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RESUMEN

Durante el desarrollo del sistema nervioso, s necesaria la muerte apoptética para la

optimizacion de conexiones sindpticas, asi como para la funcionalidad neuronal, ésto
mediante el balance de sefiales pro- y anti-apoptdticas que permiten la sobrevivencia
neuronal necesaria en un buen desarrollo. Sin embargo, cuando se presenta un desbalance
en el adulto ya sea de las sefiales pro- ¢ anti-apoptéticas, puede iniciarse o hacerse evidente

una neurodegeneracion.

Procesos como la apoptosis y la necrosis pueden ocurrir en estriado de rata luego de
la administracion de excitotoxinas (Ferrer y col. 1995). Estos desajustes pueden presentarse
en modelos experimentales por la activacion de receptores NMDA y/o la generacién de
ROS (especies reactivas de oxfgeno) con la administracion de agonistas glutamatérgicos
como el 4c. quinolinico (QUIN). Si bien, ain no son bien establecidos los mecanismos por
los cuales las especies reactivas del oxigeno juegan un rol en la activacidn del factor de
transcripcion nuclear kB (NF-xB), conocido como un factor apoptético bajo estimulo
oxidante o nitrante (Li y Karin, 1999), hay evidencias de que tanto ROS, como la activacién
de NF-xB disminuyen con el incremento de la enzima glutation peroxidasa (Kretz-Remy y
col. 1996).

El presente trabajo tiene como finalidad evidenciar la posible funcién del selenio
como inhibidar (directo o indirecto) de la activacién de NF-xB al impedir la ruptura del
complejo NFxB:IkB-o y la posible muerte apoptdtica por esta via que podria
desencadenarse, apoyandonos para ello con evidencia de degradacion de DNA en el modelo

de toxicidad evocado por QUIN, en cuerpo estriado de ratas macho Wistar.

Para ello se analizd la presencia citesélica de la proteina [kB-a por Western blot e

imunohistoquimica como marcador de degradacion de IkB-o, ya que al ser fosforilada esta



proteina rompe su enlace con NF-kB ¢ inmediatamente es hidrolizada. La subunidad p65
del dimero NF-xB (p50 y p65) por analisis inmunohistdquimico permitid observar a este
factor en nucleo, evidenciando su traslocacion nuclear en los animales tratados con la
toxina. Por otro lado, considerando el dafio neurcnal que evoca el QUIN, se evalud el dafio
a DNA con un analisis por escalera que demuestra su fragmentacion, y la inhibicién de
este efecto con la administracion previa del selenio via sistémica en rata.

Nuestros hallazgos en el modelo de toxicidad evocado por QUIN fueron la
degradacién de JkB-a en citosol, la presencia de NF-k en nucleo y la fragmentacidn de
DNA; al coadministrar selenito de sodio los pardmetros anteriores son abatidos. Entonces
nuestros resultados proporcionan herramientas que orientan la accién prooxidante del
QUIN a desencadenar pasos moleculares posiblemente de reparaciéon que eventualmente
podria activar el factor NF-xB al traslocarse al niicleo, o bien inducir la transcripcion
mediante NF-k de proteinas apoptéticas como proteasas que sean capaces de fragmentar al
DNA; sin embargo, el factor especifico que realice directamente esta accidén afin no es

claro.
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ANTECEDENTES

1. ACIDO QUINOLINICO

1.1. Generdlidades

Ac. 2,3-Piridin Dicarboxilico

H 4cido quinolinico (QUIN) y el acido kinurénico, dos metabolitos del triptofano en la

via de la ]dnu;enina, encontrados en altas concentraciones en higado, asi como en efectos
pronunciados en la funcién neuronal; muestran una actividad elevada en los receptores de
los aminoécidos excitadores (AAE) de las neuronas centrales (Stone y Perkins 1981; 1982;
1983). Estos mismos compuestos también han sido empleados como inductores de
actividad convulsionante cuando son inyectados directamente en el cerebro de roedores
(Lapin, 1978a; b; 1981a; b), pero el significado de estas observaciones no fuercn develadas
sino hasta principios de los 80s.

Inicialmente, la importancia de la via de la kinurenina fue justificada como una
fuente de nicotinamida, un factor importante para monitorear la deficiencia de la piridoxina
ya que esta vitamina es un importante cofactor de algunas de las enzimas de la kinurenina
como molécula. Ademds, bajo condiciones normales, gran parte del triptofano catabolizado
sigue la via hasta formar acetil-coenzima A, y sélo una pequefia proporcién del
metabolismo diario del triptofano deriva a los otros metabolitos. Sin embargo, bajo
condiciones patolégicas de constante disposicion de triptofano, la produccidn de kinurenina
y de metabolitos intermediarios como el QUIN se incrementa considerablemente {(Vender,
1975). Desde 1980, y en paralelo con el incremento de las sustancias de interés en el rol de
los receptores para aminodcidos excitadores; estos agentes fueron asociados con la

neurotransmision, aprendizaje, memoria y enfermedades neurodegenerativas (Choi, 1988,



Stone y Burton, 1988; Collingridge y Lester, 1989), y desde entonces y hasta la fecha, el
interés por el andlisis y entendimiento de la funcidn de las vias del triptofano en el sisterna
nervioso central ha ido en aumento.

Desde hace tiempo se ha establecido que la accion excitotoxica del QUIN en estriado
estd mediada por los receptores tipo NMDA (N-metil-D-aspartato), y su accion es
antagonizada por magnesio y aminofosfonatos. La estimulacion del receptor NMDA por
QUIN en estriado de rata produce desordenes metabolicos diversos: reduccidn del consumo
de O; mitocondrial, disminucidon de los niveles de ATP y NAD, asi como de las
concentraciones de aspartato y glutamato (Bordelon y col.,1997). Ademas, reproduce el
patron de pérdida de células neuronales caracteristica de la enfermedad de Huntington
(Bordelon y col., 1997, el-Defrawy y col., 1986). Hay también una reduccién de la actividad
de la glutatién reductasa, observada en experimentos en ratas, que sugiere una causa o
factor de éontribucién al déficit observado en la disponibilidad del ghitatién inducida por
QUIN (Aguado y col., 2000).

00"
IL,N* 00"
OOH
COOH
GLUTAMATO AC. QUINOLINICO

El QUIN es sintetizado en microglia y macréfagos en el estriado de rata a través de
la 3-hidroxiantranilato oxigenasa. Los niveles extracelulares de QUIN durante una
inflamacién neuronal son tan altos que promueven la excitotoxicidad (Lehrmann y col,,
2001; Obrenovitch, 2001). Los astrocitos presentan un papel protector al minimizar la
produccion de QUIN y maximizando la sintesis de acido kinurénico; sin embargo, en
presencia de macrofagos y/o microglia, los astrocitos se wvuelven indirectamente

neurotoxicos por la producciéon de grandes concentraciones de kinurenina que puede ser



metabolizada secundariamente por monocitos infiltrados o cercanos, quienes formarén

finalmente QUIN (Guillemin y col., 2001).

1.2. Patologias asociadas a QUIN

PDado que el QUIN puede estar involucrado en algunos de los procesos de

envejecimiento celular relacionados con la edad, es probable que sea un factor
potencialmente activo en la degeneracién neuronal espontinea que ocurre durante los
cambios fisioldgicos vinculados con la edad. Este hecho es interesante cuando se considera
que los cfectos téxicos inducido por este metabelito endégeno sélo se han observado en
tejido nervioso maduro (Schwarcz y col., 1984), lo que refuerza la tendencia a pensar en un
posible vinculo entre las alteraciones celulares relacionadas a la edad y la sobreproduccion
de esta neurotoxina. Un incremento del QUIN se observd preferencialmente en cuerpo
estriado y corteza cerebral (Moroni y col.,1984), regiones especialmente susceptibles a la
toxicidad de este amino4cido neurotéxico (Beal y col., 1986; Schwarcz y col., 1984;
DiFiglia, 1989), a los procesos patolégicos encontrados en la Enfermedad de Huntington
(HD) (Bugiani y col., 1984; Martin y Gusella, 1986; Gravelord, 1985), y a los procesos
generales de envejecimiento (Cote, 1985), existiendo asi miltiples puntos de concordancia.

La via de la kinurenina y el QUIN, unc de sus productos, juegan un papel
importante en la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas, y en particular del
complejo SIDA/demencia. Se sabe que, en el estriado de rata, el dcido kinurénico bloquea
los efectos neurotdxicos del QUIN (Foster y col.,1984; Guillemin y col., 2001). Al QUIN
ademds se le ha asociado con cancer (Harman, 1993) a través de la formacion de radicales
hidroxilo (*OH) (Ganther, 1999). Adicionalmente se ha demostrado que el QUIN per se
induce la formacién de radicales *OH in vivo en cuerpo estriado de rata (Santamaria y col.,
2001b).

El QUIN como excitotoxina, al ser infundido intraestriatalmente de manera crénica

y a bajas concentraciones {4-10 nmel/h) induce una degeneracion de células neuronales



tiempo-dependiente, con una disminucién selectiva de células colinérgicas (Forloni y col.,
1992). La degeneracién se observa alrededor del sitio de inyeccién. Se ha observado un
incremento en la actividad de las aferentes dopaminérgicas en las fases aguda y subaguda
de la inyeccién de QUIN, detectandose ademds un incremento en los niveles locales de
norepinefrina tuego de 4 y 11 dias de la inyeccién intraestriatal de QUIN, permaneciendo
sin cambios en los sitios distantes ¢ en los periodos mds cercanos al momento de la
microinyeccion (Mazzari y col., 1986), asi también hay un incremento en la actividad de la
enzima QUIN-fosforibosiltransferasa (enzima que degrada al QUIN) en respuesta a los
eventos neurodegeneratives (Foster y col., 1985). Se observa ademds una reduccién dosis-
dependiente del contenido estriatal de GABA, luego de una infusién intraestriatal de QUIN
(Harris y col., 1998).
La inyeccion de QUIN en cuerpo estriado no altera los sitios distantes a la inyeccién.
Un incremento agudo en las concentraciones de QUIN conduce a un aumento en la
actividad nigroestriatal mediada por estimulacién excesiva de neuronas, mientras que
cambios subsecuentes representan las reacciones locales de las terminales nerviosas
dopaminérgicas secundarias a la degeneracién neural en el estriado (Foster y col., 1984).
Desde hace tiempo se ha establecido que la accion excitotoxica del QUIN en estriado
estd mediada por los receptores tipo NMDA, y su accifn es antagonizada por magnesio y
aminofosfonatos. La estimulacion del receptor NMDA por QUIN en estriado de rata
produce desordenes metabolicos diversos: inicialmente, la apertura de canales de Ca®*
{Stone, 1993), reduccion del consumo de O, mitocondrial, disminucién de los niveles de
ATP y NAD, asi como de las concentraciones de aspartato y glutamato (Bordelon y col.,
1997), inducen peroxidacion lipidica que puede ser prevenida parcialmente por antagonistas
NMDA y selenito de sodio (Rodriguez-Martinez y col., 2000; Santamaria y col., 2001a;
Santamaria y col., 2003). Ademis, reproduce el patron de la pérdida de células neuronales
caracteristica de la HD (Bordelon y col., 1997, el-Defrawy y col., 1986). Hay también una
reduccién de la actividad de la glutatidn reductasa, observada en experimentos en ratas, que
sugiere una causa o factor de contribucion al déficit observado en la disponibilidad del

glutatién inducida por QUIN (Aguado y col., 2000),



Al unirse el 4c. Quinolinico (Q)
a receptores NMDA, en gris (que tienen !a funcién de canal para calcio y
sodio) permite la apertura del canal para calcio y sodio, si esta accién es
sostenida o involucra gran cantidad de receptores, lo que podria suceder con
altas concentraciones de Q, la célula entonces puede activar mecanismos de

muerte inducidos por el estrés.

Los iones metalicos, en especial el hierro (Fe), tiecnen un rol importante en la formacién
de radicales libres derivados de ROS, y teniendo entre otras consecuencias, la ruptura de la
cadena de DNA (Barber, 1966; Vladimirov y col., 1980). Se ha observado que la inyeccién
estriatal de QUIN acumula altas concentraciones de hierro en globo pélido y substancia
nigra parte reticulada, ademds la formacion de radical hidroxilo incrementa de manera
concentracion dependiente con el QUIN (Stipek v col., 1997; Iwahashi y col., 1999). Esto
quiere decir, que el QUIN ademis de activar canales NMDA, puede producir radicales
hidroxilo por medio de una reaccién similar a la de Fenton descrita por Haber y Weiss en

1934, de la siguiente manera:

R-OH + QUIN-Fe** ——» R-00- + H' + QUIN+Fe*"
QUIN+Fe™* + 0, ———» QUIN-Fe* + 0,

H,0; + "0, —» HO + HO + O,

H;0; + QUIN+Fe!* ——» HO- +HO" + QUIN-Fe*



2. MUERTE NEURONAL

(Basicamente las células pueden morir por dos vias primarias: A) necrosis, proceso

por el cual se induce una respuesta inflamatoria de las células vecinas por la liberacion de
proteasas y lisozimas por parte de los macrdfagos vecinos, o B) apoptosis, proceso que
conduce a las células a muerte silenciosa donde sus restos son simplemente fagocitados por
las células vecinas.

La muerte celular por necrosis se observa en dafios patoldgicos agudos como son la
hipoxia, hipertermia, invasién viral, incluse en la exposicién a algunas toxinas exdgenas,
asi como por activacién del complemento; se caracteriza por la falta de integridad de la
membrana plasmatica con la consiguiente pérdida de la homeostasis, hinchamiento y
finalmente ruptura del cuerpo celular, permitiéndose que el contenido celular sea expuesto
al medio extracelular, alterando asi el ambiente en esa zona. En cambio, la apoptosis- tiene
una funcién bajo condiciones normales: es necesaria para el desarrollo tisular y homeostasis
hematopoy¢tica; para la eliminacién del exceso de células durante la hembriogénesis o de
células atrofiadas que dejan de recibir las concentraciones adecuadas de factores de
crecimiento o citocinas, o bien, para remover células que han sufrido dafio por genotédxicos.
Esto es, mientras que en la necrosis el final llega precipitada y abruptamente, durante la

apoptosis llega a haber una orquestacion “protocolaria” (Israels e Israels, 1999).

2.1. Factor de induccion temprana

NF-AB

NF-xkB (factor nuclear de induccién temprana) es un factor de transcripcion
inducible de respuesta rdpida que se encuentra presente de forma constitutiva en muchaos
tipos celulares, tales como células B maduras, timocitos, macréfages, glia y neuronas. En
estas ultimas participa en funciones del cerebro normales, y refleja un estado determinado
de la actividad o diferenciacion neuronal (Kaltschmidt y col,, 1994). También estd

involucrado en reacciones de respuesta inflamatoria e inmune, y ejerce su efecto



expresando proteinas (citocinas, quimocinas, moléculas de adhesién, factores de
crecimiento, inmunoreceptores ¥ enzimas relacionadas con estrés oxidativo) como producto
de varios genes inducibles que contienen sitios de enlace kB en sus promotores (Lee y
Burckart, 1998); también controla el ciclo y diferenciacidn celular, incluyendo el proceso de
apoplosis (Baeuele y Baltimore, 1996). Las respuestas biolégicas que son mediadas por este
factor pueden ser controladas de manera directa o indirecta.

El prototipo y la forma predominante en cerebro de NF-xB estd basado en un
heterodimero que consta de una subunidad p50 y de una p65 de la familia Rel A; las
proteinas NF-xB/Rel contienen un segmento conservado N-terminal llamado dominio de
homologia Rel, reponsable del enlace al DNA, dimerizacidn, traslocacidn nuclear e
interaccién con IxB. El dominio de homologia Rel contiene una sefial de localizacién
nuclear (NLS, por sus siglas en inglés) la cual facilita la traslocacién de NF-xB al nicleo.
Kaltschmidt y col. 1993; Lee y Burckart, 1998).

Las proteinas IkB contienen de 5 a 7 repetidos conservados de anquirina esenciales
como interfase para la interaccidn proteina-proteina con NF-«xB y asi ocultar la sefial de
localizacion nuclear de éste, manteniéndolo en el citosol de forma inactiva. La activacién de
NF-xB involucra la accién de la enzima IkB-cinasa fosforilando a IkB-a en el residuo N-
terminal de serina de ésta proteina; una vez fosforilada, para que se lleve a cabo la
disociacién del complejo NF-xB-IkB-c, se requiere la ubiquitinacién en multiples sitios
para producir formas de alto peso molecular y permitir la subsecuente degradacién
proteosomal de IkB-x, permitiendo la exposicién de NLS en NF-xB libre y su répida
traslocacidn al nicleo a través de los poros nucleares acompafiada posiblemente de una
proteina de choque térmico como chaperona. Finalmente, se lleva a cabo la transcripcion de

los genes que responden al enlace de los motifs kB del factor (Lec y Burckart, 1998).
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CINASA IkB

Pasos de activacién de NFkB. Posiblemente la activacién de NFxB es a

través de especies reactivas de oxigeno (ROS) que activan a la IkB-cinasa, la
cual rapidamente fosforila a IkB v luego de su ubiquitinacién es degrada,
dejando expuesto el dominio de sefializacién hacia el nicleo de NFxB
permitiéndose su traslocacion, donde se unird al motif Rel del gen blanco

para iniciar su transcripcion.

Una amplia variedad de estimulos extracelulares convergen en la fosforilacién de
IkB-a, y el estado oxidativo de la célula ha mostrado influencia en la activacién de NF-kB.
Asi muy posiblemente las especies reactivas del oxigeno influencien la actividad de las
tirosin-cinasas gue actiian sobre IkB-« (Lee v Burckart, 1998). En la respuesta excitotéxica
mediada por agonistas de los receptores NMDA de neuronas estriatales se involucra la
traslocacion, desde citosol al nicleo, del NF-kB, posterior a la degradacién de la molécula

IkB-a, esta degradacion puede ser inducida por el AQ, ademds de que la administracion



estriatal de QUIN altera significativamente la actividad enlazante de: AP-1, NF-xB, E2F-1
y OCT-2 (Nakai y col. 2000; Quin y col. 1998).

Se ha demostrado que las actividades transcripcionales de AP-1 y NF-xB dependen
del estado redox para su enlace a DNA,; el selenito muestra inhibicion en el enlace de AP-1
al DNA, involucrando posiblemente interaccién del selenito entre residuos de cisteina de
Fos y Jun. También se observa una inhibicion en cultivos celulares del enlace a DNA del
factor NF-xB por selenito y disminuye la produccién de 6xido nitrico por la inhibicién del
enlace en la region promotora del gen de la éxido nitrico sintasa inducible (Kim y

Stadtman, 1997)

3. SELENIO
3.1. Generalidades

# Selenio se considera un elemento traza esencial de 1a dieta humana (Schwarz y

Foltz, 1957), y un cofactor en procesos enziméticos. Descubierto en 1817 por Berzelius, es
un elemento del grupo VI en la tabla periddica. Es requerido para la produccion de la
hormona tiroidea activa, quimioprevencion de céncer, y modulacion del sistema inmune, y
parece ser un nutriente clave contra el desarrollo de la virulencia e inhibicion de la
progresién de VIH-SIDA (Rayman, 2600; Baum y col., 1997).

Como calcdgeno tipico, comparte muchas propiedades con su vecino el azufre. Sus
estados de oxidacién -2, 0, +2, +4, y +6, implican que es propenso a liberar o aceptar pares
electrénicos. No se conocen compuestes de selenio con electrones desapareados (como por

ejemplo, radicales estables de selenio).
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Estados de oxidacién del selenio
Estructura Estado de Nombre del Nombre de la

___quimica oxidacidn __dcido sal
H,Se - Selenuro de hidrégeno Selenuro
R-SeH -1I Selenol
Se 0 Ac. selénico
R-Se-OH 0 Ac. seleninico Selenato
O
| +I Ac. seleninico Seleminato
R-Se-OH
Q
+IV Ac. selenioso Selenito
HO-Se-OH
O
I +VI Ac. selénico Selenato
HG-Se-OH
|
(6]

(Brigelius-Flohe y cols, 2000).

La deficiencia de selenio produce una sensibilidad al H;O, asociada con la
disminucién en la actividad de la enzima glutation peroxidasa (GPx) (Rotruck y col.,1972;
1973). Especificamente se ha observado una disminuci6n en la actividad de GPx en estriado
v sustancia nigra de animales en dietas deficientes de selenio (Castafto y col.,1993). Se ha
establecido una relacion estequiométrica de selenio en el contenido de GPx purificada
(Floh¢ y co0l.,1973; Sang-Oh y cols. 200f; Awasthi y col.,1975). El selenio se ha encontrado
en una gran cantidad de proteinas, la mayoria de las cuales son oxidoreductasas y cuatro son
peroxidasas. La relevancia del elemento traza como defensa antioxidante bioldgica en
mamiferos ha sido aceptada. Sin embargo, la sobreexposicién a selenio a dosis
fammacologicas en la administracidn de compuestos selenados estd asociada con el
fendmeno biolégico que recuerda mas bien al potencial prooxidante del elemento que a una
defensa antioxidante biolégica argumentada (Seko y Imura, 1997). Asi, los efectos
biolégicos de los compuestos de selenio dependen de su naturaleza quimica y destino

metabolico.
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Mientras que el elemento selenic como tal no estd biodisponible del todo, algunos
otros compuestos de selenio si pueden ser absorbidos. Asi, compuestos orgénicos como
selenometionina y selenocisteina son absorbidos por mecanismos de transporte compartidos
con aminoécidos sulfurados correspondientes. La absorcién del selenito (como sal sédica)
ocurre por difusién pasiva, mientras que el selenato es atrapado por un transporte
acarreador mediado por sodio (Venderland y col.,1994). El selenito es reducido a selenuro
de hidrégeno (H;Se) por una selenodiglutatién (GSSeSG) a través de la reduccidn mediante
tioredoxina reductasas dependientes de NADPH vy tioles; el H;Se también se obtiene por
liberacién de selenocisteina por la accion de liasas. La rapida oxidacién del selenuro de
hidrégeno por oxigeno conduce mds adelante a un consumo de NADPH por tioredoxina
reductasa o glutatién reductasa para mantener las concentraciones de H,Se. La asimilacién
de selenato parece depender de la reduccién bacteriana a selenito para poder ser utilizado
por el organismo mamifero. La selenometionina es el metabolito clave del metabolismo del
selenio, Esta es la forma empleada para biosintesis de selenoproteinas. El primer paso es la
formacién de selenofosfato de H,Se y ATP por la selenofosfato sintetasa (Veres y
col.,1994). (Seko y col.,1989; Seko y col.,1997; Hsieh y Ganther, 1977; Bjémstedt y cols.
1996; Ganther, 1_999) -

En la biosintesis de las selenoproteinas, el selenio es canalizado a algunas las
selenoproteinas en forma preferencial, como consecuencia, algunas selenoproteinas
respenden rdpidamente a la deficiencia de selenio con una baja en su actividad, otras
permanecen estables en deficiencias moderadas y disminuyen uinicamente después de una
baja substancial v prolongadé de este elemento. La pérdida de activad de selenoproteinas en
la restriccion de selenio usualmente es acompafiada por una baja retardada de mRNA. El
impacto del selenio durante la biosintesis de selenoproteinas es basicamente regulado por
tres factores: la disponibilidad de tRNA®™® cargado con selenocisteil, la eficiencia de la
estructura secundaria caracteristica en el mRNA (SECIS), y la posibilidad relacionada a la
estabilidad del mRNA. Sin embargo, ésto estd abierto a la modulacién por regulacion
transcripeional por estimulo externo, hormonas, factores de transcripeion tejido-especificos
o empleo preferencial del selenio por tejidos particulares {Brigelius y Flohé, 1999; Flohé y
col.,1997). ‘
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In vivo, el selenito es el precursor mis efectivo para la actividad de Gpx citoplasmica
(Néve, 1993). Se ha demostrado en cultivos celulares, qlfe el selenito fue el precursor més
efectivo para la expresion de la GPx. En algunas lineas celulares, la selenometionina, a
pesar de incrementar ¢l contenido de selenio celular, no incrementa la actividad de Gpx
(Beilstein y Whanger, 1987; Letst y col.,1999). En humanos, una dosis diaria de | ug de
selenio biodisponible por kilogramo de peso corporal es sugerido como suficiente para
cuidar la actividad 6ptima de GPx (Levander, 1991). Sin embargo, ¢l rango establecido por
la Food and Nutrition Board como ingesta diaria segura y adecuada en los Estados Unidos
es de 50-200 pg/dia.

El selenic, administrado en exceso, es metabolizado a dimetilselenuro, un agente
neurotdxico, que prede inducir dafio tisular oxidativo por autooxidacién en el ciclo redox,
asi como otros disturbios metabdlicos. Como coustituyente de selenoperoxidasas, el selenio
reduce H,O, y otros hidroperdxidos, previniendo asi la iniciacién y/o propagacién de
cadenas de radicales libres dependientes de peréxido (Brigelius-Flohe y col.,2000).

Existen diversas isoenzimas de Gpx, entre las que se encuentra la W que se encuentra
en musculo o la selenoproteina P, cuyos multiples residuos selenocisteinil sugieren una
capacidad de catdlisis con funcién redox; sin embargo, su actividad enzimatica atn no ha
sido bien identificada, Se ha reportado que esta tltima puede actuar como GPx extracelular:
remueve peroxinitrito in vitro, pero la regencracién de su forma reducida tampoco ha sido
aclarada. Se especula que su papel es transportar y almacenar al selenio, prevenir la
toxicidad del selenio y apoyar las defensas antioxidantes (Cardenas y col., 2002), ademas de
la tioredoxin reductasa y el hidroperoxido fosfolipido que contiene selenocisteina
{Ganteher, 1999) se sabe que forman niveles altos de dimet{l selenuro después de una dosis
toxica de selenuro. Parte del dimetil selenuro es excretado en el aliento, produciendo ¢! olor
caracteristico del ajo debido al 4cido garlico. Una gran porcién del selenuro puede ser

trimetilado vy asi excretado en orina (Spallholz, 1994).



3.1. Selenio como factor antiapoptotico

y neuroprotector

He, 500,

Se ha postulado al selenito como factor preventivo de apoptosis inducida por peréxido

de hidrégeno in vitro, aunque l1a mayoria de los estudios enfocan a la GPx v la tioredoxina
reductasa con esta propiedad. Sang-Oh y colaboradores (2001) postulan que el selenito
bloquea la apoptosis inducida por H;O; bloqueando a la molécula apopidtica ASK1 y
estimulando la actividad del complejo antiapoptético PI3-cinasa/Akt, ademas de bloquear la
actividad de las caspasas -3 y -9. Sus observaciones demuestran que el selenito incrementa
la proliferacién celular y mantiene la supervivencia celular por activacién de sefiales
antiapoptdticas bloqueando las seflales apoptdticas. También ha sido reportado que la
selenoprotrefna P posee actividad antioxidante y capacidad para promover la supervivencia
neuronal (Chen y Berry, 2003).

Respecto a la enzima tioredoxina reductasa, se sabe que contiene un residuo
selenocisteil, el cual es esencial para la catélisis de esta enzima. Su mecanismo de accién
involucra la transferencia del equivalente reducido NADPH por la coenzima FAD a un
puente disulfuro cerca de la region amino terminal, y de este al substrato disulfuro
tioredoxina. Las tioredoxinas actlan como substratos reductores para una variedad de
enzimas como ribonucledtido reductasa, metioninsulfoxidoreductasa, 3’-fosfoadenosin5’-
fosfosulfatoreductasa y peroxidasas tipo peroxiredoxina. Ellas regulan al parecer el estado
redox de proteinas redox-sensibles y participan en la activacion de factores de transcripcion,
en particular del NF-kB. En contraste, la exposicidon a selenito en concentraciones
micromolares pueden revacar la activacidn transcripcional de NF-kB por interaccién directa
con los grupos -SH vecinos de la tioredoxina, lo cual es necesario para la reduccion nuclear
del factor de transcripcidn. Algunas proteinas antioxidantes han sido renombradas como
peroxiredoxinas, asi, 1dentificadas entonces como tioredoxina peroxidasas, pueden
competir con Gpx o catalasa por el substrato hidroperéxido en comin (Cardenas y col.,

2002).
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De esta manera parece ser que el efecto protector del selenito no sélo es mediado
por un efecto antioxidante, sino que involucra la sintesis de novo de proteinas, ya que si se
inhibe la sintesis de proteinas, se abole la proteccion del selenio, Ademads, de inhibir la
activacién (luego de administrar glutamato) de NF-xB, también lo hace con AP-1. Ademis
la accidn protectora del selenio no depende de los niveles de glutatién (cofactor de GPx)
(Savaskan y col., 2002)

Reportes experimentales sugieren que hay un incremento dosis-dependiente en el
contenido de lipidos totales {entre 0.1 y 0.2 mg/Kg) producido por selenito de sodio en
estriado y tdlamo de animales. Los resultados observados en el trabajo de Zia e Islam
(2000) indican que el selenio podria incrementar los lipidos en la vaina de mielina, la cual
es responsable de una transmisién nerviosa mdis rapida entre las neuronas. El selenio, por
tanto, juega un papel importante en la proteccion de lipidos de membrana vy,
consistentemente, se ha demostrado que el abatimiento de la actividad de la GPx en estriado
de animales obedece a deficiencias de selenio, conduciendo a la degeneracién de neuronas

dopaminérgicas y a la apoptosis (Savaskan y col.,2002).
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El esquema resume la hipdtesis del efecto del selenio en estriado de rata antes del
insulto con QUIN. La no administracién de selenio antes del QUIN (lado derecho de
la figura) permite un estrés oxidativo incrementado con la subsiguiente activacion de
NF-kB y muerte neuronal, eventos que se observan en menor proporcidn cuando se

administra el selenio con anterioridad (lado izquierdo de la figura).

R —
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PLANTEAMIENTO INTEGRAL
DEL PROBLEMA

En los trasternos neurodegenerativos, como la enfermedad de Huntington, se

encuentran invelucrados mecanismos apoptoticos inducidos por excitotoxicidad. La
iniciacion de la cascada apoptotica parece estar mediada por la estimulacion de receptores
glutamatérgicos tipo NMDA; este tipo de receptores pueden ser estimulados por agonistas
NMDA, asi como el acido quinolinico {QUIN). Y del mismo medo, algunos estudios
establecen que la degeneracidn de neuronas estriatales inducida por QUIN involucra
apoptosis (Qin y col., 1996). En la cascada de eventos de iniciacién apoptotica también estd
involucrada la liberacién de citocinas inflamatorias, elevacién de [Ca®] intracelular y la

produccion de estrés oxidativo (Qin y col., 1996),

Por otro lado, en la respuesta excitotéxica mediada por agonistas de los receptores
NMDA de neurcnas estriatales se involucra la traslocacién, desde citosol al micleo, del
factor nuclear de transcripcién-kappa B (NF-xB), esto barece estar mediado por diferentes
mecanismos moleculares (Nakai y col,, 2000). Es conocido que la produccién de los
intermediarios reactivos del oxigeno, preceden el incremento de la actividad de Ia Ik-cinasa
(IKK), enzima que fosforila a la molécula IkB, como un paso anterior a la degradacién de
esta ultima (Qin y col., 1996). Se ha visto en cultivos celulares que la inhibicién de NF-xB
puede ocuirir mediante una variedad de antioxidantes y enzimas antioxidantes. . La sobre
expresion de la selenoenzima glutatién peroxidasa, anula la activacién del factor nuclear-
kB inducida por TNF (factor de necrosis tumoral) y H;O, (Kretz-Remy y col., 1996; Li v

Karin, 1999). Nosotros hemos visto que en este modelo neurotoxico, in vivo, se incrementa



19

la actividad de Gpx con el selenito de sodio, ademas de preservar histolégicamente el
cuerpo estriado {Santarnaria y col., 2003). Ahora correlacionamos el mecanismo por el cual
el QUIN ejerce su toxicidad temprana, ayuddndonos del efecto del selenio a nivel molecular
en estriado de rata, esperando que se inhiba la fosforilacién de la proteina IkB-a y de este
modo la preservacion histolégica antes observada sea por la inhibicién de la fragmentacién
de DNA que pudiera estar mediada por la activacién del factor nuclear NF-xB. Todo

realizado in vivo.
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HIPOTESIS

Dado el ampliamente reportado patrén de dafio neuronal gjercido por el QUIN en el

SNC, y las implicaciones, que el efecto de esta toxina tiene sobre la evocacién de eventos
pro-apoptéticos en el estriado de animales lesionados a través de la activacién de factores
de transcripcion que generan sefiales apoptéticas. Nosotros sugerimos que el selenio a
través de la GPx , creard un ambiente reductor en animales lesionados estriatalmente con
QUIN e impedira la degradacién de IkB-u, la traslocacion nuclear y activacién de NF-xB

asi como la fragmentacion de DNA en el estriado de ratas.
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OBJETIVOS

GENERAL

Caracterizar el efecto del selenio sobre las alteraciones moleculares producidas por
€l QUIN en el cuerpo estriado de rata que involucren eventos de sefializacién proapoptdtica
N

a través de la translocacion nuclear y activacidn neurcnal del factor de ranscripcién NF-xB.

FARTICULARES

¢ Evaluar la presencia de la proteina IkB-a citosélica en neuronas estriatales de animales
lesionados con QUIN y prctatgdas con selenio, como marcador de activacion de NF-xB
por medio de un anélisis inmunohistoquimico y por electroforesis unidimcnsioﬁa] en gel
{western blot);

* Evaluar la presencia del factor NF-xB en nicleo de células neuronales de animales
lesionados con QUIN y pretratadas con selenio, como confirmacién de su traslocacién y
desenlace de IkB-a, realizando un anlisis inmunohistoquimico.

® Evaluar el efecto de la activaciéon de NF-kB en la fragmentacién de DNA en tejido
estriatal de animales sesionados con QUIN y pretratados con selenio como marcador de

apoptosis, por medio de un andlisis de escalera en gel.
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MATERIJAL
Y METODOLOGIA

6.1. Animales y Reactivos

Se emplearon ratas Wistar machos (250-300 g), las cuales fueron obtenidas del

Bioterio del LN.N.N. Los animales fueron ubicados en cajas de acrilico ‘(5 por caja), con
disponibilidad de agua y alimento ad libitum, y bajo condiciones constantes de luz {ciclos
de 12:12 hrs. luz:obscuridad), temperatura (25 £ 3°C) y humedad.

Las soluciones se prepararon con agua desionizada. E1 QUIN y el selenito de sodio
se obtuvieron de Sigma Chemical Co. Los anticuerpos primarios fueron de Santa Cruz, los
secundarios de DAKO y el kit {Aquapure genomic DNA kit) para escalera de BIORAD.
Los marcadores de peso molecular para proteina y DNA fueron de BIORAD.

6.1.1. PRETRATAMIENTO CON SELENIO
E INYECCION INTRAESTRIATAL DE QUIN

Sc disefiaron 4 grupos experimentales: 1) solucién salina (S.8.) intraperitoneal (i.p.)
+ S.8. intraestriatal (i.e.); 2) Na; SeO; (i.p.) + S.8. (i.e.); 3) S.S. (i.p.) + QUIN (i.e.); 4)
NaySeQ; (ip.) + QUIN (i.e.). La solucion administrada por via intraperitoneal, segin el
grupo, fue inyectada durante cinco dias, una vez al dia, sin interrupcién. La concentracién
de selenito de sodio administrada fue de 0.625 mg/kg de peso del animal. Al quinto dia de
administracion de Na,SeO; y 120 minutos después de la Gltima inyeccién i.p., las ratas
fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (0.2 ml/250 g de peso) y microinyectadas

unilateral y estereotdxicamente (coordenadas de acuerdo al Atlas esterotixico de cercbro de
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rata de Paxinos y Watson, 1894) en el estriado derecho (caudado/putamen) con S.5. (pH
7.4) 6 QUIN (240 nmol/pl, pH 7.4), segin el grupo de tratamiento. La infusion en estriado

se realiz6 en un lapso de 2 min. y se mantuvo la aguja en la zona de lesion por 2 min. mas

para permitir la adecuada difusién de la solucién inyectada.

6.2. TECNICAS

Diagrama de flujo del disefio experimental

Formacién de 4 grupos experimentales de animales y

administracién de Na,SeQ; (0.625 mg/kg/dia, i.p.) o sol.

salina por 5 dias

l

Microinyeccién intraestriatal %tercotéxic51

de QUIN (240 nmol/ul) al quinto dia

v
120 min despues,

decapitacidn del animal y

obtencidn de tejido estriatal

|

Homogenado de tejido

| | |

Western blot [ Inmunohistoquimica |
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6.2.1. INMUNOHISTOQUIMICA

A) En grupes independientes tratados bajo los mismos esquemas, 120 minutos después de

la inyeccién intraestriatal de QUIN, las ratas fueron anestesiadas con cloroformo por
inhalacién, y perfundidas transcardialmente (con una administracion directa intracardial de
heparina de 0.2 ml en suero fisiologico (NaCl 0.9 %) seguida por una solucién al 10 % de
formaldehido también en suero.

B) Posteriormente, se extrajo el cuerpo estriado y se mantuvo en formol al 10 % para la
fijacién del tejido hasta su inclusién en parafina.

C) Para realizar la inclusién en parafina, el tejido fue deshidratado graduaimente,
sumergiéndolo en cada etapa durante una hora, iniciando con un lavado en agua que
continué con 1a deshidratacion progresiva en alcoholes al 60 %, 70 %, 80 % y alcohol
abscluto. Se pasaron las muestras a xilol al 50 % y se continlio con xilol sin diluir,
finalmente sumergiéndose en parafina liquida. Todas las etapas se realizaron por duplicado.
D) Los estriados ya incluidos en parafina, se seccionaron en un microtomo en secciones de
5 um de espesor. Obtenida la rebanada, se coloca en un baflo de flotacién (agua con
grenetina) a una temperatura de 40-45°C y se toma con el portachjetos.

E) Se deja secar cada placa

F) Para desparafinar los tejidos se introducen en una estufa a 60-70°C durante 30-45 min.

G) Se inicia entonces el proceso de fijacidn de tejido:

xilol 100% 15°
xilol 100% 15°
OH-xilol (1:1)----=-mmmmem—— -3
EtOH 100%------—mmmmmmmmemeee 3’
120 )5 B 1))/ — 3
EtOH 96% 3
EtOH 70% 3’

H) Sumergir en agua para enjuagar.
I) Poner a hervir en soluci6n target retrieval 10X de DAKO durante 30-40 min para
exposicion de epitopes y permeabilizacion de membrana.

1) Enjuagar con agua 3 veces y colocar en PBS 12X durante 5 min.
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K) Sobre una cama humeda: bloquear con perdxido de hidrégeno 3%, 10 min y enjuagar
durante 5 min con PBS.

M) Bloquear con suere Vectastain durante 10 min.

N) Agregar ler. anticuerpo 1:50 en PBS, 30min y lavar con PBS, Smin.

N) Agregar 2o. anticuerpo (Px-HRP de DAKOQ) durante 15 min. y lavar con PBS, 5 min.

0O) Adicionar estreptovidina durante 15 min, lavar con PBS, 5 min.

P) Para revelade adicionar DAB (diaminobencidina), 5 min. lavar con PBS, 5 min.

Q) Sumergir en hematoxilina durante 5 min y enjuagar

R) Pasar por las soluciones de fijacion (paso () en orden inverso.

Finalmente, se fijan con resina o balsamo.

6.2.2. WESTERN BLOT

A) Lisados con 50 pg de proteina fueron mezclados con buffer de muestra 2X (125 mM
Tris-HCI, pH 608, 20% glicefol, 4% SDS, 0.02% azul de bromofenol, 10% 2-
mercaptoetanol) en proporcidn 1:1.

B) Hervidos durante 5 min.

C) Fueren refrigerados hasta el andlisis.

D} Las muestras fueron sometidas a electroforesis en un gel SDA-PAGE 10%.

E) Se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa durante 2 hr 2 70V en Buffer Tris-HCI
25 mM, pH 8.0, 195 mM glicina, 10% metanol.

F) Al finalizar el tiempo de transferencia, la membrana se bloqueo con leche 5% en PBS 1X
durante 1h.

G) Se adiciona el primer anticuerpo durante 24 h a 4°C. Lavar en PBS.

H) Incubar con el 20. antiecuerpo (PX-HRP) durante 1 h a temperatura ambiente. Lavar 3
veces con PBS.

I} Para la reaccion quimioluminicente se empleo el kit ECL (Santa Cruz, INC).

1) El blot fue expuesto a una pelicula Kodak XAR-5 durante 10 min y revelado.
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6.2.3. ESCALERA
(FRAGMENTACION DE DNA)

A) Agregar soluci6n de lisis DNA genémico y homogenar la muestra.

B) Agregar solucién de proteinaza K, incubar toda la noche a 55°C.

C) Adicionar solucién RNAsa A, incubar 45 min a 65°C.

D) Enfriar a temperatura ambiente.

E) Adicionar buffer de precipitacién al lisado, centrifugar a 13,000-16,000Xg durante 3
min.

F) Al sobrenadante que contiene el ADN, agregar {2-porpaOH) isopropanol al 100%,
centrifugar a 13,000-16,000 Xg durante 1 min.

() Decantar y adicionar etanol al 70% para lavar el pelet de ADN, centrifugar a 13,000-
16,000 Xg durante 1 min.

H) Dejar secar el pelet.

I) Adicionar buffer de hidratacigén e incubar durante 1 hr a 65°C.

J) Analizar por electroforesis en gel de agarosa 1%.

K) Teiiir con Bromuro de etidio para revelado, como se describe en el kit Quantum Prept

AquaPure Genomi DNA (BioRad).
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RESULTADOS

7.1. DEGRADACION DE IKB-a

La prueba inmunohistoquimica que se muestra en la figura la, se analizd en base al

criterio de inmunoreactividad representada por la tincidén en color café que presenta la
peroxidasa unida al anticuerpo IkB-u, v que se observa en el citosol alrededor del nucleo
teflido con hematoxilina, de las células del tejido estriatal. La figura 1b muestra una
disminucion significativa en la presencia de la proteina IkB-a en citosol del grupo de
animales administrado con QUIN con respecto 2 los valores de los animales control; esto
es, la proteina se observa disminuida un 32 % en este grupo, mientras que el grupo con
Se+QUIN muestra una preservacion significativa de IkB-a de 21% con respecto al grupo
con QUIN.

La evaluacion por western blot de la proteina IkB-o se muestra en la figura le¢. Las bandas
muestran una clara diferencia entre los grupos de QUIN con respecto al control, asi como el
grupo Set+QUIN con respecto al de QUIN; éstas observaciones son esquematizadas con los
valeres densitométricos (en Ié fig. 1d} que arrojan diferencias significativas hasta del 68%

en el grupo QUIN wvs control, asi como una recuperacién de 31% cen respecto al grupo
QUIN.



Figura 1a. A y C) Tejido estriatal de grupos control y selenito de sodio
respectivamente, en los que se observa el citosol al rededor de los nixcleos,
mostrando inmunoreactividad a IkB-o; en cambio en B) el grupo con QUIN
no muestra citosol inmunoreactivo, solo se observan los nicleos. D) muestm
el grupo de QUIN+Selenito de sodio y algunos cuerpos celulares no
muestran inmunoreactividad en citosol, otros lo muestran més tenue que en
los grupes A y C, pero se hace evidente una inmunoreactividad a lkB-a
intermedia entre los ghupos A y B.
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" Fig. 1b. Analizada por varianza simple y Tukey muestran una diferencia
significativa en la presencia de la proteina. Donde a= P>0.05 vs control y
b= P>0.05 vs Quin

C Se QA SetQA

36 kDa kB o

Figura lc. Bandas de IkB-o y actina en estriado de rata, donde C=control,
Se=selenito de sodio, QA=dc. quilinico, Se+QA= selenito de sodio mas Ac.
Quinolinico.
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VALORES DENSITOMETRICOS DE
IkB-alfa
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Figura 1d. Densitometria de las bandas obtenidas por wester blot de la
proteina IkB-ox en estriado de rata, donde A= P>0.01 vs control y a=

P>0.05vs control. Anélisis estadistico por varianza simple y prueba
deTukey.

7.2. SUBUNIDAD P65 DEL FACTOR NF«xB

La presencia nuclear del factor NF-xB se analiz6 por la evaluacién

inmunohistoquimica de su subunidad p63, donde el criterio de inmunoreactividad es la

tincién en color café que presenta la peroxidasa unida al anticuerpo p65, y que se observa

en el micleo. La figura 2a muestra estos valores.
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Figura 2a. A y C son grupos control y selenito de sodio, respectivamente;

ninguno muestra inmunorectividad el micleo. B) el grupo del QUIN muestra
algunos nilcleos cafés que indican la presencia de la subunidad p65. D)
representa el grupo de QUiIN+selenito de sodio y muestra tincién moderada
en algunos nicleos, mostrando una menor expresion de p65 en comparacion

al cuadro B.
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Los valores obtenidos por conteo de células inmunoreactivas se muestra en la figura
2b, dende se observa un incremento significative de cinco veces la inmunreactividad en el
grupo de QUIN con respecto al control. En cuanto atl grupo Se+QUIN se abate este

incremento alrededor de cuatro veces.

INMUNOREACTIVIDAD DE LA
SUBUNIDAD P65 EN NF-kB
A

w o ;
L " !

v

N-hero de cOlulas pfS-
intfunoteact ivas por canpo

-
L

(o]

Control Se QUIN Se+QUIN

i
1
|
|

Figura 2b. Se muestra una diferencia significativa en la presencia de la
proteina p65 con ac. Quinolinico. Analisis por varianza simple y prueba
deTukey. Donde A= P>{.01 vs control y B=P>0.01 vs Quin.
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7.3. DEGRADACION DE DNA

Fl. dafio a DNA lo observamos por un patrén de escalera que muestra su

fragmentacién y es observado en un gel de agarosa expuesto a electroforesis (fig.3a). Como
observamos en la fotografia, es evidente el grado de fragmentacién que se produce en el
grupo de QUIN, asi como la proteccidn de este fendmeno en el grupo tratado con
Se+QUIN, evidencidado por la intensidad y mimero de bandas.

Figura 3a. Fotografia de electroforesis de ADN, donde las bandas indican
frapmentos de ADN, en orden decreciente de arriba hacia abajo en cuanto
a tamafic. Donde:

M = marcadores de peso molecular de ADN

C = grupo control

Se = grupo administrado con selenito de sodio

Q = grupo con 4cido quinolinico

Q+Se= grupo de 4c. quinolinico pretratado con selenio
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DISCUSION

€] 4cido quinolinico, conocido agonista glutamatérgico, es ampliamente utilizado

como medelo de neurotoxicidad por su capacidad de accion oxidante independiente de la
activacion de receptores NMDA, ademas de estar involucrado en procesos inflamatorios
(Behan y col, 1999; Cabrera y col., 2000; Rodriguez y col., 2000; Santamaria y col.,
2001a). Se le ha administrado en diferentes dosis y evaluado a tiempos prolongados de dias
luego de su administracion. La formacién de especies reactivas de oxigeno, entre las que
predomina el radical hidroxilo, luego de una administracién aguda de QUIN (Santamaria y
col., 2001a; Santamaria y col.,, 2001 b), evidencia la acci6n independiente del QUIN de los
receptores, ya que el tiempo de seguimiento de este proceso fue ne mayor a 2 hr,
observandose un pico pronunciado de hidroxilo que hace pensar que el QUIN, bajo una
reaccién tipo Fenton involucrando hierro, induce la produccién de radical hidroxilo,
entonces ¢l proceso mediado por INMDA debe involucrar un poco de tiempo entre
activacidn, apertura de canal y cascada de eventos que finalmente producirdn especies
reactivas, las cuales pueden llegar a inducir un estrés oxidativo que conducira la muerte a
células neuronales. 7

La sobreproduccidn de especies reactivas puede desencadenar eventos que activaran
sefiales fanto apoptéticas como antiapoptéticas en las células expuestas a estrés oxidativo.
Asi, el H;0,, una especie reactiva del oxigeno, es capaz de inducir apoptosis mediante la
activacién de una MAP cinasa-cinasa-cinasa conocida como ASK1 y que parece ser uno de
los pivotes de la muerte celular inducida por estrés oxidativo; ademas la activacién de NF-
kB también es inducida por H;0;. Este factor nuclear, ademas de involucrarse en procesos
inflamatorios, puede tener una funcién apoptética (Yoon y col,, 2001; Li y Karin, 1999). La
muerte celular puede llegar a ser la sumatoria de una variedad de eventos a nivel molecular,
que en el caso del QUIN atin hay que identificar dentro de su proceso neurotéxico en el cual
por ahora vemos que involucra la traslocacién nuclear del factor NF-kB en estriado de rata.

Los promotores a los cuales se enlace NF-kB bajo este impulso oxidativo, ain no es ¢laro,
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tiene la capacidad de inducir tanto proteinas antiapoptéticas como apoptoticas; finalmente
el resultado es el dafio a nivel de DNA tan severo en cuanto a su fragmentacién que
dificilmente se puede pensar que pueda haber el grado de reparacién suficiente. Con la
administracion de selenito de sodio, ésta fragmentacion de DNA se evita de manera
decisiva, pues como se ha visto, morfolégicamente a nivel estriatal, las estructuras celulares
se preservan con la administracién previa de selemio antes del insulto con QUIN
(Santamaria y col., 2003).

Nosotros hemos trabajado anteriormente con el modelo de QUIN, evaluando su
efecto en presencia de selenito de sodio como protector parcial al insulto oxidativo
(Santamaria y col., 2003) y observamos el efecto benéfico del selenio en los diferentes
marcadores evaluados, como en el contenido de GABA, la peroxidacién lipidica,t a
actividad de Gpx, alteraciones morfolégicas y su correspondiente radio de dafo neuronal,
ademads de la conducta de rotacion caracteristica de éste modelo neurotéxico en ratas.

Se sabe que el glutamato y el QUIN activan a las proteinas AP-1 y NF«B, a partir
de 12 hrs luego de su infusién (Qin y col., 1998). Nosotros evidenciamos que desde las 2
hrs de su infusién ya hay activacién de NF-xB y que a este tiempo el efecto puede evitarse
en estriado por una administracién de selenito de sodio adicional a la ingerida en el
alimento, que por inducir la sobreactivacién de Gpx puede aportar un rol importante de
proteccion en la muerte neuronal que inveolucra la fragmentacion de DNA. En otros tipos
celulares se ha visto la relacion que tiene la deficiencia de selenio con variaciones
dramiticas en los niveles de ROS que modulan la actividad de NF-xB como segundos
mensajeros, ademas de que ia activacién mediada por TNF (factor de necrosis tumoral) de
NF-«B puede ser abolida por la sobreexpresion de Gpx (Kretz-Remy y col., 1996). Ademas,
observamos que el efecto de la activacién de NF-xB por QUiN presenta una marcada
degradacién de la proteina inhibidora IkB-a.. [kB-o es importante para mantener a NF-xB
en el citosol de manera silenciosa ¢ inactiva, sin ser necesaria su intervencién en el nicleo
luego de administrar QUIN, siempre y cuando se haya administrado selenito de sodio con
anterioridad.

El selenio puede estimular proteinas antiapotdticas como Bel2, Akt, e incluso evita

el abatimiento de ATP (Yoon vy col., 2002), lo que hace plantear que la accién del selenio
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no solo es mediada dentro de las selenoproteinas antioxidantes; su similitud con el tomo
de azufre puede que le confiera la oportunidad de actuar a otros niveles moleculares.

Este trabajo es la continuacion légica de nuestros resultados obtenidos en el 2003
{Santamaria y col.) que proporcionaron evidencia de la accidn protectora del selenito de
sodio involucrada en la neuroquimica del modelo con QUIN. Con nuestros actuales
resultados ampliamos la evidencia de proteccidn del selenio en el modelo neurotdxico
evocado por QUIN observada a nivel molecular proporcionando una ventana de
conocimiento del modo de accién del antioxidante y la neurotoxina conocida como en el
sistema nervioso.

Se requieren, sin embargo, estudios mas detallados y profundos a nivel molecular y
de expresién génica para los mecanismos involucrados en los procesos de dafio y

neuroproteccion en el presente modelo.
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CONCLUSIONES

Gon los antecedentes que nuestro grupo ha obtenido anteriormente (Santamaria y

col.,2003), y que sugieren que el empleo de selenio como pretratamiento antes del insulto
toxico con QUIN, el selenio se constituye como un reto farmacologico interesante. Ahora,
en este trabajo, presentamos evidencias a nivel molecular de la accion del selenio
encaminado como factor antiapoptético, considerando la interaccion del estrés oxidativo
que genera el modelo de QUIN con la activacion del factor NF-kB y su posible actuacion
apoptdtica al observar la fragmentacién de DNA.

Puntualizando los hallazgos del presente trabajo, se tiene lo siguiente:

v El 4cido quin.olinico como potente neurotoxina a las 2 hrs de su administracion, induce la
ruptura del enlace entre las proteinas IkB-o:NFxB, evidenciada por la ausencia de la
proteina IkB-ol en citosol.

v Z1 selenito de sodio administrado cinco dias antes del insulto de la neurotoxina impide
parcialmente la degradacion de IkB-o que es inmediata a la ruptura del enlace IkB-o-
NFkB en citosol.

v" 7% ser degradada la proteina IkB-a en citosol por la administracién de QUIN a una
concentracién de 240 nM, el factor nuclear kB se trasloca al niicleo.

¥" %1 selenito de sodio es capaz de disminuir la probabilidad de que el factor NFxB llegue a
nicleo y de éste modo pueda encontrar sitios de enlace xB en promotores de
proteinas proapoptéticas.

v" Z1 QUIN en estriado de rata es capaz de promover la fragmentacién de DNA de manera
acentuada. )

v" %l selenito de sodio previene el patrén de escalera del DNA que el QUIN es capaz de

inducir a los 120 min de su inyeccion.
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Los hallazgos del presente estudio sustentan un papel neuroprotector del selenio en
el modelo neurotdxico evocado por QUIN en cuerpo estriado de rata, a través de
mecanismos moleculares de sefializacién antiapoptética. Finalmente se remarca el amplio
horizonte que atn queda por dilucidar en este modelo, puesto que €l estrés oxidativo puede
activar diversas vias de muerte celular, y con la ayuda de herramientas como lo ha sido el

selenito de sodio podemos conocer mas mecanismos de accidn del QUIN.
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