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Resumen
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El aumento en la incidencia de las enfermedades neurodegenerativas esta
relacionada con el aumento en la esperanza de vida, son un conjunto de
padecimientos progresivos y complejos, tienen en comun la degeneracion
paulatina del sistema nervioso. Como Ultimas consecuencias se manifiestan
alteraciones en la capacidad fisica y mental, que repercuten de manera importante
en la calidad de vida de quien las padece. Debido a que no existe un tratamiento
eficaz para revertir el dafio ocasionado por este tipo de enfermedades, la
busqueda de tratamientos esta justificada. En la actualidad existen diversos
modelos experimentales que reproducen la fisiopatologia asociada a estas
enfermedades. En este trabajo se utilizaron ratas macho a las que se les indujo la
neurodegeneracion de manera quimica en el area estriatal del cerebro, se inyecté
acido quinolinico (QUIN), un agonista del glutamato. La administracion de esta
neurotoxina induce la sobreactivacion de los receptores N-metil-D-aspartato
(excitotoxicidad), lo que lleva a la despolarizacién neuronal celular, el ingreso de
calcio y la generacion de un estado prooxidante ya que hay evidencia de un
incremento en el nivel de marcadores de dafio por oxidacion a proteinas, lipidos y
DNA (Johri y Beal, 2011), que finalmente llevan a la muerte de las neuronas

GABAérgicas en el tejido estriado.

Existen diversos sistemas antioxidantes que protegen del dafio producido por las
especies reactivas, pero cuando el estado oxidante es alto, ya no puede ser
revertido. Entre esos antioxidantes tenemos al sistema de la tiorredoxina que
consta de dos oOxido-reductasas, la tiorredoxina (Trx) y la tiorredoxina reductasa
(TrxR). Ambas son el mayor sistema disulfuro reductasa que proporciona
electrones a un gran nimero de enzimas y contribuyen a la defensa contra el

estrés oxidante.

En el presente trabajo se evaluo el efecto de la administracion de selenito de sodio
previa a la inyeccién de &cido quinolinico sobre: 1) las alteraciones histolégicas

mediante la tincion de hematoxilina y eosina (H&E); 2) el estado oxidante celular
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(niveles de especies reactivas de oxigeno); 3) el dafio a lipidos de membranas y al

ADN (formacién de 8-hidroxideoxiguanidina) por oxidacion; y 4) los cambios en los
niveles (inmunohistoquimica) y la actividad enzimatica de la TrxR. En los
resultados se observd que el selenito de sodio disminuyd el estado oxidante desde
los 30 min y hasta las 24 h contribuyendo a la supervivencia celular, porque ejercio

un aumento en la presencia de la TrxR y aumenté su actividad enzimatica.

Estos resultados pueden tomarse como base para el planteamiento de nuevos
estudios que determinen la funcionalidad del sistema Trx-TrxR en enfermedades

neurodegenerativas cuya fisiopatologia esté relacionada con el estrés oxidante.
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1.1Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas son un conjunto de padecimientos que
tienen en comun ser progresivos y muy complejos, con degeneracion paulatina del
sistema nervioso que trae como principal consecuencia incapacidad fisica y
mental. Se deben a un aumento en la muerte celular y a una disminucion en los
sistemas de reparacion celular en areas especificas del cerebro, que afectan la
actividad fisica diaria, el equilibrio, la respiracion y desencadenan desordenes
cognitivos y del habla que afectan tanto al individuo que las padece como a los

gue estan en su entorno (Association, 1994).

Pueden originarse como un proceso crénico asociado al envejecimiento o por un
dafo severo agudo. La clasificacién de estas enfermedades ha sido motivo de
muchos estudios pues los sintomas iniciales suelen ser similares en los diferentes

padecimientos (Martinez-Rojas y Feria-Velasco, 2009).
1.1.1 Sintomatologia

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por ser muy diversas, con
sintomatologias particulares en cada padecimiento; sin embargo todas tienen en
comun presentar problemas cognitivos (que son evidenciados en las pruebas
neurofisiolégicas), cambios en la personalidad y el estado de animo y sobretodo
una dificultad para poder realizar las actividades diarias (caminar, trabajar, hablar)
(Association, 1994). Cabe destacar que los sintomas se manifiestan una vez que

hay un deterioro neuronal avanzado.

1.1.2 Fisiopatologia

A pesar de compartir caracteristicas similares, la fisiopatologia de las
enfermedades neurodegenerativas es muy extensa, algunas estan asociadas a
mutaciones genéticas, otras a la expansion de repetidos de tripletes como en la
enfermedad de Huntington, en la que se origina una proteina poli glutaminada
(The Huntington's Disease Collaborative Research Group, 1993), otras a la
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agregacion de proteinas con enrollamiento anormal, y otras mas a la formacién de

agregados fibrilares como la presencia de placas de péptido beta amiloide en la
enfermedad de Alzheimer (Glenner y Wong, 1984); sin embargo, todas se pueden

relacionar con el mecanismo de excitotoxicidad (Dong et al., 2009).

Las enfermedades neurodegenerativas presentan una merma selectiva neuronal
en regiones especificas del cerebro. Por ejemplo, en la enfermedad de Huntington
la pérdida neuronal se restringe a la zona estriatal, la corteza cerebral, el talamo y
el cerebelo (Rosas et al.,, 2003), mientras que en la enfermedad de Alzheimer la
corteza entorrinal es una de las principales areas afectadas, con progresion

paulatina hacia el hipocampo (Attems et al., 2012).

1.2 Excitotoxicidad

La excitotoxicidad es un evento complejo que algunos autores definen como la
muerte neuronal causada por la sobreactivaciéon y la sobreexpresion de los
receptores a glutamato e incluso por la sobre activacion de los receptores
sensibles a GABA (Mishra y Fritz, 2001; Nufiez et al., 2003). Como consecuencia
de esta sobreactivacion hay tres factores clave que se desencadenan: 1) la
sobreactivacion de los receptores para aminoacidos excitadores, 2) el incremento
de Ca?" en el citoplasma y 3) la consecuente generacion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) y nitrogeno (ERN) (Coyle y Puttfarcken, 1993).

1.2.1 Glutamato

El glutamato (Rowley et al., 2012) es un aminoacido no esencial que posee dos
grupos carboxilo y presenta carga. En el sistema nervioso central, a pesar de no
atravesar la barrera hematoencefdlica, el glutamato puede alcanzar
concentraciones mas elevadas que en el resto de los tejidos porque es sintetizado
en la mitocondria a partir de glucosa y otros precursores (Pasantes et al., 1991),
dicha concentracion se encuentra entre 5 y 10 mmol/Kg (Sheldon y Robinson,
2007).
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1.2.2 Receptores de glutamato

El glutamato ejerce sus acciones sobre receptores membranales ionotropicos y
metabotropicos. Los receptores ionotropicos estan acoplados a canales iénicos y
se clasifican de acuerdo a su afinidad por agonistas especificos en receptores
para N-Metil-D-Aspartato (NMDA), para el acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxasol y el acido kainico (KA); mientras que los metabotrépicos estan acoplados
a proteinas G y se clasifican por la homologia en sus secuencias de amino&cidos

en por lo menos 8 familias (Glu,) (Figura 1) (Dingledine et al., 1999).

NMDA
Receptor ionotrépico
(Canales iénicos por AMPA
ligando)
Receptores a KA
glutamato
Clase
~ Receptor metabotropico
(Activados por segundos Clase |l
mensajeros)
Clase Ill

Figura 1. Clasificacion de los receptores a glutamato. N-Metil-D-Aspartato (NMDA); acido a-amino
3-hidroxi-5-metil-4-isoxasol (AMPA) y &cido kainico (KA).

Los receptores ionotropicos destacan por ser muy permeables a iones y su funcién
es dependiente de la conformacion estereoquimica (Coyle y Puttfarcken, 1993). La
composicion proteica de estos receptores consta de complejos oligoméricos que
estructuralmente son 4 subunidades polipeptidicas y cada una de ellas contiene 3
dominios transmembranales (TM1, TM3 y TM4) y un bucle citosélico que se alinea
al canal. Las diferentes combinaciones dan lugar a receptores funcionalmente
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diferentes pero con el mismo agonista, el glutamato (Vandenberghe y Bredt,
2004).

En cuanto a los receptores metabotropicos, se sabe que median los efectos lentos
del glutamato y se clasifican en tres grupos distintos, siendo los de clase | los que
se activan por una fosfolipasa C, mientras que los de clase Il y Il estdn acoplados

negativamente a una adenilato ciclasa (Flores-Soto et al., 2012).
1.2.2.1 Receptores tipo NMDA

Los receptores de NMDA, a diferencia de los otros tipos de receptores, destacan
por su dependencia al voltaje y se mantienen bloqueados por accién del Mg®*. Son
permeables a cationes como Na*, K* y Ca®"; y constan de un sitio de unién a
glutamato, a glicina, a poliaminas, a Zn** y a Mg?*, donde también se une un
antagonista farmacolégico no competitivo denominado MK-801 ((+)-5-metil-10,11-
dihidroxi-5H-dibenzo (a,d) cicloheptano-5,10-imina maleato) (de Bartolomeis et al.,
2013).

1.2.2.2 Implicaciones patoldgicas del receptor NMDA

Ademas de ejercer importantisimas funciones en los procesos sinapticos de
plasticidad neuronal, el glutamato es el principal responsable de la fisiopatologia
de algunas enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson,
Huntington y esclerosis lateral amiotrofica, asi como en condiciones patoldgicas de
accidente cerebrovascular, hipoxia e isquemia/reperfusion. Por esa razon debe
estar finamente regulado en el momento y en las concentraciones indicadas
(Mattson, 2000). Dicha regulacion se debe a la presencia simultanea de
receptores de tipo NMDA y no NMDA. Los receptores NMDA se caracterizan por
ser dependientes de \voltaje, ser bloqueados por Mg®" y tener una alta
permeabilidad a Ca®"; por su parte los receptores no NMDA son independientes
del voltaje, provocan el influjp de Na* y la salida de K™ con despolarizacion de la
membrana plasmatica y la expulsién de Mg?*. Si dicho escenario no se encuentra

correctamente regulado, la activacion de los receptores NMDA con ayuda del

-4 -
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glutamato y su coagonista la glicina, permitirian la entrada de mas Na*y Ca®" a la

célula (Estrada-Sanchez et al., 2008). En un estado no patolégico la regulacion de
esta maquinaria requiere de la eliminacion del glutamato en el espacio sinaptico,
ya sea por difusion, degradacion enzimatica o por la recaptura, este dltimo permite
la recuperacion del glutamato que nuevamente sera utilizado (Raiteri et al., 2002).
Dicha recaptura requiere a la ATPasa de Na'/K' para ayudarse del gradiente
ibnico y asi transportar al glutamato desde el espacio sinaptico de las neuronas y
las células gliales a su interior para mantener el nivel de glutamato por debajo de

los limites excitotdxicos.

Al ser activados los receptores ionotropicos glutamatérgicos se inicia la
despolarizacion de la célula nerviosa, desencadenando la salida de K™ y la entrada
simultdnea de Na' y Ca®". El desajuste en la homeostasis de Ca?" origina que la
bomba de Ca?', el intercambiador Na*/Ca®* y las proteinas intracelulares de Ca®*
se saturen. Tras este evento, la mitocondria capta el exceso de Ca?* en la matriz
mitocondrial, acumulandose el exceso de cargas positivas y desencadenando su
despolarizacion irreversible por la activacion del poro de transicién mitocondrial, lo
gue consecuentemente reduce la sintesis de ATP por la suspension de la
fosforilacién oxidativa (Mattson et al., 2000). Tras la activacion del poro, el Ca?*
retorna al citosol, promoviendo asi la generacion de radicales libres a nivel
mitocondrial, ya que la membrana mitocondrial interna no continua siendo una
barrera para los protones, lo que lleva a la disipacion de la fuerza otorgada por el
gradiente, dicho evento anula completamente el metabolismo en este organelo y
promueve la generacién de ERO incluyendo radicales superéxido y oxido nitrico
gue fomentaran la lipoperoxidacion (LPx) de las diversas membranas (membrana
celular, reticulo endoplasmico, mitocondria, etc.), alterando los transportadores de
la membrana y los canales idnicos (Sugaya et al., 1998). Mientras tanto en el
citoplasma, la activacion de diversas vias de sefalizacion intracelular
dependientes de proteinas cinasas o fosfatasas estimularan la produccién de
enzimas catabdlicas, que simultaneamente generaran dafio a proteinas, material

genético, citoesqueleto y desestabilizaran las membranas (Kawasaki et al., 1997).

-5-
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Se sabe que el Oxido nitrico puede difundir a la terminal presinaptica

glutaminérgica y con ello estimular la liberacion de mas glutamato (Nicholls y
Ward, 2000).

Ademas, el gradiente alterado de Na* debido a la entrada masiva de este ion,
alterara la funcionalidad de las bombas, canales i6nicos y transportadores. De
igual manera el influo de CI' ademas de perturbar los mecanismos de transporte,
estimulara la liberacion de glutamato y desencadenara mas dafio por
excitotoxicidad (Mattson, 2000).

1.3Estrés oxidante

El estrés oxidante estd descrito como la condicién patologica en la que la
generacion de ERO esta excedida respecto a su neutralizacion (Sies y Cadenas,
1985). En otras palabras, es la pérdida de una condicién de equilibrio que esta
relacionada con problemas en la produccién o distribucién de las ERO. Cuando no
existe un balance se fomenta el dafio celular en membranas, proteinas y ADN,
terminando en un mal funcionamiento celular y promoviendo afecciones como
enfermedades cardiovasculares, ateroesclerosis, hipertension, isquemia /
reperfusion, diabetes, alergias, artritis reumatoide, cancer, enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, Huntington, etc. (Galli et al.,
2005).

1.3.1 Especies reactivas de oxigeno (ERO)y de nitrégeno (ERN)

Las especies reactivas son moléculas derivadas del O, y del N» que se
caracterizan por ser altamente reactivas, algunas tienen en su capa de valencia
electrones no apareados (Figura 2). Comprenden especies como el anion
superdxido (027), el radical hidroxilo ("OH), el peréxido de hidrégeno (H,05), el

oxigeno singulete (*05), el 0zono (O3), entre otros (Simic et al., 1989).

Dichas especies juegan papeles vitales en los sistemas bioldgicos, entre los que

destaca el oxido nitrico (NO) en la sefalizacion celular (Palmer et al., 1987), el
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acido hipocloroso (HOCI) que es transformado en "OH, ya sea por una reaccion

tipo Fenton o por reduccién a ion cloruro con la formacion de *OH, que participa en
la defensa antimicrobiana en el fagosoma (Rosen et al., 1990). Algunas ERO,
como el H,O,, también actlan como segundos mensajeros en la sefalizacion
intracelular de hormonas, factores de crecimiento, citocinas y neurotransmisores
(Thannickal y Fandburg, 2000) e incluso son factores mitogénicos (Valko et al.,
2007). Cuando los procesos de formacion y de neutralizacion pierden el equilibrio
se desencadenan problemas como el cancer donde ocurren modificaciones
quimicas en el DNA por accién de los ‘OH (Marnett, 2000).

e e e e
02}-‘» 02'”-5‘) Hzogg'OH + OH‘\—\# 2H,0
2H" 2H"
Figura 2. Reduccion univalente del O, con la transferencia de un electrén.

Las ERO pueden formarse también por agentes fisicos como la radiacion y la luz
ultravioleta (Brenneisen et al., 1998); por procesos quimicos no enzimaticos como
las reacciones tipo Fenton y Haber-Weiss (Sharpe, 2003); por xenobiéticos o

como parte del metabolismo celular (Henkler et al., 2012) (Tabla 1).

Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno y nitrgeno mas comunes, asi como la fuente productora,
agente antioxidante y producto generado (Tomada de Nordberg y Arnér, 2001).

ERO /ERN Principal productor Agente antioxidante Producto(s)
Anién Fosforilacién oxidativa | Superéxido dismutasa | H,O, + O»
Superéxido Fagocitos activos Superéxido reductasa | H20;
(027) Xantina oxidasa en bacterias

Flavoenzimas
Peréxido de Superéxido dismutasa | Glutation peroxidasa H,0O + GSSG
hidrogeno NADPH-oxidasa de Catalasa H,0 + O3
(H20y neutrofilos Peroxirredoxinas H.O

Glucosa oxidasa
Xantina oxidasa

Radical Metales de transicion

hidroxilo ("OH)

Oxido nitrico Sintasa de 6xido Glutation GSNO
(NO) nitrico
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Los principales blancos moleculares de las ERO y las ERN son los dobles enlaces

en los lipidos, los residuos de cisteina y metionina en las proteinas y la posicion
C8 en la desoxiguanosina del DNA (Mailloux y Harper, 2012).

1.3.1.1 Produccion de ERO en la mitocondria

Las ERO y ERN se originan como parte del metabolismo celular en los
organismos aerobios por diversos organelos, destacandose la mitocondria. Ahi se
llevan a cabo las reacciones de Oxido reduccidén que provienen de los procesos
oxidativos del metabolismo donde se destaca la cadena transportadora de
electrones que tiene como aceptor final de electrones al O,. Este sistema
transportador de electrones consume aproximadamente el 85% del O, utilizado en
las células y cerca de un 5% es convertido en ERO causando dafio en los
transportadores y desencadenando una serie de desOrdenes neurodegenerativos
(Hwang et al., 2010).

Para que se produzca energia es vital en todo organismo aerobio que haya una
correcta transferencia de electrones a través de los complejos enziméticos en la
membrana mitocondrial. Se ha demostrado que en los complejos |y lll 'y en las
deshidrogenasas de glicerol-3-fosfato, 2-oxaglutarato y piruvato se forma O, y
‘OH (Grivennikova y Vinogradov, 2006).

El 'OH y las demas ERO formadas pueden dafiar la membrana interna
mitocondrial y los complejos de la cadena respiratoria, permitiendo la liberacion de
iones metalicos de transicion (como el hierro), el cual destaca por ser un
catalizador en reacciones tipo Fenton. Dicho fenbmeno se puede considerar como
una reaccion en cadena, ya que el dafio se seguiria generando. A pesar de esto,
el organismo tiene una fina homeostasis, es decir la mitocondria posee enzimas

como la superéxido dismutasa dependiente de manganeso (MnSOD) que cataliza
la conversion de O," en H»0, y la glutation peroxidasa (GPx), que transforma el

H,0, en H,O (Tabla 1) (Nordberg y Arnér, 2001).
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Este ambiente altamente oxidante incrementa la permeabilidad mitocondrial

debido al citocromo C que incrementa el Ca?* intracelular (Kroemer et al., 1998), el
cual en las neuronas actta como un segundo mensajero liberando
neurotransmisores, induciendo la expresion genes, contribuyendo a la proliferaciéon
celular, la excitabilidad y la apoptosis (Buchholz et al., 2007). Debido a la
activacion de diversas enzimas entre ellas proteasas, lipasas y endonucleasas se
favorece la degradacion de diferentes componentes celulares trayendo consigo
muerte celular (Rosa y Rapoport, 2009).

1.4 Acido quinolinico (QUIN)

El QUIN (acido piridin-2,3-dicarboxilico) es un compuesto que consta de un anillo
piridinico, con dos sustituciones carboxilo. Es un agonista endégeno competitivo
de los receptores de glutamato con cierta selectividad por los de tipo NMDA.
Ocasiona neurodegeneracion en el cerebro de mamiferos por un evento
excitotéxico al despolarizar las neuronas elevando la concentracion intracelular de
Ca?*, disminuyendo la tasa de ATP, activando la éxido nitrico sintasa (NNOS) con
generacién excesiva de o6xido nitrico (Albin y Greenamyre, 1992). Asi mismo,
induce una disfuncion progresiva en mitocondrias (Bordelon et al., 1997). Se ha
reportado que el dafio inducido por el QUIN puede ser controlado por algunas
moléculas antioxidantes como la S-alilcisteina, diferentes compuestos

polifendlicos, el selenio, entre otros (Braidy et al., 2010).

1.4.1 Viade laKinurenina

El QUIN se encuentra de manera enddgena en el cerebro, se produce a partir de
la oxidacion del tript6fano —un aminoacido esencial- con la ayuda de la triptéfano
dioxigenasa, que genera como metabolito final la nicotinamida adenina
dinucledtido (Figura 3). Esta ruta metabdlica produce un intermediario llamado
kinurenina, un antagonista de los receptores de NMDA (Perkins y Stone, 1982), se
cree que tiene accion neuroprotectora (Demeter et al., 2013) y ademas es

producida principalmente por los astrocitos. La kinurenina es degradada
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principalmente por 2 vias catabdlicas a 3-hidroxikinurenina o a acido kinurénico.

En la primera via, el acido 3-hidroxiantranilico (obtenido con la kinunerinasa) y la
3-hidroxikinurenina son los principales responsables de la generacion de radicales
libres (Stone y Darlington, 2002) y en estados inflamatorios donde hay activacién
del sistema inmune por el interferobn-y se observa un incremento de la 3-

hidroxikinurenina (Saito et al., 1992).

COOH
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|
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Indolamina-Z, Triptofano-2, 3-
3-dioxigenasza dlDKI'—'EI‘IESH
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Kinurenina
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Figura 3. Via de la kinurenina (Tomada de Stone et al., 2007).
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1.5 Antioxidantes
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La acumulacion de ERO en la neurona y la generacion de estrés oxidante es
minimizada por agentes quelantes o atrapadores de radicales libres. Estos son la
primera linea de defensa contra las agresiones y pueden ser clasificados en no
enzimaticos y enzimaticos. Los primeros incluyen algunas vitaminas como el 4cido
ascorbico (vitamina C), el a-tocoferol (vitamina E), el acido retinoico, los
flavonoides, los carotenoides y principalmente el glutation; mientras que en el
segundo grupo se incluye a la SOD, la GPx, la catalasa, la TrxR, etc. Los
antioxidantes son sustancias capaces de detener la formacién de radicales libres
que podrian desencadenar un dafio celular, se encuentran intracelularmente y

extracelularmente para garantizar la homeostasis (Surapaneni y Jainu, 2014).
15.1 Selenio

Es un elemento no metélico descubierto en 1817 por Jons Berzelius, su nimero
atobmico es 34, se ha clasificado como un elemento traza o micronutriente en la
dieta debido a que se encuentra en alimentos como la leche, el pescado, las
frutas, los vegetales, los cereales, etc. (Kumar y Krishnaswamy, 1997), siendo
diferente la cantidad de ingesta de este micronutriente en el mundo. Consumimos
este elemento en forma de sales inorganicas como el selenito de sodio, el
selenato de sodio y también unido de manera covalente en varias formas
organicas como selenocisteina y selenometionina (Darvesh y Bishayee, 2010).

Es el componente de diversas proteinas microbianas como la GPx, la acido
nicotinico hidroxilasa, la xantina deshidrogenasa y la glicina reductasa en
Clostridium sp (Turner y Stadtman, 1973).

1.5.1.1 Incorporacion del selenio al organismo

El principal consumo de Selenio de manera inorgénica es en sales de selenito y
selenato de sodio y de manera organica en forma de selenometionina. La tasa de
absorcion es mayor al 90% en especies monogastricas y aves de corral. Requiere

de transporte activo en el duodeno a excepcion del selenito que es por difusion
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simple, mientras que el mecanismo del selenato es por cotransporte. En

circulacion, el selenito es rapidamente seleccionado por los eritrocitos y
transportado en el torrente sanguineo por la selenoproteina P, una glicoproteina
extracelular descubierta en 1993, que también sirve como principal reservorio de
este elemento traza. En la sangre, el selenio es distribuido al higado donde es
reducido a selenuro de hidrégeno (H.Se) por el glutation y la glutation reductasa,
para posteriormente ser transportado por la albamina e incorporarse a la sintesis
de proteinas. Después de estar en su forma de selenuro y ser distribuido,
intracelularmente sufrird metilaciones para transformarse en el ion trimetil selenio
[(CH3)3Se™] (Mehdi et al., 2013), el cual servird de molde para la produccion de
selenometionina o selenocisteina. La selenoproteina P es altamente expresada en

cerebro, higado y testiculos (Fairweather-Tait et al., 2010).
1.5.2 Selenocisteina

Considerado como el aminoacido numero 21, la selenocisteina es un analogo de
la cisteina (cys) intercambiando azufre por selenio. Se encuentra en 25
selenoproteinas y selenoenzimas de importancia humana, algunas expresadas de
manera constitutiva y otras en diferentes organos y tejidos (Kryukov et al., 2003).
Para incorporar este elemento se requiere una compleja maquinaria enzimatica
(catabolica y anabdlica), factores de transcripcion, tRNA, un factor de elongacion
especifico denominado SelB o EF-Sec, el cual reconoce al elemento SECIS
(elemento de incorporacion de Sec) presente en los mMARN de las selenoproteinas,
el cual tiene la funcion de suprimir la terminacion de la cadena proteica e
incorporar a Sec a la proteina naciente, pues el codén que codifica para este
aminoacido es UGA (irbnicamente el codon que codifica la terminaciéon de una
cadena proteica) (Kossinova et al., 2013).

1.5.3 Tiorredoxinareductasa (TrxR)

La TrxR es una selenoproteina que pertenece a la familia de las piridino-
nucledtido-disulfuro-oxido reductasas y a su vez es una flavoenzima dimérica. En

cuanto a su existencia en los reinos hay dos tipos, 1) una de bajo peso molecular
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(alrededor de 70 KDa), que se encuentra en bacterias, archeae y eucariotas

inferiores y 2) una de alto peso molecular (de 110 KDa o mayor) que se encuentra
en eucariotas superiores (Williams et al., 2000). Fue descubierta por Moore y
colaboradores (Moore et al.,, 1964), mientras que su aislamiento y purificacion
comprendié entre 1970 y 1982, cuando encontraron una alta homologia con la
glutation reductasa (Luthman y Holmgren, 1982). En cuanto a su actividad
catalitica esta enzima tiene una secuencia conservada en el sitio carbonilo
terminal (-Gly-Cys-Sec-Gly-COOH) que le proporciona su actividad redox (Zhong
et al., 1998).

En el humano existen tres isoformas de esta enzima codificadas en diferentes
genes, la TrxR 1 que es citosdlica, la TrxR 2 que es mitocondrial y la TrxR 3 mejor
conocida como tiorredoxina glutarredoxina reductasa, que se encuentra confinada
a testiculos, en contraste con la TrxR 1 y la TrxR 2 que se expresan de manera

constitutiva en todas las células y tejidos (Sun et al., 2001).

También se ha demostrado que la TrxR es esencial para la viabilidad ya que en
embriones de ratones knock out, la letalidad ocurre cuando hay falta de TrxR (Bosl
et al., 1997).

1.5.4 Tiorredoxina (Trx)

Las Trx son un grupo de proteinas que actian como antioxidantes, facilitan la
reduccion de diversos sustratos a través de un intercambio tiol — disulfuro. Se
encuentran ampliamente distribuidas en mamiferos y procariotas y esta
relacionada con la regulacion del sistema inmune, la produccion de factores de
transcripcion, etc. Existen tres distintas isoformas de Trx codificadas en distintos
genes, la mas estudiada es la Trx-1 de 12 KDa, la Trx-2 mitocondrial de 60
aminoacidos y una tercera en espermatozoides (Nordberg y Arnér, 2001). Constan
de una estructura de 5 B-plegadas y 4 a-hélices y un estrecho segmento de hélice

gue se encuentra en el centro de laminas 3 (Lu y Holmgren, 2014).
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155 Sistema de la tiorredoxina — tiorredoxina reductasa (Trx-
TrxR)

El sistema de la Trx-TrxR comprende al NADPH, la TrxR y la Trx (Figura 4). Es el
mayor sistema disulfuro reductasa que provee electrones a un gran namero de
enzimas y es muy importante para la sintesis de DNA, la regulacion del sistema

inmune Yy la defensa contra el estrés oxidante (Lu y Holmgren, 2014).

La Trx es un donador especifico de electrones para algunas peroxirredoxinas,
reduce diversos factores de transcripcion incluyendo la proteina p53, NF-k3 y AP-
1, previene la apoptosis uniéndose a la sefial reguladora de apoptosis cinasa 1

(ASK-1) siempre y cuando no se encuentre oxidada (Nordberg y Arner, 2001).

Substrate,y NADPH + HY , Trx-S, Prx;eq/Protein-(SH,)/Product,.4
TrxR
Product;eq NADP* Trx-(SH,)/ \ Prxo/Protein-S;/Substrate,,

Figura 4. Sistema de la Tiorredoxina (Trx) - tiorredoxina reductasa (TrxR). La TrxR
mantiene reducido el sitio activo disulfuro en la Trx y diversos sustratos
consumiendo NADPH. La TrxR es un eficiente reductor de péptidos y proteinas
incluyendo a las peroxirredoxinas (Prx) y al disulfuro de glutation (GSSG) (Tomado
de Nordberg y Arnér, 2001).
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2. Planteamiento del problema
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En la actualidad no existe un tratamiento preventivo y eficiente que pueda revertir
los dafios excitotbxicos en células presentados en las enfermedades
neurodegenerativas, ya que se ha evidenciado que uno de los mecanismos de
dafio neuronal es mediante el estrés oxidante. Se ha reportado que la
administracion en ratas, de dosis bajas de Se (1 ug/100 g de peso) previene el
dafio en el tejido cerebral, disminuye el estrés oxidante y la concentracion de
neurotransmisores inducidos por el QUIN, mientras que las dosis altas (50 mg/100
g de peso) son téxicas (Sreekala e Indira, 2009). Por otro lado, la administracion
previa de Se (0.625 mg/kg de peso, por 5 dias, i.p.) disminuye la LPx e incrementa
la actividad de la GPx 2 horas después de la administracién del QUIN y ademas,
atenta el dafio neuronal, la conducta rotatoria y la deplecién de GABA 7 dias
después de la administraciéon del QUIN (Santamaria et al.,, 2003). Dos afios
después, Santamaria y colaboradores (2005) reportaron que el efecto protector del
Se, podria estar asociado con su capacidad de inhibir los eventos proapoptéticos
ya que disminuyo los niveles de | «B-a, incrementd la translocacién nuclear de NF-
kB y evitd la activacion de caspasa-3 y la fragmentacion del DNA inducidos por el
QUIN, todo esto a través de un mecanismo que probablemente involucre la
activacion temprana de la GPx (una selenoproteina). Sin embargo, ningln otro
estudio se ha realizado desde entonces. Debido a que el sistema Trx-TrxR es un
eficiente sistema antioxidante, el cual ha sido poco estudiado a nivel sistema
nervioso, y a que la TrxR es una selenoproteina que podria estar siendo regulada
por el tratamiento con Se, en este trabajo se evalud el efecto de la administracion
previa selenito de sodio (0.625 mg/kg de peso, por 5 dias, i.p) sobre la cantidad y
la actividad de la TrxR-1.
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3. Hipotesis

La administracion previa de selenito de sodio aumentard la actividad
enziméatica y la cantidad de tiorredoxina reductasa, y disminuira los efectos
producidos por la formacién de especies reactivas de oxigeno (ERO) sobre la
oxidacién de biomoléculas en el modelo con QUIN y contrarrestara los efectos

toxicos causados por esa neurotoxina.
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4. Objetivo

Evaluar el efecto de la administracion de selenito de sodio previa al dafio
ocasionado por QUIN evaluando las alteraciones histolégicas en cortes
cerebrales, la actividad enzimatica y cantidad de tiorredoxina reductasa, y el dafio

oxidativo que ocasiona la formacion de ERO sobre el ADNy las membranas.
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5. Procedimiento experimental
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5.1Reactivos
El selenito de sodio, la albumina sérica bovina, el Tween 20, el Triton X-100, la
parafina, el H,O, 3%, la hematoxilina, la eosina, el acido 5,5-ditio-bis(-
nitrobenzoico) (DTNB), el hidrato de aurotioglucosa, el EDTA y el NADPH se
obtuvieron de Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA).
El xilol y el etanol se obtuvieron de J. T. Baker. (México, México)
El Kit de inmunohistoquimica (Universal L SAB-System HRP), se obtuvo de DAKO
(Carpinteria, CA, USA).
El anticuerpo monoclonal anti-TrxR (nimero cas SC-20147) y el policlonal anti-8-
OHdG (numero cas SA-237) se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology, Inc
(Dallas, TX, USA) y Biomol International, Inc (Miami, FL, USA), respectivamente.

5.2 Animales
Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 280 a 310 g, las
cuales fueron proporcionadas por el bioterio de la Facultad de Medicina, UNAM.
Los animales se colocaron en cajas de acrilico transparente (n=4), con libre
acceso a alimento (Laboratory Rodent Diet 5001; PMI Feeds Inc., Richmond, IN,
USA) y agua ad libitum durante todo el experimento. Los animales se mantuvieron
en condiciones constantes de temperatura (25°C + 3°C), humedad (50 + 10%) e
iluminacion (ciclos de 12 h de luz 'y 12 h de oscuridad). Todos los procedimientos
experimentales que se realizaron en los animales se llevaron a cabo de acuerdo
con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de los Institutos
Nacionales de Salud y se apegaron a los lineamientos del Comité de Etica del
Instituto. Se realizaron todos los esfuerzos para minimizar el sufrimiento de los

animales.
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5.3 Disefio experimental
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Los animales se dividieron al azar en 4 grupos (n = 4), como se menciona a
continuacion:

Control (Ct).

Selenito de sodio (Se).

Acido quinolinico (Q).

Acido quinolinico + selenito de sodio (Q + Se).

Se administré solucion salina isoténica (SSI) (grupos Ct y Q) o selenito de sodio
(grupos Se y Q+Se) 0.625 mg/kg/dia, i.p., durante 5 dias previos a la lesion con
QUIN. EI quinto dia se administro intraestriatalmente 1 uL de SSI (grupos Cty Se)
0 QUIN (grupos Q y Q+Se) equivalente a 240 nmol, disuelto en solucién salina.
Para la administracién intraestriatal de QUIN y de SSI, se empleé un equipo
estereotaxico y una microjeringa Hamilton. Los animales se anestesiaron con
pentobarbital sédico (0.2 mL/250g, i.p.) y la administracion se realiz6 en las
siguientes coordenadas: +0.5 mm anterior al bregma, -2.6 mm lateral al bregma y
+4.5 mm ventral a la dura (Paxinos y Watson, 2006). Para medir la actividad
enzimatica de la TrxR, se obtuvieron los cerebros a los 30 min, 2 h, 24 hy 7 dias
post-lesion con SSI o QUIN, los cuales se congelaron a -70°C hasta su uso. En
otro grupo de animales, se evalu6 el dafio histolégico y los niveles de 8-OHdG en
los mismos tiempos, estos animales se perfundieron con SSIy heparina (500 ml
SSI2 ml de heparina 5000 U) fria via transcardiaca y posteriormente se fijaron con
p-formaldehido 10%, se extrajeron los cerebros y se dejaron reposar durante 7

dias en p-formaldehido 4% para su posterior inclusion en parafina.
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5.4Técnicas
5.4.1 Histologia
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Se emplearon cortes coronales con un grosor de 5 pum (cortados en un
microtomo), los cuales fueron desparafinados e hidratados sumergiendo las
muestras en los tiempos indicados de la siguiente manera:

Xilol 1 100% 30 min.

Xilol I 100% 5 min.

Xilol-Etanol 100% (1:1) 5 min.

Etanol | 100% 3 min.

Etanol I 100% 3 min.

Etanol 1 96% 3 min.

Etanol Il 96% 3 min.

Luego se tifieron con hematoxilina de Harris y eosina (H&E) y posteriormente se
deshidrataron y se montaron con una resina.

La cuantificacion se realiz6 en el estriado derecho tomando 4 campos al azar en
cada cerebro. Los resultados se expresaron como el porcentaje de células

dafnadas por cada campo.

5.4.2 Inmunohistoquimica

Se emplearon cortes coronales de 5 um de grosor, los cuales fueron hidratados y
desparafinados. Se inhibié la actividad de la peroxidasa endégena con H,O, 1%
durante 30 min y se realizd una permeabilizacién con Tritdn 0.2%. Posteriormente
se bloquearon los tejidos con una solucion de albumina sérica bovina 1% y se
incubaron con el anticuerpo primario anti-TrxR (1:50) o anti-8-OHdG (1:300)
durante 24 h a temperatura ambiente. Se empled un kit universal (anticuerpo
secundario y peroxidasa) durante 1 h de incubacion, para revelarlos con
diaminobencidina (DAB). La contratincion se realiz6 con hematoxilina de Harris. La

cuantificacion se realiz6 en el estriado derecho eligiendo al azar 4 zonas en cada
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cerebro. Los resultados se expresaron como el porcentaje de células

inmunorreactivas.

5.4.3 Actividad enzimatica de la tiorredoxina reductasa

Se empled el método modificado por Hill y colaboradores (1997), basandose en la
reduccion directa del DTNB en ausencia y presencia de aurotioglucosa —un
inhibidor de la TrxR-.

Se prepar6 una mezcla de reaccion en amortiguador de fosfatos 100 mM pH = 7.0,
que contenia EDTA 10 mM, albumina sérica bovina 0.02%, DTNB 12 mM vy
NADPH 1 mM. A 25 puL del homogenizado estriatal se adicionaron 0.975 mL de la
mezcla de reaccién y se ley6 la densidad 6ptica a 412 nm durante 1 min cada 15
seg. De la misma manera, se preparé otro tubo pero a éste se le adiciond hidrato
de aurotioglucosa 0.02 mM. Se ley6 la densidad Optica y se obtuvo la diferencia de
densidades o6pticas del tubo que no contenia aurotioglucosa con el tubo que si la
contenia. La actividad se expres6 como los pmoles de DTNB reducidos por
minuto, empleando el coeficiente de extincion molar de € = 13.6X10°Mcm™. La

actividad se expres6 como mU/mg de proteina.

5.4.4 Formacion de especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno fueron detectadas por fluorescencia utilizando
un espectrofotometro Perkin-ElImer LS50 a 488nm como longitud de onda
excitatoria y 532nm como longitud de onda de emision, se emplearon 600uL de
homogeneizado de tejido estriado el cual se incub6é con 75uL de DCFH-DA (di
acetato de diclorofluoroceina) por 30 min a 37°C en agitacion. Después de la
incubacion las muestras se enfrian y centrifugan a 3000g por 15 min. La
concentracion se calculo interpolando mediante una curva de calibracion. Los

resultados estan expresados como porcentaje de produccion de ERO.
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5.4.5 Peroxidacion de lipidos

Para determinar la cantidad de lipidos peroxidados se homogeneizaron los tejidos
estriados (1:20 m/v) en amortiguador de Krebs (pH 7.4), el cual tiene como
composicion 19mM de NaCl, 5mM de KCI, 2mM de CaCl;, 1.2mM de Mg SOy,
5mM de glucosa, 13mM de NaH2PO,4 y 3mM de Na;HPO4. Se utilizaron 500uL de
reactivo TBA (acido 2-tiobarbiturico) sobre 250uL de homogeneizado, se incubo a
94°C durante 20 minutos, se enfrio6 y se centrifugd a 3000g por 15 min. La
densidad optica del sobrenadante se estimé a 535nm en espectrofotometro. La

concentracién de malonaldehido (MDA) se calculé con una curva de estandar.
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6. Resultados

Se cuantificO mediante inmunohistoquimica el nivel de 8-OHdG (un marcador de
dafo oxidativo en el ADN) en tejido estriado. Las células positivas se distinguen
por presentar coloracion marrén, mientras que las células no tefildas se contrastan
con hematoxilina (coloracion azul) (Figura 5). La inmunorreactividad observada
indica que a las 2 h post lesion, el grupo Q presenta el dafio mas significativo, en
contraste con el grupo Q+Se donde a ese mismo tiempo la cantidad de células

inmunopositivas es menor (Grafica 1).

Figura 5. Efecto del selenito de sodio (Se: 0.625 mg/kg/dia, i.p. durante 5 dias) y/o &cido
quinolinico (Q: 240 nmol/uL, infundido intraestriatalmente 120 min después de la ultima inyeccién
de Se) sobre los niveles de 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG empleando inmunohistoquimica) en

el estriado de rata. Los cortes (5 um de grosor) se contratifieron con hematoxilina. Se muestran
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imagenes representativas de cada grupo: control (Ct), Se, Q y Q+Se en cada tiempo estudiado (30

min, 2 h, 24 h y 7 dias post lesion). Las células inmunorreactivas son mostradas con flechas, 40X

Inmunohistoquimica de 8-OHdG
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Grafica 1. Porcentaje de células inmunorreactivas a 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG) en cada
grupo: control (Ct), Se, Q y Q+Se y en cada tiempo estudiado (30 min, 2 h, 24 hy 7 dias post
lesion) después de la inyeccion de Q o SSI. Los datos se muestran como el promedio + EE (n=4).

3p < 0.05 vs. grupo Ct; °P < 0.05 vs. grupo Q y °P < 0.05 vs. grupo Se.

En contraste a la bien preservada apariencia que se observa en el tejido estriatal
del grupo Ct, la infusién de QUIN en ratas indujo un dafio celular gradual desde los
30 min y hasta los 7 dias cuando el dafio fue mayor, evidenciado por una extensa

pérdida celular a lo largo del estriado, abundantes nucleos picnoticos y destruccion
del neurépilo (Figura 6).
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El tratamiento con selenito de sodio sdélo, no produjo cambios en la apariencia

normal del estriado, la cual fue muy similar a la del grupo Ct (Figura 6).
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Figura 6. Efecto del selenito de sodio (Se: 0.625 mg/kg/dia, i.p. durante 5 dias) y/o acido
quinolinico (Q: 240 nmol/pL, intraestriatalmente infundido 120 min después de la Ultima inyeccion
de Se) sobre la morfologia del estriado de rata. Los cortes (5 uym de grosor) se tifieron con
hematoxilina y eosina. Se muestran imagenes representativas de cada grupo: control (Ct), Se, Q y
Q+Se en cada tiempo estudiado (30 min, 2 h, 24 h'y 7 dias post lesion). Los nlcleos picnéticos se
sefialan con un triangulo, el edema en el neurdpilo con un asterisco y los nicleos lisados con

flechas, 40 x.

Por otro lado, el tratamiento con selenio previno el dafio histolégico manteniendo
la morfologia celular hasta las 24 h y al séptimo dia evitd considerablemente el

deterioro que el QUIN ejerce (Grafica 2).
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Grafica 2. Porcentaje de dafio celular en cada grupo: control (Ct), Se, Q y Q+Se y en cada tiempo
estudiado (30 min, 2 h, 24 h 'y 7 dias post lesion) después de la inyeccion de Q o SSI. Los datos se
muestran como el promedio + EE (n=4). *P < 0.05 vs. grupo Ct; ®p < 0.05 vs. grupo Q y °P < 0.001

VS. grupo Se.

En el grupo Ct la reactividad basal contra la TrxR fue moderada, como lo muestran
las pocas células inmunorreactivas (Figura 7). En la grafica 3 este grupo se
representa como la linea basal o cero. En contraste, los grupos Se, Q y Q+Se
mostraron una intensa reactividad a los 30 min (46%, 62% y 60% con respecto al
control, respectivamente) y a las 2 h (37%, 57% y 49% con respecto al control,
respectivamente), pero este efecto se observd de forma moderada a las 24 h en
los grupos Se y Q+Se (19% y 31% con respecto al control, respectivamente),

regresando a niveles basales a los 7 dias (Figura 7 y Grafica 3).
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Figura 7. Efecto del selenito de sodio (Se: 0.625 mg/kg/dia, i.p. durante 5 dias) y/o acido

quinolinico (Q: 240 nmol/pL, infundido intraestriatalmente 120 min después de la Ultima inyeccién
de Se) sobre los niveles de tiorredoxina reductasa (inmunohistoquimica de TrxR) en el estriado de
rata. Los cortes (5 ym de grosor) se contratiieron con hematoxilina. Se muestran imagenes
representativas de cada grupo: control (Ct), Se, Q y Q+Se en cada tiempo estudiado (30 min, 2 h,

24 hy 7 dias post lesién). Las células inmunorreactivas se muestran con flechas, 40X
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Inmunochistoquimica de TrxR
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Grafica 3. Porcentaje de células inmunorreactivas a tiorredoxina reductasa (TrxR) en cada grupo:
control (Ct), Se, Q y Q+Se y en cada tiempo estudiado (30 min, 2 h, 24 h y 7 dias post lesién)
después de la inyeccion de Q o SSI. Los datos se muestran como el promedio + EE (n=4). °P <

0.05 vs. grupo Ct; ®P < 0.05 vs. grupo Qy °P < 0.05 vs. grupo Se.

Los niveles basales de actividad enzimatica de TrxR estriatal se encontraron
alrededor de 4 a 6 mU/mg de proteina, con ligeras variaciones en los diferentes
tiempos estudiados. La mayor actividad de TrxR fue inducida por el selenito de
sodio sOlo a los 30 miny a las 2 h (78% y 73% con respecto al control,
respectivamente), regresando a niveles basales a las 24 h y a los 7 dias. El
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tratamiento con QUIN solamente estimuld la actividad a las 24 h (56% con

respecto al control) (Gréfica 4). La administracion de selenio evitd el incremento
inducido por el QUIN a las 24 h (grupo Q+Se) y mostré6 un patron similar al
observado en el grupo con selenito de sodio sélo, donde el mayor incremento se

observo a los 30 min (104% con respecto al control) (Grafica 4).
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Grafica 4. Efecto del selenito de sodio (Se: 0.625 mg/kg/dia, i.p. durante 5 dias) y/o acido
quinolinico (Q: 240 nmol/pL, intraestriatalmente infundido 120 min después de la Ultima inyeccion
de Se) sobre la actividad de la tiorredoxina reductasa (TrxR) en el estriado de rata. La actividad
enzimatica se expres6 como el porcentaje con respecto al control en cada grupo: Se, Q y Q+Se y
en cada tiempo estudiado (30 min, 2 h, 24 h y 7 dias post lesién) después de la inyeccién de Q o
SSI. Los datos se muestran como el promedio + EE (n=4). °P < 0.01 vs. grupo Ct; P < 0.05 vs.

grupo Qy °P < 0.05 vs. grupo Se.
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Como la actividad enzimatica de TrxR es alta en el grupo Q a las 24 h, el efecto

antioxidante se manifiesta de manera inversamente proporcional a la generacion
de ERO donde podemos ver que el grupo Q mantiene una elevada cantidad de

radicales y en el grupo Se hay disminucion de las especies (Grafica 5).
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Grafica 5. Efecto del selenito de sodio (Se: 0.625 mg/kg/dia, i.p. durante 5 dias) y/o acido
quinolinico (Q: 240 nmol/pL, intraestriatalmente infundido 120 min después de la ultima inyeccion
de Se) sobre la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en el estriado de rata. La
produccion de ERO se expresé como el porcentaje con respecto al control en cada grupo: Se, Q y
Q+Se y en cada tiempo estudiado (30 min, 2 h, 24 h'y 7 dias post lesién) después de la inyeccion
de Q o SSI. Los datos se muestran como el promedio + EE (n=4). °P < 0.05 vs. grupo Ct; b < 0.05

vs. grupo Qy °P < 0.05 vs. grupo Se.

Y de manera proporcional a la generacion de ERO, el dafio sobre los lipidos de las
membranas es inminente observandose mayor nivel de lipidos oxidados en el
grupo Q, mientras que el tratamiento con selenito de sodio disminuyd el efecto

oxidante y contribuy0 a la conservacion de las membranas (Grafica 6).
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Grafica 6. Efecto del selenito de sodio (Se: 0.625 mg/kg/dia, i.p. durante 5 dias) y/o acido
quinolinico (Q: 240 nmol/pL, intraestriatalmente infundido 120 min después de la ultima inyeccion
de Se) sobre los niveles de lipidos oxidados (LPx) en el estriado de rata. Los niveles de LPx se
expresaron como el porcentaje con respecto al control en cada grupo: Se, Q y Q+Se y en cada
tiempo estudiado (30 min, 2 h, 24 h'y 7 dias post lesién) después de la inyeccién de Q o SSI. Los
datos se muestran como el promedio + EE (n=4). °P < 0.01 vs. grupo Ct; ®P < 0.05 vs. grupo Qy °P

< 0.05 vs. grupo Se.
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Los resultados presentados en este trabajo indican que el QUIN ejerce dafio
celular a través de la induccion de un estado oxidante. Se observd un aumento en
la formacion de ERO por el QUIN, lo cual indujo dafio sobre el material genético,
ya que se observd un aumento en la inmunorreactividad de la 8-OHdG (Figura 5).
Se sabe que los radicales libres reaccionan con la 2’-deoxiguanosina hasta formar
productos de degradacion como son la 8-oxo-7-hidroxi-2’-deoxiguanosina y la 8-
hidroxi-2’-deoxiguanosina, ambos aceptados desde 1997 por el comité Europeo de
Estandares como marcadores de dafio oxidante al ADN (Valavanidis et al., 2009).
A diferencia del grupo Q, el grupo Se mostr6 una menor cantidad de células
inmunorreactivas y al comparar el grupo Q contra el grupo Q+ Se se observé que
desde los 30 min y hasta las 24 h, el selenio disminuy6 el dafio oxidante (Gréafica
1). No existian estudios previos del efecto del selenio in vivo, pero se sabia que en
cultivos celulares de lineas de células Jurkat E6-1 la disminucion de ERO estaba
relacionada con la cantidad de selenito de sodio en el medio (Saito et al., 2003),
ya que dosis superiores a 50 pug/100 g de peso, son téxicas. También se ha
reportado que el tratamiento con selenito de sodio previo a la administracion de
QUIN aumenta la actividad de enzimas como la superdxido dismutasa, la catalasa,
la glutation peroxidasa, la glutation reductasa y la acetilcolinesterasa (Sreekala e
Indira, 2009).

El andlisis histolégico de los tejidos estriados del cerebro se realiz6 mediante la
tincion con hematoxilina y eosina, los resultados confirman que el QUIN no sélo
ocasiona dafo sobre el DNA, sino también altera la morfologia del estriado (Figura
6). Desde las 2 h se observa la formacidén de nucleos picnéticos que progresan
hasta la edematizacion a los 7 dias, mientras que el tratamiento con selenio
previene este dafo. Correlacionando la histologia (Grafica 2) con la peroxidacion
de lipidos (Gréafica 6) se observa como el QUIN al inducir un estado oxidante dafia

las membranas celulares aumentando la generacion de lipidos oxidados y en todo
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momento el selenio disminuyé este dafio. Estudios previos han demostrado que

una deficiencia en selenio aumenta la peroxidacién de lipidos, aunque el
mecanismo se desconoce (Saito et al., 2003). Algunas de las selenoproteinas
tienen accién antioxidante y también aminoacidos modificados como la
selenometionina y la selenocisteina, no obstante se desconoce si se encuentran
libres en el citosol (Battin et al., 2006), esto deja abierto un espacio donde es
posible pensar en la accion como antioxidante directo por parte de los
selenoaminoécidos.

La administracion previa de selenito de sodio no gener6 un aumento en la
peroxidacion de lipidos (Grafica 6), tampoco indujo dafio significativo en la
histologia (Grafica 2) y ademas previene el dafio ejercido por el QUIN, estas tres
premisas hacen posible que este elemento traza tenga uso terapéutico.

Para mantener la homeostasis, el organismo cuenta con una serie de sistemas
antioxidantes que garantizan la sobrevivencia celular ante diversas agresiones.
Uno de los sistemas antioxidantes mas importantes y menos estudiados es el
sistema Trx-TrxR, que consta de una selenoproteina llamada TrxR y su principal

blanco molecular, la Trx; ambas poseen en su centro activo una selenocisteina.

El tratamiento con selenio indujo un aumento en la cantidad y la actividad de la
TrxR (Figura 7 y Gréafica 4, respectivamente). Sin embargo el QUIN solo
incrementd la cantidad de proteina. Dicho aumento podria estar relacionado con
una respuesta celular compensatoria al dafio inducido por esta neurotoxina. El
incremento observado en la cantidad de proteina de la TrxR desde los 30 min
retornd a niveles basales a los 7 dias.

Estos resultados sugieren que el selenio incrementa la cantidad y la actividad de
TrxR (Grafica 3), disminuye el dafio oxidante al material genético (grafica 1) y
preserva la viabilidad celular (Grafica 2). Sin embargo, los resultados de actividad

enzimatica indican que en el grupo con QUIN, la TrxR no es el Unico sistema
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antioxidante involucrado, ademas sugieren que el estrés oxidante podria estar

inactivando a la TrxR a los 30 min.

Integrando todos los resultados, la grafica 1 muestra el dafio oxidante al material
genético ya que desde las 2 h hay un incremento en el grupo con QUIN. Por otro
lado, a partir de los 30 min inicia un aumento en los cambios morfolégicos (Grafica
2) en la zona estriatal siendo a los 7 dias donde se observa la mayor presencia de
nicleos picnoéticos y edematizacion en el grupo con QUIN. Ademas, se observa un
aumento en la cantidad de proteina de la TrxR desde los 30 min, que disminuye
paulatinamente a las 24 hy a los 7 dias en los grupos Se y QUIN (Gréfica 3); sin
embargo la actividad enzimatica en cada grupo es diferente (Grafica 4), ya que
solamente los grupos tratados con selenio (Se y Q+Se), mostraron un aumento en
la actividad enzimatica mientras que el grupo con QUIN carece de ella. Como
consecuencia de esto, es posible que el dafio desde los 30 min, tanto en el DNA
como en la morfologia esté asociado a la accion directa de las ERO. Se sabe que
TrxR mantiene reducidas - mediante la transferencia de electrones desde el
NADPH al grupo FAD - a diversas moléculas y proteinas (Pérez-Jiménez et al.,
2009) para garantizar maultiples funciones celulares. Dentro de las moléculas
blanco destaca la Trx, un pequefio péptido de 12 KDa que actia como donador de
electrones, reduciendo una gran cantidad de proteinas y otras biomoléculas que
por el evento oxidante han sufrido dafio (Takagi et al., 2000). Cuando las células
son expuestas a estrés oxidante la Trx se transloca al nucleo (Hirota et al., 1999),
donde ejerce funciones reguladoras contribuyendo a la union de los factores NF-
KB y AP-1 al DNA (Nordberg y Arnér, 2001), hecho que ayuda a generar los
elementos de respuesta rapida al estrés y de esta manera neutralizar a las ERO.
Es probable que la neuroproteccién que esta ejerciendo el Selenio no solamente
se limite a la TrxR sino a todas las moléculas sobre las que esti actuando dicha
enzima y el Selenio per se. Esto se observa en la grafica 4 donde se aprecia
claramente como el QUIN incrementa la cantidad de proteina sin actividad. La
maquinaria enzimatica para la incorporacion de selenio en las selenoproteinas es

muy compleja y requiere la ayuda de muchos factores (debido a que Sec es
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codificada por un coddén de paro (UGA)) y se requiere de varios elementos de

incorporacion de selenocisteina, uno de ellos es el elemento SeclS (secuencia de
insercion de selenocisteina), presente exclusivamente en el ARNm de las
selenoproteinas y la proteina de union llamada SBP2, y a diferencia de los
aminoacil-ARNt, la selenocisteina requiere de un factor de elongacion especifico
denominado EF-Sec, que no solamente reconoce el ARNt™® y el GTP, sino que
ademas reconoce al elemento SeclS que se encarga de incorporar al ARNt® al
ribosoma (Schmidt y Simonovic, 2012). Si esta maquinaria tan compleja tiene que
generar selenoproteinas en un ambiente altamente oxidante, o si esta en
presencia de compuestos altamente electrofilicos (como los generados tras el
insulto excitotdxico por la inyeccion de QUIN) el resultado podria ser una enzima
trunca o con deficiencia de dos aminoacidos en el extremo C-terminal —Gly-Cys-
COOH, que rapidamente induce muerte celular tanto por la cinasa 1 sefial
reguladora de apoptosis como por vias desconocidas (Anestal y Arnér, 2003). De
igual manera se sabe que una deficiencia en la actividad de la TrxR aumenta el
estrés oxidante, la disfuncion mitocondrial por aumento de H»O, y la muerte en

células dopaminérgicas (Lopert et al., 2012).

En el grupo Q + Se a las 24 h, la cantidad de células reactivas a 8-OHdG
disminuye (Grafica 1) probablemente debido a que en este punto los sistemas
reparadores del DNA han logrado llegar a un estado restaurador y a que en este
grupo cuando hay poca reactividad a 8-OHdG, el dafio morfolégico es minimo. En
contraste, el grupo Q presenta grave dafio en el neurdpilo acompafado de
edematizacion, nucleos picnoticos y alta reactividad frente a la 8-OHdG,
sugiriendo que en el grupo Q el mecanismo de muerte estd dado por necrosis ya
que la TrxR permanece sin actividad hasta las 24 h probablemente como
consecuencia del aumento en la produccion de ERO que inactivan a la enzima. La
actividad de la TrxR aumentd hasta las 24 h, lo cual no fue suficiente para prevenir
el dafio inducido por el QUIN, sugiriendo que es posible la participacién de otros

sistemas antioxidantes.
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Finalmente la administracion del QUIN indujo muerte neuronal desde las 2 hy se

prolongé hasta los 7 dias mostrando necrosis inicial. Mientras que la muerte
celular que precedio en el grupo Q + Se se fue dando de manera paulatina,

probablemente por un mecanismo de apoptosis.

-36 -



g Facultad de Quimica | UNAM

8. Conclusiones

El tratamiento con selenito de sodio aumentd la cantidad de proteina de TrxR
durante todo el curso temporal de dafio por QUIN y sélo elevd su actividad
enzimatica a corto plazo (antes de las 2 horas), disminuyendo la produccion de
ERO y el dafio oxidante que estas ocasionan sobre el ADN vy los lipidos de

membrana, evitando asi las alteraciones morfolégicas en el estriado.

Estos resultados son el posible antecedente del uso como una herramienta
terapéutica del selenito de sodio en el tratamiento de algunas enfermedades

neurodegenerativas cuya fisiopatologia esté relacionada con el estrés oxidante.
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