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RESUMEN

El factor de transcripcion Nrf2 es clave en la neuroproteccién al
promover la activacion de los genes codificantes de las enzimas
antioxidantes. Hasta ahora la regulacion de su actividad ha estado
ligada principalmente con la proteina Keapl en el citoplasma, de la
cual se libera ante un estimulo pro o antioxidante para translocarse al
nucleo en donde ejerce su accidon, sin embargo, el avance y el
interés que ha surgido por estudiar diversas alternativas terapéuticas
para promover la neuroproteccion han llevado a la busqueda de
nuevos blancos terapéuticos. Diversos estudios han revelado la
importancia del sistema ubiquitin proteosoma (UPS) en la regulacién
de la actividad de diversos procesos celulares, por lo que este trabajo
se centré en el estudio de dos proteinas que participan en la
degradacion de Nrf2 via UPS. Cul3 y Nedd8 son proteinas que
ademas de regular el mecanismo de ubiquitinacion de Nrf2 estan
relacionadas con diversos mecanismos de regulacion celular vy
particularmente Nedd8 se ha identificado en agregados intranucleares

en diversas enfermedades neurodegenerativas.

Dada la importancia de estas proteinas, este trabajo se realizd para
estudiar la influencia del estrés oxidante en las proteinas Cul3 vy
Nedd8, y en su participacién en la neurodegeneracion producida por
acido quinolinico (QUIN), un agonista selectivo de los receptores
NMDA capaz de inducir un estado oxidante en la célula, modelo

utilizado en el estudio de las enfermedades neurodegenerativas.

Con base a lo anterior, se empled el modelo in vitro de las rebanadas
estriatales de cerebro de rata y el modelo in vivo de QUIN. Los
cambios en la expresién de Cul3 y Nedd8 se evaluaron con la técnica
de western blot en las fracciones celulares de nucleo y citoplasma y la
localizacidn celular de éstas se evalud por inmunofluorescencia. Se
demostré que el estrés oxidante generado por QUIN induce la

acumulacién de Cul3 y Nedd8 en el nucleo de las células del estriado




cerebral, mientras que en el citoplasma no ocurren cambios en los
niveles de expresidon ni en la activacién de Cul3. Estos resultados
sugieren que la activacién de Cul3 por Nedd8 en el nucleo podria ser
importante en el mecanismo de regulacion de la respuesta
antioxidante y por lo tanto, un evento critico en el proceso de

neurodegeneracion.
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1. INTRODUCCION

1.1 Envejecimiento y neurodegeneracion

El proceso de envejecimiento es un proceso irreversible y tiene un
componente tanto genético como ambiental, y se define como un
declive progresivo en las funciones fisiolégicas de un organismo
después de la fase reproductiva de la vida (Valko et al., 2007).

El envejecimiento afecta de forma heterogénea a las células que
conforman a los seres vivos, las cuales, con el paso del tiempo se ven
sometidas a un deterioro morfofuncional que puede conducirlas a la
muerte (Peinado et al., 2000).

En nuestros dias este proceso adquiere suma importancia, ya que de
acuerdo con un informe del Consejo Nacional de Poblacién (CONAPO
2011), la dinamica poblacional del grupo de adultos mayores (65
anos y mas) tendra el crecimiento mas alto en la primera mitad del
siglo XXI, el monto actual de 5.8 millones se cuadruplicara en 2050,
cuando la poblacién ascienda a 28.7 millones. Asi, resulta evidente
que este crecimiento en la poblacion de adultos mayores planteara
enormes desafios, no sdlo a nivel de politicas publicas, sociales e
institucionales sino también a nivel de la investigacion cientifica vy
tecnoldgica donde se tendra que enfocar la atencidon en problematicas
propias del envejecimiento, para asi lograr satisfacer las necesidades
de este sector de la poblacién, desarrollando estrategias que ayuden
a entender a fondo el proceso de neurodegeneracion, término que
hace referencia a la pérdida progresiva de la estructura y/o de la

funcidn de las neuronas, incluyendo la muerte de éstas.

10



Las enfermedades neurodegenerativas tales como la enfermedad de
Alzheimer, Parkinson, Huntington y la esclerosis lateral amiotrofica
presentan diferentes sintomas pero tienen en comdn que son
causadas por una combinacién de eventos que afectan la funcién
normal de las neuronas, ademads todos estos padecimientos
frecuentemente presentan inflamacidon, mutaciones genéticas,
agregados de proteinas, activacion glial, disfunciéon mitocondrial
(Angoa y Rivas, 2007; Halliwell, 2006) e independientemente de la
fisiopatologia de cada una de estas enfermedades, en todas se ha
observado un incremento en los indices de especies reactivas de
oxigeno y como consecuencia en los niveles de marcadores de estrés
oxidante, involucrando la oxidacion de proteinas, DNA y peroxidacion
lipidica; varios de estos marcadores han sido reportados dentro de
una regién especifica del cerebro lo que habla de vulnerabilidad y una
neurodegeneracién selectiva (Andersen, 2004; Saxena y Caroni,
2011).

Por ejemplo, estudios bioquimicos han evidenciado que en la
enfermedad de Huntington, la presencia de alteraciones y defectos en
el metabolismo energético debidos a la disfuncion mitocondrial,
disminuyen la produccién de ATP e incrementan la produccidon de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrégeno (ERN) (Gil vy
Rego, 2008; Tunéz y Santamaria, 2009); se ha observado que en la
enfermedad de Parkinson (EP) existe una deficiencia en el complejo I
de la cadena de transporte de electrones mitocondrial asi como
deplecion de glutation en la sustancia nigra de los pacientes con EP
idiopatica lo que resulta en la generacién de estrés oxidante (revisado
en Lin y Beal, 2006); en la enfermedad de Alzheimer el estrés
oxidante, proveniente de la disfuncidn mitocondrial, ocurre
tempranamente, debido a que la formacién de los agregados de B-
amiloide y la alta afinidad de la APP (amyloid precursor protein) al
Cu?* contribuyen de manera indirecta a la produccién de radicales
libres (Bossy et al., 2004; Jung et al., 2009).
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1.2 Estrés oxidante

El estrés oxidante ha resultado ser un factor muy importante durante
la etapa del envejecimiento y en las enfermedades
neurodegenerativas, incluso la teoria mas aceptada para explicar el
proceso de envejecimiento esta relacionada con el estrés oxidante, ya
que dicho proceso estd involucrado con la disminucién de la
capacidad detoxificadora y protectora de la célula ante el estrés
oxidante (Davies, 2000).

Este estado puede ser visto como una consecuencia inevitable de una
vida con una atmosfera rica en oxigeno, convirtiéndose en una
paradoja, donde el oxigeno es peligroso para muchas formas de vida
pero para las cuales también es un componente esencial para la
produccion de energia. Esta condicién se cumple para las especies
aerobicas que no pueden vivir sin oxigeno, donde los radicales de
oxigeno y otras especies reactivas de oxigeno son generadas como
producto inevitable del metabolismo aerdbico (Davies, 2000; Kohen y
Nyska, 2002), asi como por la exposicion a varios agentes toxicos,

tanto naturales como sintéticos.

La exposicidn continua a varios tipos de estrés oxidante provenientes
de varias fuentes llevaron a la célula a desarrollar mecanismos
eficientes para la proteccion contra metabolitos reactivos, este
sistema de defensa involucra mecanismos de reparacion, prevenciéon
y defensas fisicas contra el dafo celular asi como una importante
defensa antioxidante que incluye tanto enzimas antioxidantes como
un sistema no enzimatico que utiliza antioxidantes de bajo peso
molecular que sirven como quelantes o “scavengers” contra especies
reactivas (Valko et al., 2007).

12



El estrés oxidante resulta de una condicién de desequilibrio entre los
sistemas prooxidantes y antioxidantes en el organismo, y puede ser
generado por el incremento a la exposicion de agentes oxidantes o
por la disminucién de los sistemas antioxidantes ¢ incluso, por la
aparicion de ambos problemas simultaneamente (revisado en
Konigsberg, 2008).

1.2.1Estrés oxidante y el cerebro

El cerebro suele ser el dérgano mas susceptible a los dafos
provocados por las especies reactivas, ya que presenta una elevada
tasa metabdlica derivada de la glucosa, posee niveles muy bajos de
defensas antioxidantes, contiene altas concentraciones de acidos
grasos poliinsaturados que son posible blanco de peroxidacién
lipidica, y ademas es rico en actividades enzimaticas relacionadas con
metales de transicidn como el Fe®* y el Cu?*, los cuales pueden
catalizar la formacién de radicales libres (Revisado en Konigsberg,
2008; Andersen, 2004; Peinado et al., 2000). Otro factor que
contribuye a la generacion de especies reactivas en el cerebro es el
alto consumo de oxigeno para la produccion de ATP que es
necesitado para mantener la homeostasis idnica en las neuronas, la
cual estd asociada con la propagacion del potencial de accidén, la
neurosecresion y la transmisidén sinaptica. En este ultimo evento el
uso de neurotransmisores se ha correlacionado a la generacidon de
estrés oxidante. Es de particular interés el principal neurotransmisor
excitador, el glutamato, cuya neurotoxicidad se ha asociado a un
desequilibrio idnico por la entrada excesiva de calcio a la célula con lo
que la activacion de diversas enzimas (proteasas, fosfolipasas,
endonucleasas, oxido nitrico sintasas) incrementa la formacién de
especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (Revisado en Meldrum,
2000).

13



1.2.2 Especies reactivas de oxigeno y nitréogeno

Un radical libre es cualquier especie quimica capaz de existir
independientemente y que contiene uno o mas electrones
desapareados (Halliwell y Gutteridge, 2006). Existen varios tipos de
radicales libres in vivo, como los de nitrogeno, bromo, cloro y
oxigeno; los radicales libres derivados del oxigeno representan la mas
importante clase de especies radicales generados en los sistemas

bioldgicos.

Las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) incluye tanto a los radicales
de oxigeno como a los no radicales (Tabla 1). Todos los radicales de
oxigeno son ERO pero no todos las ERO son radicales de oxigeno
(Halliwell, 2006; Valko et al., 2007).

Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno(modificada de Halliwell 2006)

Radicales libres No radicales

Superdéxido, Oy~ Perdxido de hidrégeno, H,0>
Hidroxilo, OH Acido hipocloroso, HOCI
Hidroperoxilo, HO,' (superéxido Ozono, O3
protonado)
I6n carbonato, CO3~ Singulete, 05! Ag
Peroxilo, ROy’ Perdxidos organicos, ROOH
Alcoxilo, RO Peroxinitrito, ONOO"
Radical diéxido de carbono, CO>~ Peroxinitrato, O,NOO"
Singulete 0;'=g* Acido peroxinitroso, ONOOH
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Es importante mencionar que el oxigeno molecular tiene una
configuracién unica y es per se un radical, al adicionarse un electron
al oxigeno se forma el radical anion superdxido (0z7) el cual es
considerado como la primera especie reactiva de oxigeno (figura 1) y
puede interaccionar fuertemente con otras moléculas para asi
generar especies reactivas secundarias, incluso puede generarlas
directamente pero principalmente por procesos enzimaticos o
catalizados por metales. El perdxido de hidrégeno es considerado un
oxidante importante en las células de organismos aerobios, formado
principalmente por la actividad enzimatica de la superdoxido dismutasa
y aunque no es un radical, tiene una gran capacidad para atravesar
membranas celulares y reaccionar con el anién superdéxido para

generar asi al radical hidroxilo.

- H202 OH- - -2 H.0
s OZ, d Peréxido de Radical hid il -OH 2
Oxigeno [z @l hidrégeno adical niaroxilo

Figura 1. Reduccion univalente del oxigeno.

El radical hidroxilo (OH') es altamente reactivo y una de las vias para
su generacion es a través de la reaccién de Fenton (Figura 2), la cual
es facilitada por el anidn superdxido que actia como oxidante de
ciertas enzimas que contienen hierro, haciendo que el Fe’' se
encuentre disponible para la reaccion (Valko et al., 2007), la
formacion de este radical también se puede lograr facilmente a través

de la reaccién de Haber- Weiss entre el O,y el H,0, (Figura 2).

Otros radicales reactivos derivados del oxigeno son los ROO' , el mas
simple es el HOO, que es la forma protonada del superdxido y es

usualmente llamado radical hidroperoxilo. Se ha demostrado que
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éste, al igual que el peroxinitrito, comienza la peroxidacion de los

acidos grasos (Carr, Mc Call y Frei, 2000).

a)| Fer + H0, Fe3* + OH-
1
0| 0p + HO; | —=—=—— [0;+H0 | [F][oH |

Figura 2. Reacciones de Fenton (a) y Haber Weiss (b) para la

formacion del radical hidroxilo.

El oxido nitrico (NO') es una molécula pequena que contiene un
electron desapareado en el orbital 2ny* , es un radical principalmente
generado por la enzima 6xido nitrico sintasa y se ha observado que
tiene efectos en la transmision neuronal como también en la
plasticidad sinaptica. Esta especie reactiva de nitrégeno (ERN) puede
reaccionar particularmente y de manera muy rapida con el Oy para
formar el peroxinitrito y consecutivamente una serie de ERN las
cuales pueden generar estrés nitrosativo (Halliwell y Carroll Cross,
1994; Ridnour et al., 2004).

1.3 Defensa antioxidante

Como consecuencia de la respiraciéon aerdobica normal, la mitocondria
consume O, reduciéndolo a través de una serie de pasos hasta
producir H,O (Figura 1). Todos los organismos, incluyendo los seres
humanos, utilizan una serie de defensas antioxidantes primarias con
el objetivo de proteger a las células del dafio oxidante generado por
este proceso. Entre estas defensas se encuentran moléculas
neutralizantes como el a-tocoferol que se encuentra unido a la
membrana o el acido ascoérbico, el cual estd mayoritariamente en fase
acuosa; otros compuestos antioxidantes que son solubles en agua

incluyen al acido urico, glutatién y a la ceruloplasmina. El B- caroteno

16



y la ubiquinona son antioxidantes con caracteristicas liposolubles pero
qgue también tienen gran importancia in vivo (Davies, 2000).

1.3.1Enzimas antioxidantes

La exposicidon de la célula a antioxidantes y xenobidticos también la
conduce a la induccién de una gran cantidad de genes que codifican
para enzimas detoxificadoras de la fase II [NAD(P)H: Quinona
oxidoreductasa 1 (NQO1), glutation-S-transferasa (GST),
hemooxigenasa 1 (HO-1)], antioxidantes vy otras proteinas
relacionadas [tioredoxinas, Y- glutamato cistein ligasa (v-GCS),
glutation peroxidasa y glutation reductasa], proteinas para la
ubiquitinacién, proteasoma y para transportadores de farmacos
(MRPs) (Niture et al., 2010).

Asi los organismos aerdbicos sintetizan una gran cantidad de enzimas
antioxidantes para minimizar el dafo provocado por las especies
reactivas de oxigeno, entre las mas estudiadas se encuentran las
superoéxido dismutasas (SODs), la familia de las glutatidon peroxidasas
y la catalasa; ésta ultima se encuentra en los peroxisomas y su
funcion es remover el H,0, generado por las reacciones de P

oxidacidon de acidos grasos de cadena larga (Ames et al., 1993).

La familia de las SODs catalizan la reaccion de dismutacion del radical
superdxido, incrementando la constante de velocidad de esta
importante reaccién de dismutacion, donde un O, es reducido a H,0,

y otro oxidado hasta O, (Figura 3).

202 + 2H* H202 + O2

Figura 3. Reaccion de dismutacion del radical superdxido.
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Este grupo de enzimas esta presente en todas las partes del sistema
nervioso y es uno de los sistemas depuradores de O,  mas
importantes en el cerebro (Halliwell, 2006).

Todos los miembros de la familia SOD utilizan metales de transicién
en sus sitios activos como lo son las formas Cu,Zn-SOD que estan en
el espacio inter membranal de la mitocondria y en el resto de la
célula o la forma mitocondrial que contiene manganeso (Mn-SOD)
(Halliwell 2001). ElI producto de la SOD es H;0, el cual es un
metabolito téxico y debe ser removido rapidamente, para esto la
célula utiliza a dos familias de enzimas: las glutation peroxidasas y
las catalasas que reducen el perdoxido de hidrégeno hasta agua y

oxigeno.

La familia de las glutatidon peroxidasas, son el grupo mas importante
de eliminaciéon de H,0, en el cerebro (Halliwell, 2006) este grupo de
enzimas contiene selenio y utilizan el poder reductor del glutation
(GSH), un tripéptido que consiste en L-y-glutamil- L- cisteinglicina,
para remover el H,0,, este proceso lo hace por medio del grupo
sulfhidrilo del residuo de cisteina, el cual sirve para la formacion de
un compuesto con un puente disulfuro (GS-SG) mediante la oxidacién
de dos moléculas GSH; asi este compuesto participa en la reduccién
de una molécula de peréxido de hidrogeno. La enzima glutation
reductasa utiliza NADPH para reducir una molécula de GS-SG a dos
moléculas de GSH permitiendo de esta manera la continua funcion de

la glutation peroxidasa (Davies, 2000; Halliwell, 2001).

Los genes que codifican para estas enzimas detoxificadoras pueden
responder a cambios en los niveles de estrés permitiendo una rapida
respuesta genética, la cual ha permitido a la célula sobrevivir a
exposiciones oxidantes que normalmente podrian ser letales. La
importancia de entender esta respuesta adaptativa radica en que,

ante cualquier cambio en el ambiente de la célula, ésta lograra
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contrarrestar los efectos toxicos del oxigeno; dandole asi sentido a /a
paradoja del oxigeno.

1.3.2Factores de transcripcion en estrés oxidante

En la actualidad se han reportado mas de 100 genes involucrados en
la respuesta antioxidante (Konigsberg, 2007), por lo que, las vias de
transduccién de senales que registran y activan dichas respuestas se

han convertido en una area de estudio de suma importancia.

Entre los factores de transcripcion que censan el estado redox de la
célula, que se activan por ERO y/o ERN y que inducen la expresiéon de
los genes encargados de la citoproteccién, se encuentran, la proteina
activadora 1 (AP1), el factor 2 relacionado al factor nuclear eritroide 2
(Nrf2) y el factor nuclear kB (NF-kB) (Revisado en Halliwell y
Gutteridge 2006).

1.4 Factor de transcripcion Nrf2

La via citoprotectora en la que participa el factor de transcripcion Nrf2
(Nrf2: nuclear factor erythriod 2-related factor 2) se ha considerado
como una de las mas importantes para la célula (Dhakshinamoorty et
al., 2000; Lo y Hannink, 2006; Kobayashi et al., 2004) y tiene como
objetivo combatir el estrés oxidante y electrofilico generado, como
antes se ha mencionado, por la exposicion a agentes quimicos
exodgenos o endogenos, metales y la radiacion para asi, mantener la

homeostasis redox.

El factor 2 relacionado al factor nuclear eritroide 2 es un miembro de
la subfamilia CNC (Cap’ n’ collar) de los factores de transcripcidn tipo
zipper o cierre de leucinas (bZIP) que es capaz de unirse al sitio ARE
(Antioxidant Response Element) de genes que codifican para enzimas
antioxidantes, asi como para la rapida induccidon y activacién de
enzimas de la fase II (revisado en Konisberg F.M., 2007). Este factor
contiene un dominio regulatorio en su extremo N (Neh2, el cual

contiene 7 residuos de lisina que son dirigidos a ubiquitinacion
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mediante Cul3 por Keap1), un dominio central de transactivacion y su
dominio bZIP en el extremo COOH, que es el responsable tanto para
su localizacién nuclear como para su unién al ADN (Figura 4) (Lo vy
Hannink, 2006).

$40 K44,K50, K52,K53,K56,K64,K68

Motivo DLG ‘W ., _Motivo ETGE
B O K KKKK KK

A

Nrf2

Neh2 Neh4 M Nehé Nehl eh3

CNC-bZip

Figura 4. Dominios de Nrf2. El dominio Neh2 que se ha propuesto como sitio
de unidn a Keapl mediante los motivos ETGE y DLG. En el dominio Neh2
también se encuentran siete residuos de lisina (K) que son importantes para
su ubiquitinacién y degradacién (K44,K50,K52,K53,K56,K64,K68). D: ac.

aspartico, L: leucina, G: glicina, E:ac. glutamico,T: treonina.

El mecanismo por el cual Nrf2 regula la defensa celular ante el estrés
oxidante es a través de su unidn con la secuencia consenso ARE de
los genes que codifican para las enzimas de fase II, esta secuencia se
encuentra en la region promotora de dichos genes y su secuencia
core es GTCACA***GC (Jaiswal, 2004). Esta union controla la
expresion basal e inducible de los genes antioxidantes en respuesta a
xenobidticos, antioxidantes, metales pesados y radiacién UV (Eggler
et al., 2009; Rajesh et al., 2002).

1.4.1Regulacion de la funcion de Nrf2

El Nrf2 se expresa de manera constitutiva en la mayoria de las
células por lo que su actividad se mantiene estrictamente regulada
para que la célula pueda conservar un determinado estado redox y

asi permanecer en homeostasis.
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Hasta ahora, el modelo mas aceptado que describe la regulacién de la
funcion de Nrf2, propone que en condiciones de homeostasis, Nrf2 no
se encuentra libre y activo todo el tiempo sino Unicamente cuando se
generan condiciones de estrés oxidante, asi también en este modelo
se plantea que Nrf2 se mantiene principalmente en el citoplasma
unida a la proteina Keapl y en bajos niveles en el resto de la célula
(revisado en Konigsberg, 2007; Stewart et al., 2003; Kaspar et al.,
2009; Itoh et al., 1999) (Figura 6a). Su localizacién en el citoplasma
se debe principalmente a la interaccién del dominio Neh2 de Nrf2 con
el dominio DGR de Keapl, dominio que estd formado por seis
repeticiones de doble glicina (Cullian et al., 2004; Lo y Hannink,
2006).

Keapl (BTB-Kelch-like ECH*-associated protein 1) es una proteina
tipo Kelch que en su extremo N contiene un dominio BTB (Broad-
complex/tramtrack/bric-a-brac) el cual es de homodimerizacién y de
unién a culina 3 (Motohashi y Yamamoto, 2004; Copple et al., 2008)
(Figura 5).

NTR BTB IVR DGR CTR

Keapl l

N
Cdl

Dominio de unién a Cul3 Dominio de unién a Nrf2

i
Y

Figura 5. Dominios de Keap 1. NTR: N- terminal region; BTB: Broad-
complex/ tramtrack/ bric-a-brac; IVR: intervining region; DGR: double

glycine repeat; CTR; C-terminal region.

Keapl tiene dos papeles importantes en el modelo de la regulacion de
Nrf2: por un lado forma un complejo con Nrf2, el cual tiene la funcién
de mantener a Nrf2 en el citoplasma a través de un complejo
denominado Crm1, que previene la localizacién nuclear de Nrf2
(Eggler, 2009; Copple et al., 2008). Su otra funcidén es servir como
un adaptador entre Nrf2 y Cul3 para su ubiquitinacidon y su posterior

degradacion dependiente del proteasoma 26S (Kobayashi et al.,

21



2004) (Figura 6a). Es decir es esencial para la formacion del complejo
Nrf2-Keap1l-Cul3. Se ha propuesto que el dominio IVR de esta
metaloproteina funciona como sensor de estrés oxidante, debido a
que contiene residuos de cisteinas que se consideran altamente
reactivas, y al reaccionar éstos ante un estimulo de estrés, Keapl
sufre cambios en su estructura lo que reduce su capacidad de retener
a Nrf2 (Wakabayashi et al., 2004) (Figura 5, 6b).

Citoplasma

Nucleo

Degradacion

ROS/Metales

pesados/ b
Radiacion/

Xenobidticos/ Cul3

Electrofilos. _

\B
Degradacién 4_‘_\+\.,_- o
A \) @0

b
~

\

\

Citoplasma
R antioxidantes

Figura 6. Modelo de la funcién y la regulacion de Nrf2.a) Condiciones de no

estrés. b) Condiciones de estrés.
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En este modelo se plantea que Nrf2 se disocia del complejo
Keapl/Cul3 cuando la célula es expuesta a estrés oxidante, se
estabiliza y se transloca al nucleo. Una vez en el nucleo Nrf2 forma
un heterodimero con otras proteinas del tipo bZIP, incluyendo a Jun
(c-Jun, JunD y JunB) y proteinas Maf pequenas (MafG, MafK, MafF)
para asi unirse a la regidon ARE y regular la expresion génica de
enzimas antioxidantes (Jawed et al., 1999; Niture et al 2010).
Después de que Nrf2 cumple su funcion en el nlcleo, éste es
exportado al citoplasma para su degradacién via Ubiquitin-
Proteosoma a través del complejo Keap1/Cul3 (Jain y Jaiswal, 2006;
Lo y Hannink, 2006) (Figura 6b).

1.5 Degradacion de proteinas

Con el objetivo de mantener la funcionalidad y la viabilidad celular, es
importante que las proteinas dafiadas, modificadas, mal plegadas, o
proteinas que han llegado a ser innecesarias sean reconocidas y
degradadas. Para este propodsito, estan presentes diversos sistemas
incluyendo el sistema proteosomal, el cual es el mas importante de

ellos, por lo menos en el citoplasma (Jung et al., 2009).

1.5.1Sistema de Ubiquitin Proteosoma (UPS)

El Nrf2 es sélo uno de los numerosos sustratos del proteosoma. Este
sistema de degradacion se encuentra involucrado en muchas
funciones celulares, por ejemplo en el control de la progresion del
ciclo celular degrada ciclinas e inhibidores de cinasas dependientes de
ciclinas, asi como proteinas mediadoras de apoptosis; en la
regulacion del crecimiento celular y en la expresion génica mediante
la degradacion de reguladores transcripcionales como c-Jun, NFkB,
p53, B-catenina, entre otros; en la terminacién de cascadas de
sefializacion por medio de la degradacién de protein-cinasas
activadas (Jung et al., 2009; Thompson et al., 2008).

23



En gran medida la degradacion de proteinas en la célula se lleva a
cabo por el sistema de ubiquitin-proteosoma (UPS: wbiquitin
proteasoma system) o también llamado via proteolitica mediada por
ubiquitina (Bedford et al., 2011). La ubiquitina es una proteina
pequefa y tiene una masa molecular de aproximadamente 8.5 kDa,
esta formada por 76 aminoacidos y al unirse a otras proteinas las
marca para una degradacion por el 26S proteosoma, el cual es un
complejo enzimatico con un peso molecular de aproximadamente
2,000 kDa (Jana, 2012). El proteosoma se encuentra tanto en el
citoplasma como en el nucleo de las células de los mamiferos (Peters
et al., 1994; Figueiredo y Rockwell, 2001) y la sefial minima para una
degradacion eficiente por medio de este sistema es el marcaje de

proteinas blanco con una cadena de tetraubiquitina.

La capacidad del UPS para conducir una rapida protedlisis sustrato
especifica le permite funcionar tanto como wuna molécula
activadora/inhibidora de varias vias de senalizacion como intervenir
en la rapida regulacion de proteinas blanco. Su correcto
funcionamiento es esencial en procesos celulares como la progresidon
del ciclo celular, la transduccién de sefiales y el desarrollo y control
de la calidad proteica (Segref y Hoppe, 2009). El mal funcionamiento
o la alteracion de este sistema puede conducir a diversas
enfermedades humanas, incluyendo varios tipos de cancer,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades cerebrovasculares
como la isquemia, enfermedades \virales y desordenes
neurodegenerativos (Bedford et al., 2011; Jung et al., 2009; Lehman,
2009).

1.5.2 Proteosoma y enfermedades neurodegenerativas
El estudio de la participacién del sistema UPS en la degradacién de

proteinas ha cobrado mayor relevancia desde que su desregulacién se

ha visto vinculada con los procesos neurodegenerativos (Kourtis y
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Tavernarakis ,2011), por esto los procesos de degradacién via UPS de
las proteinas en células cerebrales han sido de gran importancia,
especialmente por la copiosa formacion de depdsitos de proteinas en
las enfermedades neurodegenerativas (Ciechanover y Brundin,
2003).

Por ejemplo, en la enfermedad de Parkinson, las mutaciones en los
genes PARK2, PARK5, conllevan a wuna susceptibilidad del
proteosoma, resultando en la acumulacidon de proteinas, formacion de
cuerpos de Lewy y la muerte de células dopaminergicas, en las cuales
a su vez la 6-OH dopamina incrementa la ubiquitinacién proteica y la
formacién de cuerpos de Lewy (Le y Appel, 2004). En el caso de la
enfermedad de Alzheimer existen dos tipicas manifestaciones
fisioldgicas, por un lado la acumulacion extracelular de agregados de
B-amiloide y por otro la formacion intracelular de agregados
neurofibrilares de la proteina tau en su forma hiperfosforilada (Jung
et al., 2009), estos agregados anormales han resultado ser
inmunoreactivos a anticuerpos anti-ubiquitina, revelando que existe
un exacerbado proceso de ubiquitinacion sin embargo, estos
agregados proteinicos no son degradados por el sistema ubiquitin
proteosoma (Mori et al., 2012; Lehman, 2009).

1.5.3 Mecanismo de ubiquitinacion de proteinas

En esta degradacién mediada por ubiquitina tiene lugar un proceso
llamado ubiquitinacién, en el cual la proteina ubiquitina es acoplada a
la proteina blanco por una unién peptidica, después esta proteina
ubiquitinada es transportada a un complejo de proteasas denominado

26S proteosoma para su degradacion (Bosu y Kipreos, 2008).

La ubiquitinacion es un proceso complejo que consta de varios pasos
y esta mediado por una serie de enzimas en las que se incluye una

enzima activadora de ubiquitina E1 (UAE por sus siglas en inglés,
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también conocida como UBA1), una enzima conjugadora de ubiquitina

E2 (Ubc) y una ligasa de ubiquitina E3.

En el primer paso, una enzima activadora E1 consume ATP, con el
objetivo de adenilar de manera temporal a la ubiquitina, y forma un
enlace tioéster de alta energia entre el grupo COOH de la ubiquitina y
un grupo sulfhidrilo de un residuo de cisteina de la enzima E1, asi en
el segundo paso la ubiquitina activada es transferida al residuo de
cisteina de una enzima conjugadora de ubiquitina E2 por medio de
una reaccién de transtiolacién, el ultimo paso consiste en que la
ubiquitina unida a E2 Ubc se asocia con una E3 ligasa de ubiquitina,
la cual es capaz de reconocer una proteina blanco especifica y de
transferir la ubiquitina a un residuo de lisina de dicha proteina
(Bedford et al., 2011).

Para que los substratos sean susceptibles a degradacién, multiples
ubiquitinas son acopladas al sustrato hasta producir una cadena de
poliubiquitina, las proteinas poliubiquitinadas a través de la lisina 48
(K48) son generalmente degradadas por proteosoma, y las
poliubiquitinadas en la lisina 63 (K63) son en Uultima instancia
degradadas en el lisosoma (Lehman, 2009; Kirkin et al., 2009). La
ubiquitinacién es substrato especifica y esta actividad altamente
especifica, puede ser aportada por las ligasas E3 de ubiquitina
(Pickart, 2001; Segref y Hoppe, 2009).

1.5.4 Ligasas E3 de ubiquitina

En contraste con las enzimas E1 y E2, las ligasas E3 son altamente
diversas. Considerando las proteinas blanco del UPS vy en
comparacion de aproximadamente las 30 diferentes isoformas de las
enzimas E2 conocidas, la actividad de las enzimas E1 resulta no ser
especifica, ya que hasta ahora soélo ocho isoformas de esta enzima
existen en la célula (Figueiredo y Rockwell, 2001; Groettrup et al.,

2008). De esta manera la especificidad de la ubiquitinacion podria
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deberse a la participacion de las ligasas E3, ya que son las mas
variables y abundantes en la célula. Se han identificado mas de 500
ligasas E3, lo que permite sugerir que una E2 puede asociarse a
diferentes ligasas E3 dando una gran cantidad de complejos E2/E3
funcionales y por lo tanto un alto nimero de sustratos blanco

especificos (Pickart, 2001; Ciechanover y Brundin, 2003).

Las ligasas E3 estan clasificadas en dos clases principales: una como
E3 ligasas con un dominio HECT (homologous to EGAP COOH-
terminus) y la otra como E3 ligasas con un dominio RING finger
(really interesting new gene) (Pintard et al., 2004; Furukawa y Xiong
Y., 2005).

Las ligasas E3 con dominios RING finger constituyen uno de los mas
grandes grupos de enzimas en la célula (excediendo incluso a las
cinasas) (Bedford et al., 2011). Estas frecuentemente se asocian con
otras proteinas auxiliares para formar complejos multiméricos
funcionales. Hasta ahora se han caracterizado dos tipos principales de
E3 ligasas con dominios RING: la APC/C (anaphase-promoting
complex/cyclosome) y el complejo SCF (Skp1/cullin/F-box)

Los principales complejos multiméricos ligasas E3 estan asociados a
un miembro de la familia de las proteinas llamadas culinas, el primer
modelo descrito fue el complejo SCF, sin embargo hasta el momento
este modelo de ligasas E3 donde las culinas son un pieza
fundamental, se ha extendido hasta integrar toda una superfamilia
denominada cullin- RING ligasas (CRLs).

1.6 Complejos E3 ligasas basados en culinas

Las células humanas expresan siete diferentes culinas (Cull, 2, 3,4A,
4B, 5y 7) y cada culina forma una distinta clase de complejo CRLs,
los cuales como se menciond, son una superfamilia de ligasas E3 de
ubiquitina que se caracterizan precisamente por tener un nucleo

enzimatico que contiene un miembro de la familia de las culinas,
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ademas de distintos adaptadores y/o subunidades de reconocimiento
de sustrato (Petroski y Deshaies, 2005; Marin, 2009).

Estudios de cristalografia de rayos X se han permitido dilucidar la
estructura tridimensional de los complejos CRLs. En general estos
complejos son multiméricos y tienen en comun un centro catalitico
gue consiste en una proteina RING y un miembro de la familia de las
culinas, una subunidad para el reconocimiento del sustrato SRS (por
sus siglas en inglés) y una subunidad adaptadora que une a la SRS
con el complejo, por ejemplo: Skpl o Elongin C (Bosu y Kipreos,
2008) (Figura 7).

Cenlro
calalitico

Figura 7. Diferentes complejos formados por la familia de las culinas.

La proteina RING presente en cada uno de los complejos se une al
extremo COOH de la culina mientras que el extremo NH; de la misma

culina se une a diversas proteinas caracteristicas de cada complejo,
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asi aunque cada culina presenta similitudes en estructura entre los
miembros de la familia, un segmento de éstas es variable en
secuencia, lo que permite a cada culina interactuar con sus propias
proteinas adaptadoras especificas (Pintard et al., 2004; Bosu vy
Kipreos, 2008) (Figura 7).

Las propiedades y el papel bioldgico de las culinas se encuentran
resumidas en la tabla 2, si bien existen diferencias estructurales entre
estos complejos, se han encontrado evidencias de que las CRL tienen
un papel muy importante en la regulacién y el control del ciclo celular
(Pan et al., 2004). Ademas estos complejos multiméricos también
estan implicados en diversos procesos celulares, incluyendo multiples
aspectos de la calidad proteica, desarrollo celular, transduccién de
sefales, transcripcion, replicaciéon del ADN, entre otros (Petroski y
Deshaies, 2005).

1.6.1 Complejo E3 ligasa basado en culina 3

Originalmente los dominios BTB se encontraron en factores de
transcripcion de Drosophila melanogaster, ahora se sabe que todas
las especies eucaridonticas expresan una gran variedad de proteinas
con dominios BTB. La homologia estructural entre las proteinas BTB
con Skpl o Elongin C (subunidades de algunas CRLs) generd la
hipotesis de que este tipo de proteinas BTB también podian
interactuar con los miembros de la familia de las culinas,
interesantemente se encontré que, diversas proteinas BTB solo
interactlan con un miembro de esta familia, con la culina 3 (Cul3) y
no asi con los demas integrantes de la familia (Xu et al., 2003;
Furukawa et al., 2003) (Tabla 3).

29



Tabla 2. Papel y propiedades bioldgicas de las culinas. (Modificada de Pan et

al., 2004) RNR: Ribonucleotidoeductasa; ND: No determinado.

Culina Componentes Adaptador | Proteinas | Relevancia biolodgica
del complejo blanco
E3
1 Skp1-Cull-F- Skp1 P27, Ciclina | Regulacién del ciclo
box-ROC1/Rbx1 E, B- celular, transduccién
catenina de senales,
embriogénesis en
raton.
2 Elongin BC- Elongin BC HIF-1q, Regulacion de O,,
Cul2-Proteina proteinas | control del ciclo
SOCS- del tipo celular.
ROC1/Rbx1 zinc-finger
3 Proteina BTB- Dominio BTB | MEI-1, Nrf2 | Respuesta a estrés,
Cul3-ROC1/Rbx1 Proteinas desarrollo, transicion
BTB (MEL- de meiosis a mitosis,
26, Keapl) control de la fase S.
4A, DDB1-Cul4A/4B- DDB1 Spdil, Activa a la RNR,
4B DDB2 o CSA- HOXA9 hematopoyesis.
ROC1/Rbx1
5 Elongin BC- Elongin BC ND Asiste en la
Cul5-Proteina degradacion de p53.
SOCS-
ROC1/Rbx1
7 Skp1-Cul7- Skpl ND Desarrollo vascular,
Fbx29- crecimiento celular,
ROC1/Rbx1 proapoptosis.
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Tabla 3. Funcion e interaccién de proteinas BTB con Cul3

Proteina Funcion bioldgica Referencia
BTB
MEL 26 Regula la actividad de MEI-1 en la | Johnson et al, 2008; Pintard
formacion del citoesqueleto en la et al, 2004.
meiosis y en la mitosis
Gigaxonin Promueve la degradacién de Furukawa et al., 2003; Wang
MAP1B, MAP8 y cofactor B de la et al., 2006.
tubulina
Keap1 Regula la degradacion Kobayashi et al., 2004;
proteasomal de Nrf2 . Cullian et al.,
2004;Furukawa et al., 2005.
PL2F Represor transcripcional, marca Pintard et al., 2004;
genes del ciclo celular como ciclina Furukawa et al., 2003.
A.
BTBD1 Se une a la topoisomerasa I Furukawa et al., 2003.
KEL-8 Regula el apagado y encendido del Schaefer y Rongo, 2006.
receptor del glutamato en la
sinapsis
NAC-1 Transloca el UPS del nlcleo al Shen et al., 2007.

citoplasma en las espinas

dendriticas.

La principal diferencia entre el complejo E3 basado en culina 3 y las

diferentes clases de CRLs es la presencia de una proteina con dominio

BTB. Las ligasas basadas en culina 3 no requieren de una proteina

adaptadora (Skpl o Elongin C) como las demas CRLs, sino que

también

subunidad de

reconocimiento del

sustrato esta
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conformada por una sola proteina que une directamente a cul3, a
través de un dominio BTB N-terminal, y al sustrato por su dominio C-
terminal (Zimmerman et al., 2010), estas diferencias que hacen de

ésta CRL, un complejo muy singular.

La importancia de la culina 3 en diversos procesos bioldgicos radica
en su interacciéon con las denominadas proteinas BTB (Xu et al.,
2003; Geyer et al., 2003). El caso del complejo E3 ligasa basado en
culina 3, no sdélo resulta interesante por sus caracteristicas Unicas
dentro de la familia de las CRL sino también por la asociacién de la
culina 3 con la proteina Keapl, de la cual se hablé en apartados
anteriores y como se menciond, esta involucrada en la funcién del

factor de transcripcion Nrf2 (Figura 8).

Nedd8

Figura 8.Representacion esquematica del complejo Keap1/Cul3/Nrf2

Numerosos estudios hacen referencia a la importancia de la culina 3
en la regulacién de la actividad de Nrf2, se ha encontrado que este
factor de transcripcion esta presente en complejos de Cul3 in vivo y
que esta culina dirige constitutivamente a Nrf2 a una degradacién via
UPS (Lo et al., 2006; Sekhar et al., 2010) (Figura 8).
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Se ha observado que alteraciones tanto en el dominio BTB de Keap1l
y la modificacion de la Cys151 de Keap1l altera la union de Cul3 a
ésta y por lo tanto la ubiquitinacion de Nrf2 decrece (Eggler et al.,
2009; Sekhar et al., 2010), ademas de esta evidencia, también se ha
encontrado que la sobrexpresion de Cul3 estd asociada a la
sensibilidad a carcinogénesis y estrés oxidante (Loignon et al., 2009),
lejos de ser sdélo una proteina involucrada en un complejo que dirige
la degradacidon de Nrf2 via UPS. Cul3 es un factor determinante en la
regulacion de la actividad de dicho factor (Niture y Jaiswal, 2009;

Kaspar y Jaiswal, 2010).

Cul3 es una proteina involucrada en procesos celulares tan
importantes como lo es la via citoprotectora mediada por Nrf2, por lo
cual requiere de un mecanismo de regulacion eficiente que permita al
complejo E3 ligasa llevar acabo su funcion adecuadamente. En
general, la actividad de todas las culinas es regulada por un proceso

llamado nedilacion (Hannah y Zhou, 2009).

1.6.2 Regulacion de las culinas

La actividad de las E3 ligasas basadas en culinas, es regulada a
través de la conjugacion reversible de una proteina pequefia del tipo
de las ubiquitinas conocida como Nedd8 (neural precursor cell
expressed developmentally down-regulated 8), ésta modificacion
covalente de Cul3 es esencial para su asociacion con la enzima E2,
por lo que promueve su capacidad de ubiquitinacion de las proteinas
blanco (Wu, JT et al 2005).

Nedd8 es una proteina parecida a ubiquitina, y esta clasificada
como del tipo 1, lo que quiere decir que se puede conjugar con
proteinas para dirigirlas a procesos secundarios como lo hace la
ubiquitinacién. Hasta ahora se conoce que Nedd8 se une
principalmente a los miembros de la familia de las culinas y asi
controla eventos bioldgicos vitales como la protedlisis via UPS (Boh
et al., 2011).
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El proceso de conjugacion de Nedd8 a las diversas culinas es parecido
al de ubiquitinacidon, es un proceso dependiente de ATP, que esta
catalizado por una E1 (Uba3/ APP-BP1), donde Nedd8 activado es
transferido a una E2 (Ubcl2) que a su vez es la encargada de unir al
polipeptido Nedd8 a la culina (Mori et al., 2004; Parry y Estele,
2004).

La nedilacién esta dada por la conjugacién de Nedd8 a una lisina
conservada cerca del carboxilo terminal de la culina, esta conjugacion
incrementa la actividad de las ubiquitin ligasas promoviendo por un
lado el reclutamiento de la E2, y por otro estimulando un re arreglo
conformacional en el dominio winged-helix B del C- terminal de la
culina y al subdominio RING permitiendo de esta manera formar una
estructura mas “dindmica” que promueve asi la transferencia de la
ubiquitina al sustrato (Boh et al., 2011 ) (Figura 9).

Figura 9. Ilustracidon del cambio conformacional de las culinas por la
nedilacién (Modificado de Merlet et al., 2009).

1.6.3 Nedd8 y enfermedades neurodegenerativas

El papel que adquiere la via regulatoria de Nedd8, a través de mediar
la ubiquitinacion de diversas proteinas por medio de las CRLs es de
gran interés y no sorprende que una alteracidon en el proceso de
conjugacién de Nedd8 con sus proteinas blanco, afecte la funcién

normal de la célula.
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Hasta ahora se han encontrado evidencias que sugieren que Nedd8
esta involucrado en la formacion de una gran variedad de inclusiones
tanto intracitopldsmicas como intranucleares, incluyendo cuerpos de
Lewy en enfermedad de Parkinson, en inclusiones intranucleares en
enfermedades por poliglutamina (Mori et al., 2005; Ferro et al.,
2007), asi también en inclusiones neuronales y gliales en atrofia
multisistémica y en los nudos neurofibrilares de la enfermedad de
Alzheimer (Chen et al., 2012; Mori et al., 2012).

1.7 Modelo de neurodegeneracién: Acido Quinolinico.

Independientemente de las diferencias clinicas, los mecanismos
patoldgicos de los desérdenes neurodegenerativos cronicos tienen en
comun algunas caracteristicas que incluyen disturbios en la funcién
mitocondrial, exitocicidad por glutamato y un desequilibrio en el

metabolismo del triptéfano (Zadori et al., 2009).

El L-triptofano que no es utilizado para la sintesis proteica es
metabolizado a través de la via de la kinurenina (Stone, 2001). El
metabolito del triptéfano acido 2,3 piridin-dicarboxilico, conocido
comunmente como acido quinolinico (QUIN), es una de las principales
moléculas neuroactivas formadas a través de esta ruta metabdlica
(Figura 8); ha sido postulado como un candidato para explicar la
etiologia de algunas enfermedades neurodegenerativas
principalmente la enfermedad de Huntington (Rios y Santamaria,
1991; Stone, 2001).

El efecto neurotdxico del acido quinolinico no soélo se debe a su
capacidad de activar selectivamente los receptores de glutamato
sensibles a N-metil-D-aspartato (NMDA) sino también a una serie de
eventos relacionados con su capacidad de promover la formacién de

radicales libres y un estado de estrés oxidante en la célula
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(Garthwaite y Gartwaite, 1987; Rios y Santamaria, 1991; Santamaria
et al., 2003; Stone et al., 2000; Maldonado et al., 2010).
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hydroxylase
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NH,
NH,
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COOH Z COOH
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Figura 10. Via de la kinurenina y sus principales metabolitos.

Las neuronas del estriado cerebral presentan receptores de glutamato
en abundancia, especialmente los sensibles a NMDA (Fernandes,
2001), por lo que la sobre estimulacion de estos receptores por la
accion del &cido quinolinico, participa en la alteracion de la
permeabilidad principalmente de los iones Ca’*,aumentando su
concentracion citosdlica, originando la activacion de una gran
diversidad de enzimas que pueden afectar el funcionamiento
mitocondrial contribuyendo en la produccién de ROS/ RNS, asi como
desencadenar muerte neuronal por la activacion de la cascada
apoptética o por necrosis (Stone, 2001; Sanchez et al., 2010;
Maldonado et al., 2010), asi el &cido quinolinico, provoca
degeneracion del cuerpo estriado y por ello constituye un buen

modelo experimental excitotoxico-prooxidante de dafo neuronal.
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2. JUSTIFICACION

Una gran diversidad de enfermedades se han relacionado con el
estrés oxidante y la generacion de radicales libres, especialmente se
relacionan con el envejecimiento y con enfermedades
neurodegenerativas, entre las que destacan la enfermedad de
Huntington, Alzheimer y Parkinson (Andersen, 2004). Por esta razon
el estudio de la neurodegeneraciéon en particular es uno de los mas
importantes. En nuestros dias, se estdn haciendo grandes progresos
para entender, prevenir y tratar dichas enfermedades, por lo cual, la
busqueda de moléculas que posean propiedades citoprotectoras
contra el dafo oxidante, para inducir la expresion de los genes que
codifican para las enzimas de fase II por la via mediada por Nrf2, ha
resultado ser una de las principales areas de investigacion.

Sin embargo, recientes evidencias sugieren que el mal
funcionamiento del sistema de eliminacién de las proteinas de la
célula, llamado sistema ubiquitin-proteosoma, tiene un papel muy
importante en el desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas
(Lehman, 2009). Este sistema requiere interacciones entre varias
proteinas, una de las mas importantes es Nedd8 de la cual depende
la activacién de las culinas, incluida la Culina 3, la cual media la

degradacion del factor Nrf2.

Hasta el momento no ha sido estudiado el efecto del estrés oxidante
en la actividad de Cul3 y Nedd8, por ello, en este trabajo surge la
necesidad de investigar si el estrés oxidante promueve la activacion o
desactivacion de la nedilacién de la proteina Cul3 llevando a la
modificacion de la regulacion de la respuesta antioxidante mediada
por Nrf2 y por lo tanto contribuir en el entendimiento del mecanismo

de neurodegeneracion.
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3. HIPOTESIS

Si el estrés oxidante produce cambios en la expresién de la ligasa
Cul3 o en su actividad mediada por la conjugacion a Nedd8, es
posible que este sea un evento clave en la regulacion de la respuesta

celular ante el dano producido por un agente oxidante como el QUIN.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General: Determinar los posibles cambios en la
expresion diferencial en nucleo y citoplasma de Cul3 inducidos por

QUIN en un modelo in vitro e in vivo.
4.2 Objetivos Particulares:

« Demostrar cambios en la localizacion subcelular de Cul3 como

consecuencia de un aumento de especies reactivas de oxigeno.

« Demostrar que la expresiéon de la proteina Nedd8 sufre cambios

en presencia de estrés oxidante en el estriado de rata.

« Demostrar que los posibles cambios en la expresion/ activacion

de Cul3 tiene consecuencias en la regulacion del factor Nrf2.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos

El acido quinolinico (QUIN), se obtuvo de Sigma Chemical Co, el
anticuerpo Anti- Cul3 utilizado se obtuvo de Santa Cruz Biotechnology
(mouse monoclonal) al igual que el anticuerpo Anti-NEDDS8 (Rabbit
Polyclonal). Los anticuerpos secundarios marcados con HRP se

obtuvieron de Sigma.
5.2 Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 250-
300 g proporcionados por el bioterio del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”. Los animales se
mantuvieron con ciclos de 12h luz/oscuridad y con dieta estandar.
Todos los procedimientos realizados con los animales se llevaron a
cabo de acuerdo a las Guias para el cuidado y Uso de animales de los

Institutos Nacionales de Salud.
5.3 Modelo In vitro

5.3.1 Obtencion de rebanadas de estriado. Se sacrificaron 6
animales a los cuales se les extrajo el cerebro, se desechd el cerebelo
e inmediatamente se obtuvieron rebanadas de estriado de 400 pm.
Las rebanadas de estriado se dividieron en 6 grupos (n=5/grupo)
como se describen a continuacion: Control 1, Control 2, Control 3;
QUIN 1, QUIN 2, QUIN 3. Las muestras se pre incubaron a 37°C en
solucion KREBS-HEPES (NaCl 124 mM, KClI 4 mM, MgS0O4 1.2 mM, Na-
HEPES 25 mM, CaCl; 1 mM, glucosa 12 mM) previamente saturada en
oxigeno (1lhr). Posteriormente se aplicd acido quinolinico 100 pM
como agente pro-oxidante para los grupos denominados QUIN (1-3),
mientras que los grupos control (1-3) se incubaron con el medio

KREBS-HEPES. Al término de la incubacién, se elimind el medio de
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incubacién y las rebanadas fueron lavadas con PBS. Las muestras

fueron inmediatamente congeladas a -20°C hasta su procesamiento.

5.3.2 Separacion y precipitacion de proteinas nucleares vy
citoplasmicas. Los tejidos que habian sido guardados se lavaron
con 200uL de PBS y se centrifugaron 1 min a 3000 rpm. Las células
se homogenizaron manualmente, afadiendo 4 volumenes del
amortiguador de lisis A (HEPES [pH 7.9] 10 mM, KCI 10 mM, MgCl,
1.5 mM, DTT 1 mM, PMSF como inhibidor de proteasas) e incubadas
15 minutos en hielo. Después se afnadié NP-40 y se agitdé con la
ayuda de un vortex inmediatamente por 15 segundos. Las muestras
se centrifugaron a 6000 rpm/1 minuto, se recupero el sobrenadante y
se centrifugd nuevamente a 14000 rpm/20 minutos. Se recolectaron
los extractos citopldsmicos (sobrenadante). Los pellets se
resuspendieron en 4 volumenes del amortiguador B (HEPES [pH 7.9]
20 mM, NaCl 400 mM, MgCl, 1.5 mM, EDTA 0.2 mM, DTT 1 mM,
glicerol 25%, PMSF como inhibidor de proteasas) e incubados
durante 30 minutos a 4°C con agitacién suave. Terminado el tiempo
de incubacién se centrifugaron a 13000 rpm/5 minutos y se
recuperaron los extractos nucleares (sobrenadante). A los
sobrenadantes recuperados se les afiadid 9 volumenes de etanol al
100% frio, se mezcld por inversion y se dejaron 60 minutos a -20°C.
Después se centrifugaron a maxima velocidad por 15 minutos a 4°C.
El sobrenadante se elimind y una vez secas las muestras se

resuspendieron en Tris-HCI| pH 6.8 125 mM.

5.3.3 Deteccion de Cul3 y Nedd8 por western blot. Para la
cuantificacion de proteinas totales se utiliz6 el método de Lowry.
Posteriormente se separaron 50 pg de proteina citoplasmicas /
nucleares por muestra mediante electroforesis SDS-PAGE (gel al
10%) y se transfirieron a membranas de PVDF (Immobilon-P,
Millipore). Las membranas se bloquearon durante 2 h con leche

descremada en polvo al 5% en TBS con Tween 20 al 1% (TBST).
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Después de lavar las membranas con TBST durante 10 minutos (3
veces), se incubaron por 12 h a 49C con anti-NEDD8 (1:1,000) y
luego de 3 lavados con TBST (10 min c/u) se incubd durante 2 h con
el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rabano, usando
una dilucion 1:5,000 en TBST/leche descremada 5%. Una vez
detectada la proteina por quimioluminiscencia (Kit Immobilon,
Mlllipore) y expuestos en filmes BioMax (Kodak), se realizd un
protocolo de “stripping” a las membranas para después detectar Cul3
(1:1,000) en TBST; después de 3 lavados con TBST (5 minutos cada
uno) se incubd con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de
rabano anti-raton 1:5,000 en TBST, detectando la proteina por

quimioluminiscencia.

Para normalizar la expresién de Cul3 y Nedd8, las membranas se
incubaron con el anticuerpo anti-GAPDH (1:1,000) y anti-H1
(1:1,000). Las senales obtenidas en la placa de autoradiografia se
cuantificaron usando el programa de densitometria Imagel 1.46
(National Institutes of Health, http://rsb.info.nih.gov/ij).

Los resultados se expresan como unidades arbitrarias de
densitometria (UA): Cul30 Nedd8/GADPH (para citoplasmas), Cul3 o
Nedd8/H1 (para nucleos).

5.4 Modelo In vivo

Seis animales se dividieron en 2 grupos (n=3/grupo), el grupo control
(Ctrol) recibié solucion salina isotdnica via intraestriatal, mientras el
grupo acido quinolinico (QUIN) recibié 1 pL de QUIN (equivalente a
240 nmol, disuelto en amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7.4) via
intraestriatal, las coordenadas de administracion fueron las
siguientes: +0.5 mm anterior al bregma, -2.6 mm lateral al bregma y
+4.5 mm ventral a la dura (Paxinos y Watson, 1998). Los animales
se anestesiaron con pentobarbital sdédico (0.2 mL/250 g i.p) antes de

la administracién intraestriatal de QUIN o de solucién salina isotdnica,
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respectivamente, ésta se realizd6 empleando un equipo estereotaxico

y una microjeringa Hamilton.

5.4.1 Analisis inmunocitoquimico. Los animales se sacrificaron 48
horas después de la inyeccion con QUIN, siguiendo el procedimiento
descrito a continuacion: los animales se anestesiaron con
pentobarbital sédico (0.2 mL / 250 g i.p), cada rata se colocé en
posiciéon dorsal sobre una superficie lisa, se realizd una incisidon
ventral para exponer el corazdn, introduciendo una jeringa en el
ventriculo izquierdo y realizando una incisién en la auricula derecha
se perfundi® con una solucion de p-formaldehido 4% (PAF) a
temperatura ambiente durante 90 segundos. Se corté la cabeza y se
extrajo el cerebro colocandolo en una solucién de PAF con sacarosa al
30% fria. Los cerebros en solucidn se guardaron a 4°C durante 3

dias.

Se incluyeron los cerebros en un medio O.C.T (Optimal Cutting
Temperature). Los cortes se realizaron de 8 pum utilizando un
criostato Microm HM520 a -21°C y se montaron en laminas Fisher

Brand Superfrost®/Plus silanizadas.

Inmunofluorescencia: colocalizacion de Cul3 y Nedd8. Antes de
incubar las laminillas con los correspondientes anticuerpos, se realizd
una prueba con el objetivo de determinar las mejores diluciones de
trabajo de cada anticuerpo y evitar el mayor ruido de fondo posible,
una vez estandarizada la dilucién se prosiguié de la siguiente manera.
Las laminillas se pre incubaron en PBS con 1% de suero normal de
caballo y con 0.3% de Tritbn X-100 durante 30 minutos. Se
incubaron las secciones con el primer anticuerpo (a 4°C por 16 horas
en una camara humeda), anti-Nedd8 (1: 100), anti-Cul3 (1:100),
respectivamente. Después de lavar con PBS 30 minutos se incubaron
con el segundo anticuerpo por una hora. Se hicieron 3 lavados con
PBS (10 mins c/u) antes y después de una incubacion con Anti-DAPI

(4',6-diamidino-2-phenylindol) como marcador de nucleos (1 pg/ml).
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Finalmente, las Ilaminillas se incubaron con los anticuerpos
secundarios correspondientes anti-ratén acoplado a FITC o anti-
conejo acoplado a FITC, diluidos 1:100; después de 3 lavados con
PBS (10mins c/u) antes y después de esta incubacion se realizd el
montaje de los cubreobjeto usando 10 pL de solucion de montaje
(Glicerol/PBS 50% v/v), la unidon de los cubreobjetos y los
portaobjetos se sellaron con barniz transparente de unas para evitar

el secado y el movimiento del tejido.

Las muestras se observaron y se analizaron con el procesador de
imagenes IM1000 de LEICA (Cambrige, UK).

5.5 Inmunoprecipitacion (IP) de Cul3.

Diez animales se dividieron en 2 grupos (n=5/grupo), el grupo
control (Ctrol) recibié solucion salina via intraestriatal, mientras el
grupo acido quinolinico (QUIN) recibié 1 pL de QUIN (equivalente a
240 nmol). Los animales se sacrificaron 48 horas después de la
inyeccidon intraestriatal, se extrajo el cerebro e inmediatamente se
obtuvo el estriado cerebral colocandolo en tubos de microcentrifuga
con fondo redondo. Cada una de las muestras se congelaron
rapidamente en N, se homogenizaron en un mortero hasta obtener

un polvo fino y se guardaron a -70°C.

5.5.1 Extraccion de proteinas nucleares para la IP. Las
muestras se descongelaron rapidamente, y se resuspendieron en PBS
frio. Después de centrifugar las muestras 10 min. a 200 r.p.m. a 4°C,
se removid cuidadosamente el sobrenadante y se transfirido el
equivalente a dos volumenes de amortiguador A (HEPES-KOH [pH
7.9] 10 mM, MgCl, 1.5 mM, KCI 10 mM, DTT 0.5 mM) respecto al
volumen del tejido. Se homogenizé manualmente el tejido y se
centrifugo a 2500 r. p. m/10 min. Se toméd y guardé el sobrenadante
(citoplasma) a -70°C. Se afiadié lentamente (con agitacién) al pellet
3-4 volumenes de amortiguador B (HEPES-KOH [pH 7.9] 20 mM,
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glicerol 25%, MgCl, 1.5 mM, NaCl 0.42 mM, EDTA 0.2 mM, PMSF 0.5

mM, DTT 0.5 mM) después de homogenizar manualmente el tejido,

las muestras se agitaron durante 30 minutos en hielo. Finalmente se

removieron los desechos nucleares por centrifugacion a 13,000 r. p.

m. / 15 min.

5.5.2 Preparacion de la resina. Lavar las perlas de sefarosa

(Sefarosa®4B Recombinante al 20% en etanol, Sigma Aldrich) 2

veces con 500 pL de PBS y restaurar el volumen en una suspension al
50% en buffer B.

5.5.3 Pre limpiado del lisado celular.

1.

Se afladen 100 pl de perlas lavadas y reconstituidas, por cada
1000 pL de lisado (10-30 pL de la suspension de perlas por 200
ML de lisado).

. Incubar a 4°C/15 minutos en un agitador orbital.

3. Remover las perlas por centrifugacion a 14,000 g/4°C/10 min.

Guardar las perlas (pellet) en sol. PBS para su posterior
limpieza. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.
Determinar la concentracion de proteinas del lisado celular por

método de Lowry Low.

. Diluir el lisado celular (equivalente a 500 pug de proteina) con

buffer B.

. Afadir el anticuerpo anti-cul3 al lisado pre-limpiado.

7. Incubar a 4°C/1 hr con rotacion.

8. Afadir 200uL de suspension de perlas. Incubar a 4°C/4 hr con

0.

rotacion.
Centrifugar el tubo a 2,500 g/ 30 segundos a 4°C.

10. Remover cuidadosamente el sobrenadante (desechar).

11. Lavar cuidadosamente las perlas con 500 pl de amortiguador B

enfriado en hielo. Después de cada lavado aspirar

cuidadosamente el sobrenadante (desechar). Hacer 4 lavados.

12. Anadir 60 pL de amortiguador Laemli 2X. Mezclar suavemente.
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13. Agitar con la ayuda de un vortex y hervir a 90-100°C por 10
minutos.

14. Centrifugar a 10,000 g/5 minutos para bajar las perlas.
Colectar el sobrenadante cuidadosamente (transferirlo a un
tubo nuevo) y correr en un gel SDS-PAGE al 10% vy transferir a

membranas de PVDF (Immobilon-P, Millipore).

5.5.4 WB para la deteccion de Nrf2. La membrana se bloqued
durante 45 minutos con leche descremada en polvo al 5% en TBS
con Tween 20 al 1% (TBST), se realizaron 3 lavados de 10 min
cada uno con TBST y se realizd una incubacion de 2hrs (dilucién
1:1,000 con TBST). Después de realizar 3 lavados (10 min c/u)
con TBST se hizo la incubaciéon con el anticuerpo secundario anti-
conejo acoplado a peroxidasa de rabano (1:5,000 en TBST)
durante 45 minutos. Finalmente se realizaron 3 lavados con TBST
(10 min c¢/u). La deteccion de Nrf2 se realiz6 por
guimiolumiscencia (Kit Immobilon ,Mlllipore) y expuestos en filmes
BioMax (Kodak).

5.6 Analisis estadistico. Los datos se reportaron como la media
+ SD y se analizaron con el paquete estadistico Prisms (Graph
Pad, San diego, CA, EUA), usando la prueba t de Student. Las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas a

valores de p< 0.05.
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6.RESULTADOS

6.1 Modelo In vitro.

6.1.1 Efecto del estrés oxidante sobre los niveles de expresion
de Cul3 y Nedd8 en nucleo y citoplasma.

Con el proposito de establecer si la exposicion de las células
estriatales a EROs induce la expresion de las proteinas Cul3 y nedd8
en el nacleo o en el citoplasma celular, se realizé la incubacion de
éstas con QUIN (100 uM) en el modelo de rebanadas estriatales de
cerebro de rata. Los resultados de este experimento se muestran en

la figura 11.
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Figura 11. Western Blot de Cul3 y Nedd8 con sus respectivos controles de
carga. Imagen representativa de 3 ensayos.
A través de la inmunodeteccién de la proteina Cul3 por Western Blot
(Figura 11) se observd que en los grupos controles incubados sin
QUIN, la expresion basal de Cul3 en citoplasma es muy alta mientras
que en el nlcleo es practicamente indetectable. Los grupos tratados
con QUIN (100 pM) mostraron un aumento significativo en la
expresion de Cul3 en nucleo, el anadlisis densitométrico de las

imagenes obtenidas (normalizado considerando la expresién de la

47



H1) indicd que el incremento en grupos con QUIN fue 1.07 £+ 0.302
veces con respecto a los grupos control 0.14 £ 0.125 (p<0.0079;
Figura 12). El tratamiento con QUIN no cambié significativamente los
niveles de Cul3 en citoplasma.

B3 Citoplasma
EZ3 Nucleo

Control

FIGURA 12. Efecto del estrés oxidante generado por acido
quinolinico (QUIN) sobre los niveles de expresion de Cul3 en células
de estriado. Se presentan los niveles de expresion de Cul3 en unidades
arbitrarias en citoplasma como en nucleo. Los valores son la media + SD
(n=3). p= 0.6914 para citoplasma y **p=0.0079 vs control en nucleo.

Se aprecia que Nedd8 se expresa en bajos niveles en los nucleos,
aungue pareciera que la expresidon detectada por Western blot en
citoplasmas es grande, cuando se normaliza la medicidn con respecto
a GADPH (control de carga para citoplasmas) se obtiene un nivel bajo
de proteinas (figura 3). Se observd que en los grupos tratados con
QUIN (100 upM) existe un aumento en los niveles de expresidon de
Nedd8 nuclear y aunque no es tan significativo como el aumento de
Cul3 en nucleo, el analisis densitométrico reveld que el incremento de
la expresiéon de Nedd8 en nucleo fue 1.55 £ 0.384 veces mayor en
grupos con tratamiento con QUIN respecto a los grupos control 0.80
+ 0.339 (p=0.0642; Figura 13).
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FIGURA 13. Efecto del estrés oxidante generado por acido
quinolinico (QUIN) sobre los niveles de expresion de Nedd8 en
células de estriado. Se presentan los niveles de expresién de Nedd8 en
unidades arbitrarias en citoplasma como en nucleo. Los valores son la
media £ SD (n=3). P> 0.9999 para citoplasma y *P=0.0642 vs control en
nucleo. Los grupos tratados con QUIN (100uM) mostraron un aumento
significativo en la expresion de Nedd8 en nucleo (1.55 + 0.384) con
respecto a los grupos control (0.80 £ 0.339).
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5.1 Modelo in vivo.

5.2.1 Localizacion de las proteinas Cul3 y Nedd8 en el modelo
In vivo.

Ctrol QUIN

- |||||||||||||||| ||||||||||||||||
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CUL3

Anti-

CuL3

+
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FIGURA 14. Inmunofluorescencia Indirecta en secciones coronales del
estriado de cerebro de rata (40X). Las secciones se incubaron con
anticuerpo monoclonal anti-cul3 y con un anticuerpo secundario acoplado a
FITC (verde). Los nucleos se tiferon con DAPI (azul) Imagenes
representativas de 3 ensayos y obtenidas con amplificacién 40X.
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En la inmunofluorescencia en cortes por congelacién de cerebros de
rata se observd que, 48 horas después de la inyecciéon con QUIN la
proteina CUL3 se localiza en el nucleo de la mayoria de las células,
esta ubicacién se corrobord con el marcaje de los nucleos con DAPI
seguido de un sobrelape de imagenes para confirmar la colocalizacidon
nuclear de Cul3. Las ratas inyectadas con solucién salina presentan a
Cul3 en el citoplasma (figura 14; figura 15). En la figura 15 se
presentan imagenes representativas de secciones coronales del
estriado de cerebro de rata que indican la presencia de tres tipos de
poblaciones celulares 48 horas después de la inyeccion con QUIN, las

cuales no se observaron en cortes estriatales provenientes de ratas

del grupo control.

Principalmente nuclear Nuclear/Citoplasmica Citoplasmica

FIGURA 15. Inmunofluorescencia Indirecta en secciones coronales del
estriado de cerebro de rata incubadas con el anticuerpo monoclonal anti-
CUL3 y un anticuerpo secundario marcado con FITC (verde), nucleos en
azul marcados con DAPI. Se distinguen tres poblaciones de células en los
estriados tratados con QUIN (derecha). Imagenes representativas de 3
ensayos y obtenidas con amplificacion 40X.
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FIGURA 16. Inmunofluorescencia Indirecta en secciones coronales del
estriado de cerebro de rata incubadas con el anticuerpo primario policlonal
anti-NEDD8 y un anticuerpo secundario acoplado a FITC (verde) y nucleos
en azul marcados con DAPI. Se observa una sobreposiciéon perfecta de
NEDDS8 con los nucleos, que es mas evidente a las 48h post-tratamiento con
QUIN. Imagenes representativas de 3 ensayos y obtenidas con amplificacion
40X.




Los resultados de la inmunofluorescencia para la deteccién de Nedd8
revelaron que en los controles existe una ligera fluorescencia y por lo
tanto localizacién de Nedd8 en el nucleo, sin embargo 48 horas post-
tratamiento con QUIN se observd que en todas las células hay un
aumento en la inmunorreactividad para NEDDS8 (Figura 16), indicando
qgue el aumento en los niveles de NEDD8 es un evento que ocurre en
todos los tipos celulares del estriado, en respuesta al estrés oxidante
inducido por el QUIN.

5.3 Inmunoprecipitacion de Cul3.

Con el objetivo de determinar si el aumento de Cul3 y Nedd8 en el
nucleo podria ser un evento relacionado con el abatimiento de los
niveles de Nrf2 nuclear, en la neurodegeneracién in vitro (Tasset et
al 2010), se realizd6 una inmunoprecipitacion del complejo
Cul3/proteinas nucleares de células del estriado cerebral de rata, y se
detectd a Nrf2 por quimioluminiscencia (figura 17). Los resultados de
este ensayo, revelan una sefial mas intensa en las células de
estriado expuestas a QUIN (240 nmol) lo que indica que el estrés

oxidante promueve la unién del complejo Cul3 a Nrf2 en el nucleo.

. Complejo
IP: Cul3/Nrf2

Figura 17. Inmunoprecipitacion Cul3
de Cul3/proteinas nucleares. WB:
Inmunoensayo de western blot Nrf2
para deteccion de Nrf2. Imagen <€— Nrf2
representativa de 3 ensayos.

<— 1gG

Quinr Control
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7. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

El mecanismo por el cual el factor de transcripciéon Nrf2 induce la
expresion de proteinas de fase II ha sido ampliamente descrito en
diversos trabajos. En este mecanismo se ha dado mayor importancia
a la via de senalizacién celular mediada por Keapl, en donde esta
proteina se encuentra en el citosol unido a Nrf2, permitiendo su
degradacion continua via el proteasoma, sin embargo, bajo
determinados estimulos Nrf2 se separa del complejo que lo mantiene
sefalizado para su degradacion y migra al nlcleo para ejercer su
funcion protectora, después de que este factor de transcripcién ha
cumplido su funciéon cito-protectora, sufre modificaciones que le
permiten ser exportado del nucleo hacia el citoplasma y ser
degradado (Niture et al., 2010).

Con el propdsito de disefar estrategias que protejan a las células del
dafio causado por el estrés oxidante, se han buscado y caracterizado
diversos compuestos que activan esta via (revisado en Konigsberg,
2007) para asi inducir la translocacion de Nrf2 al ndcleo y promover

la cito-proteccidn.

Recientemente se ha sugerido que el sistema UPS juega un papel
importante en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas asi
también su desregulacidon ha sido implicada en un amplio espectro de
patologias que incluyen el cancer y las infecciones virales (Jung et al.,
2009; Lehman, 2009). Por ello muchas aproximaciones terapéuticas
han comenzado a dirigirse hacia los componentes del proteasoma
(Grzegorz et al., 2006).

Teniendo como marco tedrico la informacién anterior, esta tesis se
desarrollé para determinar si en células de estriado cerebral el acido
quinolinico, un agente que no sélo se caracteriza por ser un agente
excitotoxico sino también prooxidante, inducia cambios en los niveles

de expresidn de dos proteinas clave del sistema de degradacion de

54



Nrf2 via UPS, y en caso de ser asi mostrar la relevancia de estos
cambios en el mecanismo de dafio celular bajo condiciones de estrés

oxidante.

En este trabajo, encontramos que en condiciones basales la proteina
Cul3 se localiza principalmente en el citoplasma (Figura 12), en
donde de acuerdo con el modelo actual de regulacién de la actividad
del factor de transcripcion Nrf2, participa en la degradacién de Nrf2,
proceso que también ocurre después de que Nrf2 ha cumplido su
funcion citoprotectora en el nucleo (Niture et al., 2010). Asi mismo,
bajo estas condiciones, los niveles de expresion de Cul3 en el nucleo
resultaron casi indetectables (Figura 11), mostrando asi que

principalmente lleva a cabo su funcién en el citoplasma.

La induccidon de estrés oxidante por medio del acido quinolinico causé
un aumento en los niveles de expresidon de Cul3 en el nucleo (Figuras
11 y 12), asi también, hubo un aumento en el citoplasma, sin
embargo, éste no fue significativo a diferencia del observado en el
nucleo celular. Esta translocacidon de Cul3 en el nlcleo es gran
importancia ya que en diversos estudios se ha informado que Cul3
regula una diversidad de eventos nucleares por la unidon a factores
como la Topoisomerasa I (Zhang, 2004), ciclina E (Uta Kossatz et al.,
2010), NPR1 (nonexpressor of pathogenesis-related (PR) genes 1)
(Spoel et al., 2010), entre otros elementos que permiten Ila
diferenciacion, desarrollo y progresidon del ciclo celular (Singer et al.,
1999; Mistry et al., 2004; Pintard et al., 2003; Xu et al., 2003).

En la figura 13 se observé que Nedd8 es una proteina principalmente
nuclear, de modo que, las proteinas con las que se conjuga son

principalmente nucleares (Kamitani et al., 1997).

Sumando a lo anterior, el aumento en el nivel de expresidon nuclear
de la proteina NEDD8 (figura 13) en rebanadas tratadas con QUIN(a
una concentracion que promueve el dafio neuronal) resulté ain mas

interesante. Nuestros datos sugieren que la conjuncién de estos dos
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eventos: por un lado la acumulacién nuclear de Cul3 y por el otro
lado un aumento en los niveles de Nedd8 proporcionan Ilas
condiciones necesarias para que exista la activacion de la Culina3 a
través del proceso de nedilacién, evento que es reportado como
esencial para la actividad de las culinas in vivo (Wu, et al., 2005).
Estando Cul3 en el nucleo activado por la nedilacién, podria promover
la degradacidon en el nucleo de sus proteinas sustrato; entre las
cuales se encuentra el factor Nrf2, lo que podria impedir su funcidn
protectora ante un reto de estrés oxidante, desencadenado la muerte

celular.

Con la finalidad de confirmar la localizacidon in vivo tanto de Cul3
como de Nedd8 en el nlcleo celular, se realizaron analisis
inmunocitoquimicos en los cuales se observd efectivamente que
Nedd8 es principalmente una proteina nuclear que en condiciones
basales se expresa en muy bajos niveles (Figura 16); en cambio, en
condiciones de estrés aumenta su expresidon (Figuras 13 y 16) ya que
logra distinguirse de una manera mucho mas definida Ia
colocalizacion nuclear (Figura 16), esta acumulacion de Nedd8 en el
nucleo podria ser muy relevante ya que Nedd8 también se encuentra
en cuerpos de inclusién intranucleares mostrados principalmente en
células gliales asociados a diversas enfermedades neurodegenerativas
(Mori F et al., 2012; Buffo et al., 2010). Asi también, se observd que
en los cortes de cerebro de ratas tratadas con acido quinolinico la
expresion de Cul3 aumentd en el ndcleo, reflejado en un aumento de
inmunoreactividad a Cul3 (Figura 14). Ademas se observaron tres
tipos de poblaciones celulares que fueron inmunoreactivas a Cul3
(Figura 15), un tipo en el cual se localiza Cul3 tanto en el nucleo
como en el citoplasma, otro en el cual sélo se localiza en el nucleo y
células que no tienen Cul3 en el nlcleo; estos resultados sugieren
que este ultimo tipo celular podria ser un tipo de células resistentes o

con baja susceptibilidad al dafno provocado por los radicales libres, y
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por consiguiente, hablar de una vulnerabilidad selectiva a estrés

oxidante (Saxena y Caroni P.,2011).

Si bien, Leidecker y colaboradores (2012) han demostrado que Nedd8
responde ante diversos estimulos como la inhibicion del proteasoma,
shock térmico y estrés oxidante, hay que destacar que el presente
trabajo es el primero en demostrar que Nedd8 y Cul3 responden a
estrés oxidante en un modelo excitotdéxico/ pro-oxidante de

neurodegeneracion.

Debido a que se observaron niveles de expresion aumentados en el
nucleo tanto de Cul3 como de Nedd8, pensamos que Cul3 podria
promover la degradacién de sus proteinas sustrato; entre las cuales
se encuentra el factor Nrf2, que de acuerdo al modelo actual de
regulacion, entra al nucleo para activar la expresiéon de los genes que

regulan la defensa antioxidante.

Los resultados de la inmunoprecipitaciéon de Cul3 a partir de extractos
nucleares (Figura 17), revelaron interesantemente que, las
condiciones de estrés oxidante provocadas con QUIN promueven la
unién de Cul3 a Nrf2, lo que nos lleva a pensar que lo degrada en el
nucleo celular. Esta degradacion de Nrf2 podria darse incluso antes
de que éste pueda unirse a los elementos de respuesta antioxidante
(ARE) y evitando con ello que se monte una respuesta citoprotectora.
Esto es consistente con lo observado en un trabajo previo, donde el
mismo tratamiento con QUIN abate los niveles nucleares de Nrf2, en
contradiccion con lo establecido con el modelo actual de activacion de
Nrf2 (Tasset et al., 2010). Estos resultados estan en concordancia
con la informacion de los estudios de Kaspar (2010) y Niture (2009),
en los cuales se revela que Nrf2 frente a un tratamiento con t-BHQ
(un compuesto fendlico con propiedades antioxidantes) se estabiliza y
migra al nucleo dentro de las primeras 2 horas del tratamiento, pero
a su vez, promueve la importacién nuclear del complejo Keap1/Cul3

para capturar y degradar rapidamente el Nrf2 nuclear y asi darle
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oportunidad a otras vias celulares de vigilancia y la célula sobreviva,
muera o sufra senescencia.

Asi mismo, recientemente se ha reportado que tanto el isotiocianato
sulfurafano (un fitoquimico) y el CPDT (5,6-dihidrociclopenta-1,2-
ditiol-3-tiona) una ditioltiona, ambos quimiopreventivos activadores
de Nrf2, son capaces de atravesar el nucleo celular e impedir la
degradacion de Nrf2 en el nucleo, lo que al parecer seria su
mecanismo de accion (Yun, 2012) al contrario de lo que siempre se
habia creido que ocurria exclusivamente en el citoplasma. Lo cual
demuestra, como es claro en nuestros resultados de IP, que existe
una degradacion nuclear de Nrf2 aun en condiciones basales, y ésta
se incrementa de manera importante en presencia de estrés
oxidante. Existe evidencia que indica que Nrf2 es una proteina
principalmente nuclear (Nguyen et al., 2005), esto resalta la
importancia de la expresion de Cul3 y Nedd8 en el nucleo ya que una
acumulacién excesiva de Nrf2 en el nucleo puede llegar a ser
perjudicial para la célula (Kaspar y Jaiswal, 2010).

Hay que hacer notar que los resultados obtenidos en este trabajo,
invitan a proponer un nuevo modelo de regulacidon de Nrf2, en el cual
se exponga como ante un estimulo oxidante los niveles de Cul3 vy
Nedd8 en el nucleo celular se incrementan, promoviendo una
desregulacion en la via de cito proteccidén y sefalizacion normal de
Nrf2, desencadenando asi el posible mecanismo de
neurodegeneraciéon generado por un agente excitotdoxico y pro-
oxidante como lo es el QUIN (Figura 18).

Se ha sugerido que el incrementar la actividad de Nrf2 pudiera llegar
a ser un método prometedor para combatir los dafios producidos por
el estrés oxidante. Sin embargo, no hay que perder de vista que la
activacion constitutiva y “constante” de Nrf2 podria no ser efectiva en
condiciones de estrés oxidante, evento caracteristico en diversas
enfermedades neurodegenerativas, debido a que la sobre-activacion

nuclear de Nedd8 aunado al aumento en la expresion y translocacién
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de Cul3 en el nucleo, pueden promover la degradacién de Nrf2,

simultaneamente.

Degradacién <— “’
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Figura 18. Modelo en el que se postula la participacion de Cul3 vy
Nedd8 en el proceso de neurodegeneracién provocado por estrés
oxidante. Cul3 que se encuentra en el citoplasma en condiciones
basales participando en la degradacidon de Nrf2, también participa en
la degradacion de Nrf2 después de que este factor ha cumplido su
funcién protectora en el nudcleo. La presencia de ERO induce la
acumulacién nuclear de Cul3 y Nedd8 lo cual puede ocasionar la
degradaciéon de sus proteinas blanco en el nucleo, entre las cuales se
encuentra Nrf2, por lo que pudiera inhibir de esta manera la accién
de las misma, desregulando la via citoprotectora y sefalizacion

normal.

El estrés oxidante ha resultado ser un factor muy importante durante

la etapa del envejecimiento principalmente en las enfermedades
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neurodegenerativas, de esta manera los resultados obtenidos
ayudan a entender un poco mas sobre qué eventos y como podrian
estar involucrados en el proceso de neurodegeneracién ante un

estimulo oxidante.

En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que
los cambios en la expresion de Cul3 y Nedd8 estan implicados con la
disminuciéon de la capacidad detoxificadora y protectora de la célula
ante estrés oxidante provocada por la desregulacién de la actividad
del factor de transcripcion Nrf2, lo que contribuye en el deterioro
morfo funcional de la célula que eventualmente conlleva a la

neurodegeneracion.

De esta manera, queda clara la importancia de analizar y comprender
los mecanismos de regulacion y activacion de Nrf2 bajo condiciones
de estrés y su asociacién con las proteinas Keap1/Cul3/Nedd8 en
respuesta a estos estimulos, antes de intentar cualquier tipo de

manipulacion terapéutica.
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8. CONCLUSIONES

Las condiciones de estrés generadas por QUIN permitieron
evidenciar los cambios en los niveles de expresién y localizacidon
subcelular de Cul3 y Nedd8.

Se observd un aumento estadisticamente significativo de Cul3 vy
Nedd8 en el nucleo celular de células de estriado cerebral de rata
en presencia de estrés oxidante.

Los resultados de inmunoprecipitacion sugieren que el aumento
de Cul3 como de Nedd8 en el nlcleo por estrés oxidante podrian
estar relacionados con un mecanismo de desregulacién de la via
cito protectora mediada por Nrf2 en el cerebro, contribuyendo al
dafno neuronal.

La participacién de Cul3 y Nedd8 en la regulacion de la actividad
de Nrf2 en presencia de estrés abre posibilidades para el disefio
de blancos terapéuticos alternativos para el manejo de
patologias relacionadas con la neurodegeneracién por estrés

oxidante.
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