
al estrés oxidativo y los estados fisiopatolégicos relacionados 28.
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