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RESUMEN

En esta Tesis se ha estudiado el efecto del estrés oxidativo inducido por
un estado de hiperamonemia, utilizando como modelo animal ratas con
derivacién porto-cava (ratas-dpc). El objetivo principal ha sido ver como se
afecta la expresion de proteinas en el cerebro de ratas-dpc y cual es la
correlacion existente entre estas posibles alteraciones y la sintomatologia y/o

base de la Encefalopatia Hepatica (EH).

Para ello, en primer lugar se ha procedido a la confirmacion de que el
modelo animal empleado, ratas con derivacion porto-cava, era un buen modelo
para el estudio de la hiperamonemia asociada a EH. La observacion de que las
ratas-dpc presentan niveles de amonio en el plasma (303,98 + 13,56 pmol/l
frente 97,50 £ 9,23 umol/l) y en el cerebro (8,39 £ 1,078,39 + 1,07 umol/g de
tejido frente a 3,44 + 0,56 pumol/g de tejido) significativamente mayor que el
encontrado en las ratas controles operadas, pero sin practicar la derivacion
porto-cava (ratas-sham), y el comportamiento anémalo en el laberinto (test de
aprendizaje: Y Maze test), indican que las ratas-dpc muestran un

comportamiento propio de la EH.

Establecido el hecho de que los animales eran hiperamonémicos, que
presentaban sintomatologia propia de la Encefalopatia Hepatica, y teniendo en
cuenta que concentraciones altas de amonio (hiperamonemia) podrian causar
estrés oxidativo, fundamentalmente a nivel del cerebro, procedimos a
investigar esta hipotesis en el modelo animal citado. Para lo que, inicialmente,
centramos nuestra atencién en el estudio de la produccién de oxidantes activos
y de marcadores de estrés oxidativo relacionados con los lipidos y las

proteinas.

La produccion de oxidantes activos se ha llevado a cabo mediante el
método de la diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA), observandose que la
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produccion de este tipo de sustancias es significativamente mayor en las ratas-
dpc (247%) que en la ratas-sham (100%).

Dado que el método de la DCFH-DA mide fundamentalmente las
especies reactivas de oxigeno (ERO), se procedié a medir la produccion de
oxido nitrico (NO) como indice de produccién de las especies reactivas de
nitrogeno (ERN), observandose que la produccion de NO en la ratas-dpc era
significativamente mayor que en las ratas-sham (21,80+1,57 pmolesmg

proteina frente a 14,76+1,26 pumoles,mg proteina, respectivamente).

La oxidacion lipidica se ha medido por tres métodos diferentes:
sustancias acido tiobarbiturico reactivas (TBARS), malondialdehido (MDA) y 4-
hidroxi-2-nonenal (HNE), obteniéndose, en todos los casos, mayores indices
de oxidacion lipidica en las ratas-dpc que en las ratas-sham: 0,180 = 0,020
umoles eqg-MDAmg proteina frente a 0,112+ 0,023 umoles eg-MDA/mg
proteina; 0,062+0,006 umoles MDA )mg proteina frente a 0,021+0,004 pmoles
MDAmg proteina y 0,01840,003 pmoles HNE/mg proteina frente a
0,008+0,002 umoles HNE/mg proteina, respectivamente.

La oxidacion de proteinas se ha estudiado midiendo los niveles de
grupos carbonilos. La determinacion del contenido en grupos carbonilos se ha
llevado a cabo mediante el método de dinitrofenil hidrazina (DNPH),
observandose que la oxidacién de restos aminoacidicos en las proteinas de las
ratas-dpc es significativamente mayor en las proteinas de las ratas-sham,
4,70+0,57 nmoles/mg proteina frente a 2,72+0,24 nmoles/mg proteina,

respectivamente.

Estos resultados apuntan claramente hacia una participacion directa del
estrés oxidativo en las ratas-dpc, pero no nos dicen nada sobre los
mecanismos y proteinas/enzimas implicados en el desarrollo fisiopatolégico de
la EH.

Con el fin de investigar qué proteinas/enzimas podrian estar implicadas

en la fisiopatologia observada en las ratas-dpc hemos procedido a estudiar la

S0
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expresion diferencial de proteinas en ratas-dpc y ratas-sham, ya que una
expresion diferencial de proteinas/enzimas implicadas en el metabolismo del
nitrdgeno, sistemas antioxidantes celulares, receptores de membrana y/o
relacionadas con el hinchamiento de los astrocitos, podrian contribuir a explicar
y entender mejor la fisiopatologia de la EH. Ademas, teniendo en cuenta que
dichas alteraciones también podrian ser debidas a modificaciones post-

traduccionales, fundamentalmente oxidativas, también han sido estudiadas.

La expresion diferencial de proteinas en el cerebro de ratas-dpc y ratas-
sham se ha estudiado en dos centros: corteza cerebral y cerebelo, mediante la
técnica de DIGE (Differential In Gel Electrophoresis) y marcaje minimo (minimal
label), ya que mediante esta técnica se minimizan los errores instrumentales,
de manipulacion e interpretacion de resultados. De los resultados obtenidos,
tanto en corteza cerebral como en cerebelo, no podemos concluir que exista
una expresion de proteinas estadisticamente significativa entre las ratas-dpc y
las ratas-sham. Si bien, si hemos observado una expresion diferencial

sistematica para un grupo de proteinas relacionadas con la EH.

El estudio de la oxidacion de proteinas (carbonilacién) en el cerebro de
ratas-dpc y ratas-sham mediante técnicas oxi-proteémicas utilizando la DNPH
como marcador de grupos carbonilos, revela que las proteinas del cerebro de
ratas-dpc estdn mas oxidadas que las del cerebro de ratas-sham (4,70+£0,57
nmoles/mg proteina frente a 2,72+0,24 nmoles/mg proteina, respectivamente).
Ademas, no todas las proteinas del cerebro son igual de sensibles frente a los
oxidantes activos (ERO y ERN, fundamentalmente) y que al menos 6 bandas
(proteinas), en un gel 1D, (correspondientes a las bandas de 170, 120, 87, 54,
47 y 38 kDa) son mas sensibles a la oxidacion que el resto de proteinas
(bandas). Asi pues estas proteinas muestran un factor de oxidacion (fox) mayor
en las muestras de ratas-dpc que en las ratas-sham, lo que corrobora el estado
de estrés oxidativo en las ratas-dpc. El estudio detallado de la oxidaciéon de
proteinas en el cerebro se ha llevado a cabo en la corteza cerebral y en el
cerebelo mediante la técnica 2D-Oxy-blot.
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Mediante el analisis de la oxidacion de proteinas en cerebro mediante
2D Oxyblot hemos encontrado 16 spots en corteza (Tabla 1) y 12 spots en
cerebelo (Tabla 2) que presentan un factor de oxidacion (f,,) mayor en ratas-
dpc con respecto a ratas-sham. Las proteinas que se han identificado a partir
de esos spots mediante espectrometria de masas se muestran en las tablas

indicadas.

La derivacion porto-cava en ratas es un buen modelo de EH. Las ratas-
dpc muestran un claro estado de estrés oxidativo comprobado con los
correspondientes biomarcadores (peroxidacion lipidica y oxidacion de
proteinas). En el estudio de expresion diferencial de proteinas mediante la
técnica del DIGE no se ha encontrado diferencias estadisticamente
significativas ni en cerebelo ni en corteza. El estudio de modificaciones post-
traduccionales oxidativas (carbonilacion) mediante técnicas protedmicas
(Redox-proteomic) revela que las ratas-dpc presentan un mayor nivel de
oxidacion que los animales control (ratas-sham) y que no todas las proteinas se
oxidan por igual, habiendo proteinas mas sensibles a la oxidacién que otras. En
este estudio hemos identificado 14 proteinas oxidadas en corteza y 12 en
cerebelo: el 33% implicadas en el metabolismo energético; el 8% relacionadas
con las proteinas de union; el 8% implicadas en el transporte mediado por
vesiculas; el 33% forman parte del citoesqueleto; el 8% implicadas en la
regulacion de la expresion génica; el 5% relacionadas con la maquinaria
implicada en la degadacion de proteinas; y el 5% en otras funciones. La
alteracion de la mayor parte de estas proteinas puede relacionarse con la
fisiopatologia de la EH.
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Tabla 1. Proteinas oxidadas diferencialmente en la corteza cerebral de ratas-dpc.

N° de Proteina identificada Protein Punto Peso
acceso score isoeléctrico molecular
(p1) (Da)
0i|149032469 guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit 453 5.18 40613.1
alpha
gi|62078893 ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 252 5.36 118910.4
0i|1000439 arp75 706 5.87 73983.9
gi|149054035 aminopeptidase puromycin sensitive 265 5.24 93358.2
0i|78365255 dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase 249 8.76 67636.6
component of pyruvate dehydrogenase
complex, mitochondrial
gi|[45737866 mitochondrial aldehyde dehydrogenase 410 6.69 56079.4
precursor
0i|209862801 alanyl-tRNA synthetase, cytoplasmic 521 5.41 107521.5
gi|157820845 elongation factor Tu, mitochondrial precursor 669 7.23 49890.1
0i|38181948 Glul protein 454 6.47 42982.6
gi[13489067 vesicle-fusing ATPase 352 6.55 83170.2
0i|9506811 alpha-internexin 804 5.2 56252.7
0i|9506811 alpha-internexin 886 5.2 56252.7
0i|149017236 rCG49429 450 5.33 25374.7
gij149065791 septin 3, isoform CRA_a 152 6.04 34509.5
0i|19909845 CDCrel-1Al 291 6.21 42486.6
0i|149060015 rCG53214, isoform CRA_a 340 6.23 49441.1
Tabla 2. Proteinas oxidadas diferencialmente en el cerebelo de ratas-dpc.
N° de Proteina identificada Protein Punto Peso
acceso score isoeléctrico  molecular
(p) (Da)
gil47477769 Snap?2 protein 311 5.19 283004.3
gij9506811 alpha-internexin 427 5.2 56252.7
gi[149032469 guanine nucleotide binding protein, alpha o, 659 5.18 35118.1
isoform CRA b
0i|38512104 Arginyl aminopeptidase (aminopeptidase B) 297 5.47 73355.6
0i|158138568 serum albumin precursor 475 6.09 70709.9
0i|38328248 Tubulin, alpha 1A 396 4.94 50815.9
0i|31543764 spectrin alpha chain, brain 970 5.19 285218.4
0i|149064296 rCG46767, isoform CRA ¢ 571 5.11 66873.8
0i|6981146 L-lactate dehydrogenase B chain 308 5.7 36874.2
gi|290677865 Septin 6, rCG53214 isoform CRA_a 397 6.23 49146
gij149041704 isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+) alpha, 614 5.87 39408.9
isoform CRA _f
0i|56388799 Ckb protein 288 5.4 45561.8
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ABSTRACT

In this Thesis the effects of oxidative stress induced by hyperammonemia
have been studied. For this purpose, the portacava-shunted animal model (pcs-
rats) have been used. The major aim in this work has been the analysis of
protein expression in the brain of pcs-rats and the correlation between these

alterations and the physiopathology of the Hepatic Encephalopathy (EH).

First of all, we have confirmed that the experimental strategy, portacava-
shunted, is a suitable model to study EH-associated hyperammonemia. The
ammonia level in plasma (303,98 + 13,56 pmol/l versus 97,50 + 9,23 umol/l) and in
brain (8,39 + 1,078,39 + 1,07 umol/g tissue versus 3,44 + 0,56 umol/g tissue) were
higher in pcs-rats compared with sham-rats (simulated-operated rats without
portocava-shunted ligation). Furthermore, the behavior in the learning test, Y

maze test, is a well-defined marker for HE.

Once it has been established that TAA-rats were hyperammonemic, and
that animals showed behaviours and hallmarks typical of HE, we tested if the
high level of ammonia produced could induce oxidative stress in the brain. For
this purpose the production of active oxidants and biomarkers of oxidative

stress in lipids and proteins have been quantified.

Levels of active oxidants have been determined by diclorofluorescein-
diacetate method (DCFH-DA), and the generation of these substances was
higher in pcs-rats (247%) than in sham-rats (100%)

Since the DCFH-DA method mainly measures ROS (reactive oxygen
species), we decided to investigate the production of RNS (reactive nitrogen
species) using NO (nitric oxide) as an appropriate marker. Results shown that
the production of NO in pcs-rats was higher than in sham-rats (21,80+1,57

umol;mg protein versus 14,76+1,26 umolmg protein).
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Lipid peroxidation has been analyzed using different methods: TBARS
(thiobarbituric acid), MDA (malondialdehyde) and HNE (4-hydroxy-2-nonenal).
In all cases, we found higher levels in pcs-rats than sham-rats (0.18+0.02 umol
eg-MDAmg protein versus 0.112+0.023 umol eg-MDA mg protein; 0.062+0.006 pmol
MDAmg protein versus 0.021+0.004 pumol MDA)mg protein; and 0,018+0,003 pmol
HNE/mg protein versus 0,008+0,002 pmol HNE/mg protein, severally).

Protein oxidation has been studied through the quantification of carbonil
groups, by 2,4-dinitrophenylhidrazine method (DNPH). Results shown higher
level of protein oxidation in pcs-rats (4,70£0,57 nmol/mg protein) as compared
with sham-rats (2,72+0,24 nmol/mg protein).

From these data we concluded that hyperammonemia promotes
oxidative stress. Thus, we explored the mechanisms and proteins involved in

this process.

We studied differential protein expression in pcs-rats and sham-rats
trying to identify the proteins/enzymes that can be implicated in the
physiopathology of HE due to hyperammonemia. The value of this study is that
the differential expression of proteins/enzymes involved in the nitrogen
metabolism, cellular antioxidative process, membrane receptors of and/or
related with astrocytes swelling, could contribute to explain and understand the
physiopathology of HE. Moreover, taken into consideration that these
alterations could be due post-translational modifications, we also studied

oxidative post-translational modification.

Differential protein expression profile has been studied in cortex and
cerebellum samples from pcs and sham-rats by DIGE method (Differential In
Gel Electrophoresis) using minimal label, trying to minimize the experimental
error of handling and better performance of the thecnique.

No significant differences in protein expression in pcs and sham-rats
were found. However, we observed a systematic differential expression,

although no statistically significant, for a group of proteins related with HE.
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Protein oxidation analysis (carbonylation) from the brain of pcs- and
sham-rats by oxyproteomic techniques using DNPH as labeling agent reveal
that brain proteins in pcs-rats are more oxidized than in sham-rats (4.70+0.57
nmol/mg protein versus 2.72+0.24 nmol/mg protein, respectively; p<0.05).
Besides, brain proteins had different sensitivity for active oxidants (ROS and
RNS) and at least 6 bands —proteins- (corresponding to proteins of 170, 120,
87, 54, 47 and 38 kDa) of a 1-D gel are more sensitive at oxidation than the
other proteins. Moreover, these proteins showed a statistically significant higher
oxidation factor (fox) in pcs-rats compared to sham-rats. These results

corroborate the existence of an oxidative stress status in the brain of pcs-rats.

The detailed study of protein oxidation in brain tissue of pcs- and sham-
rats by 2D oxyblot technique showed 16 spots in cortex (Table 1) and 12 spots
in cerebellum (Table 2) with a statistically significant higher oxidation factor (fox)
in samples from pcs-rats than in sham-rats samples. Proteins present in the

spots were identified by mass spectrometry (SM) and bioinformatics techniques:

Portacaval-anastomosis (pcs) is a suitable animal model for HE.
According to oxidative biomarkers (lipid peroxidation and protein oxidation),
pcs-rats show a clear oxidative stress induction. There are not significant
differences in protein expression in samples from cortex and cerebellum
analyzed by DIGE. The analysis performed by redox-proteomics of oxidative
post-translational modification (carbonilation) showed increased and differential
levels of protein oxidation in pcs-rats. We identified 14 and 12 oxidized proteins
in cortex and cerebellum, respectively: 33% implicated in energy-related
metabolism; 8% related with binding proteins; 8% related with vesicle
trafficking-mediated transport; 33% were members of cytoskeleton; 8% were
related with gene expression regulation; 5% were involved in proteolytic
degradation processes (proteasome); 5% were involved in other functions.
Changes in the most of these proteins could be related with the
pathophysiology of EH.
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Table 1. Differential oxidated proteins in cortex of pcs-rats.

Accession Identified protein Protein  Isoelectric ~ Molecular
number score point (pl) weight
(Da)
gi|149032469 guanine nucleotide-binding protein G(0) subunit 453 5.18 40613.1
alpha
0i|62078893 ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 252 5.36 118910.4
0i|1000439 grp75 706 5.87 73983.9
0i|149054035 aminopeptidase puromycin sensitive 265 5.24 93358.2
gi|78365255 dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase 249 8.76 67636.6
component of pyruvate dehydrogenase
complex, mitochondrial
gi|l45737866 mitochondrial aldehyde dehydrogenase 410 6.69 56079.4
precursor
0i|209862801 alanyl-tRNA synthetase, cytoplasmic 521 5.41 107521.5
gi|157820845 elongation factor Tu, mitochondrial precursor 669 7.23 49890.1
0i|38181948 Glul protein 454 6.47 42982.6
gi[13489067 vesicle-fusing ATPase 352 6.55 83170.2
gi|9506811 alpha-internexin 804 5.2 56252.7
0i|9506811 alpha-internexin 886 5.2 56252.7
0i|149017236 rCG49429 450 5.33 25374.7
gij149065791 septin 3, isoform CRA_a 152 6.04 34509.5
0i|19909845 CDCrel-1Al 291 6.21 42486.6
gi|149060015 rCG53214, isoform CRA_a 340 6.23 49441.1
Table 2. Differential oxidated proteins in cerebellum of pcs-rats.
Accession Identified proteins Protein  Isoelectric ~ Molecular
number score point (pl) weight
(Da)
gil47477769 Snap?2 protein 311 5.19 283004.3
gij9506811 alpha-internexin 427 5.2 56252.7
gi[149032469 guanine nucleotide binding protein, alpha o, 659 5.18 35118.1
isoform CRA b
0i|38512104 Arginyl aminopeptidase (aminopeptidase B) 297 5.47 73355.6
gi[158138568 serum albumin precursor 475 6.09 70709.9
0i|38328248 Tubulin, alpha 1A 396 4.94 50815.9
0i|31543764 spectrin alpha chain, brain 970 5.19 285218.4
0i|149064296 rCG46767, isoform CRA ¢ 571 5.11 66873.8
0i|6981146 L-lactate dehydrogenase B chain 308 5.7 36874.2
gi|[290677865 Septin 6, rCG53214 isoform CRA_a 397 6.23 49146
gi[149041704 isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+) alpha, 614 5.87 39408.9
isoform CRA _f
0i|56388799 Ckb protein 288 5.4 45561.8
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INTRODUCCION.

I. Notas preliminares.

La oxidacion de proteinas se ha venido considerando durante mucho
tiempo como dafiina, irreversible, conduciendo finalmente a la inactivacion,
degradacion y eliminacién de las proteinas (Stadtman 2006, 1992; Grune et
al., 2003, 1997; Bautista et al., 2000).

A partir de los estudios sobre la oxidacion de proteinas realizados
durante décadas, la oxidacion de proteinas se contempla como un fendmeno
de doble cara:

- Por un lado, los mecanismos de oxidacion forman parte de muchos
procesos de regulacion fisiologicos (independientemente de los procesos de
conversion energética), tales como modulacion de la actividad enzimatica
(Claiborne, 1993), procesos de transduccion de sefiales (Finkel, 2000;
Herrlich and Boehmer, 2000) o regulacion génica (Allen and Tresini, 2000;
Rahman and MacNee, 2000; Morel and Barouki, 1999; Sun and Oberley,
1997).

- Por otro lado, las modificaciones oxidativas también aparecen cuando
el estado de estrés oxidativo supera las defensas antioxidantes, conduciendo a

dafio molecular (Figura-I1) (Forrester and Stamler, 2007; Shacter, 2000).

Proteccién oxidativa Estrés oxidativo

I Oxidantes Antioxidantes

Estrés oxidativo Proteccién oxidativa

Figura-I1. Estado de equilibrio oxidacion-antioxidantes.
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La respuesta de los organismos vivos al estrés oxidativo es de gran
importancia para entender los procesos de defensa celulares, asi como el
envejecimiento (Macario and de Macario, 2005; Levine and Stadtman; 2001,
Sohal, 2000; Berlett and Stadtman, 1997). Se ha demostrado que la
alteracion del metabolismo oxidativo normal, o los dafios debidos al estrés
oxidativo, también desempefian un papel importante en un amplio nimero de
enfermedades, que van desde enfermedades neurodegenerativas, como el
Alzheimer (Butterfield, 2004, 2003; Butterfield et al., 2002, 2001; Choi et al.,
2002; Varadarajan et al., 2000) hasta varios tipos de cancer (Kinnula and
Crapo, 2004; Cerutti, 1994, 1991, 1985), diabetes (Dalle-Donne et al., 2003b;
Baynes, 1991; Wolff et al.,, 1991), ateroesclerosis (Mertens and Holvoet,
2001; Jurgens et al., 1987; Berliner et al., 1995) y ultimamente enfermedades
neuro-hepaticas o patologias relacionadas con ellas, como la Encefalopatia
Hepatica (EH) (Widmer et al., 2007, Carbonero-Aguilar et al., 2011).

Desde un punto de vista molecular, la oxidacion de proteinas conduce a
una amplia gama de modificaciones quimicas, que incluyen la rotura de
cadenas polipeptidicas, el entrecruzamiento de cadenas (crosslinking), la
modificacion de restos aminoacidicos (nitracion), ademas de la introduccion de
nuevos grupos reactivos en la proteina, tales como aldehido y cetona, y/o dejar

extremos N- y/o C-terminales no usuales.

Este conjunto de modificaciones no es facil de estudiar de manera
global, por lo que los estudios sobre la oxidacidén de proteinas generalmente se
centran en el estudio de un tipo particular de oxidacién, como por ejemplo la
oxidacion de cisteinas, de tirosinas, o en la formacion de grupos carbonilos. Si
bien el estudio de todas estas modificaciones es necesario para entender los
procesos de oxidacion y su efecto global, actualmente no disponemos de
metodologia para obtener una imagen proteémica completa de un proteoma
oxidativo en un momento dado, por lo que actualmente el estudio se realiza de
manera separada. Asi, por ejemplo, en el caso de la Encefalopatia Hepéatica
(EH) se estd abordando el problema, primero estudiando la carbonilacion

(aparicion de grupos carbonilos), seguidamente la nitracién, etc.
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A continuacion intentaremos ofrecer una definicibn de la EH e
informacion de las caracteristicas y/o causas principalmente implicadas en la
misma, asi como una vision global del proceso de oxidacion de las proteinas
desde un punto de vista bioquimico, discutiendo tanto los principales aspectos
metodolégicos como instrumentales para su estudio mediante técnicas

protedmicas.

II. Encefalopatia Hepatica.

La Encefalopatia Hepatica es un sindrome neuro-psiquiatrico tanto en
enfermedades hepaticas agudas como cronicas (Ferenci et al., 2002). Se
caracteriza, principalmente, por alteraciones de la consciencia, de la conducta,
trastornos de personalidad, alteraciones electroencefalicas, signos
neurolégicos fluctuantes, acumulacion de manganeso en cerebro, aparicion de
astrocitos de Alzheimer tipo Il, manifestaciones de estrés oxidativo y edema
cerebral (Seyan et al., 2010; Bismuth et al., 2010).

En la Figura-12 se muestran un sistema de clasificacion para los
desordenes de la EH revisados en el Working Party at the 1998 World
Congress of Gastroenterology in Vienna, Austria (Prakash and Mullen, 2010).
Esta clasificacibn ayuda a estandarizar la nomenclatura usada en el

diagndstico de la EH a nivel mundial.

Los mecanismos patogénicos implicados en el desarrollo de la EH de
tipo A parecen ser muy parecidos a los del tipo C, aunque no siempre se ha
constatado asi. Por ejemplo, el edema cerebral, que participa en el cuadro
clinico y aumenta la mortalidad de los pacientes, se consideraba exclusivo de
laEH de tipo A, en cambio se ha confirmado que juega un papel fundamental,
también en la de tipo C (Coérdoba et al.,, 2001), ademas la respuesta
inflamatoria sistémica puede ser un factor importante en ambos tipos (Muckart

and Bhagwanjee, 1997).
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hepatica aguda

EH asociada con insuficiencia ‘

_ | EHasociada con comunicaciones porto-
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1| EHEpisodica [ ’{ Espontanea
y
soci con cirrosis O hipertensid s .
Tipo C N EH asc !.mtld. Con cirrosis ¢ l1||._e|}.|!5! n |- Recurrente ‘
L < 3 = = L
wortal & derivaciones porto-sistémicas
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Figura-12. Clasificacion de la Encefalopatia Hepéatica.

Varias hipotesis intentan explicar la patogenia de este sindrome,
(Ahboucha and Butterworth, 2007; Norenberg et al., 2007) abarcando
diversas sustancias, de manera sinérgica, como responsables de la disfuncién
cerebral y de las es estructurales y metabodlicas que modifican la funcién
neurotransmisora como, principalmente: i) altos niveles de amonio
(hiperamonemia); ii) acimulos de manganeso en los ganglios basales (Spahr
et al.,, 2000); iii) alteracion del n° de receptores periféricos de
benzodiazepinas/acido y-amino butirico (GABA); iv) edema de bajo grado
(swelling 6 hinchazon); v) implicacién del 6xido nitrico (NO) intracerebral; vi) la
sintesis de falsos neurotransmisores debido al aumento de los aminoacidos
aromaticos respecto de los ramificados que pasan de forma competitiva por la
barrera hematoencefélica (Herneth et al., 1998); 6 vi) la implicacion del estrés
oxidativo (Norenberg et al., 2004). Actualmente, aungque no existen datos que
confirmen una u otra teoria, la teoria de la hiperamonemia parece jugar un

papel crucial en el desarrollo de esta patologia (Butterworth, 2002).
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La primera evidencia de la relacion entre los niveles elevados de amonio
y la EH se remonta a 1983 cuando Hahn et al. describieron “el sindrome de
intoxicacion por carne” en perros (Hahn et al., 1983). Este grupo observé que
perros sometidos a derivacion porto-cava alimentados con una dieta rica en
proteinas les ocasionaba estupor, desorientacion y estado de coma. Afios mas
tarde estos mismos sintomas se han descrito asociados a los altos niveles de
amonio en paciente humanos (McDemrmott and Adams, 1954). Ademas, el
90% de los pacientes con EH presentan niveles altos de amonio en sangre, se
han encontrado valores elevados de glutamina en el liquido cefalorraquideo y
estos niveles se correlacionan con el grado de EH, y el tratamiento con
sustancias que disminuyen los niveles de amonio, mejoran los sintomas de los

pacientes.

Esta relacion no siempre se encuentra en todos los trabajos publicados,
de hecho, mas de la mitad de los pacientes cirréticos sin EH presentan niveles
elevados de amonio. Estas contradicciones podrian explicarse, bien por el
método de determinacidén o por el tipo de muestra (sangre arterial y venosa),
por el tiempo transcurrido desde la extraccion de la muestra hasta su
determinaciéon (Huizenga et al., 1994) o por el tabaquismo, ya que cifras altas
de la enzima gammaglutamiltranspeptidasa, el uso de diuréticos, el pH urinario
y el pH de la sangre pueden alterar los resultados de las pruebas (Yurdaydin,
2003).

Con todo ello, resulta clave el papel desempefiados por los astrocitos y
la relacion entre estos y las neuronas (Marquez-Aguirre, et al., 2010). Los
astrocitos ocupan cerca de un tercio del volumen de la corteza cerebral y
forman una barrera de segregacion del ambiente externo para las neuronas.
Son esenciales para el funcionamiento del cerebro, mantienen y regulan el
medio extracelular, participan en la captacién de radicales libres y de metales,
modulan la respuesta inflamatoria e inmunitaria, influyen en la excitabilidad
neuronal y en la neurotransmision. Ademas, son una fuente importante de

proteinas extracelulares y moléculas de adhesion. Desempefian un papel
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central en la formacion de cicatriz glial posterior a diversas lesiones para

preservar la integridad del tejido y delimitar la zona de lesién.

Il.1.- Papel del amonio en la Encefalopatia Hepatica.

El metabolismo del amonio depende de tres rutas metabdlicas: i) ciclo de
la urea, donde se permite la eliminacion del amonio mediante la sintesis de
urea; ii) eliminacion de amonio y glutamato mediante la sintesis de glutamina
por la glutamina sintetasa; iii) sintesis de amonio y glutamato mediante la

desaminacion de la glutamina por la glutaminasa.

El ion amonio (NH;") es la forma mas abundante en condiciones
basales, en cambio la forma gaseosa (NH3") sélo supone un 2% del total.
Inicialmente se pensaba que la gran produccion del amonio procedia del
desdoblamiento de los productos nitrogenados en el colon (intestino grueso)
(Wolpert et al., 1970). Posteriormente se ha comprobado que la mayoria de la
produccion de amonio procede del intestino delgado, de la desaminacion de la
glutamina por la glutaminasa mitocondrial activada por fosfato (GAP) (Romero-
Gomez et al., 2006, 2004).

El amonio producido en el intestino por via portal alcanza el higado para
ser detoxificado mediante el ciclo de sintesis de urea en los hepatocitos
periportales (Figura-I3). Un 80% del amonio se detoxifica mediante esta via
metabdlica ya que no consume energia. Si fuese necesario, ademas, en los
hepatocitos pericentrales, el amonio puede ser metabolizado hacia sintesis de
glutamina por la glutamina sintetasa. En situaciones de disfuncién hepéatica (por
ejemplo, cirrosis), la capacidad de sintesis de urea se ve reducida. En estas
situaciones el amonio pasa a la circulacién sistémica y alcanza el musculo.
Este juega un papel importante en la detoxificacion del amonio por destinarlo a
la sintesis de glutamina por la glutamina sintetasa, sin liberar aminoéacidos los
cuales se destinan a la produccion de masa muscular. Esto hace al misculo un

sumidero considerable en la cirrosis hepatica (Lockwood, et al., 1979). Por
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otra parte el rifidn también posee actividad glutaminasa en el tabulo proximal,
con lo que produce amonio; pero un tercio es eliminado por la orina y sélo las

dos terceras partes pasan a circulacion sistémica.
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Figura-13. Representacién esquematica de la circulacién del amonio entre
los diferentes tejidos implicados en su metabolismo.

[1.2.- Metabolismo cerebral del amonio.

El amonio circulante pasa al cerebro a través de la barrera
hematoencefalica. En el cerebro, la principal via metabdlica de incorporacion
del amonio es su incorporacién al aminoacido glutamato para formar glutamina
mediante la glutamina sintetasa, principalmente en los astrocitos (Norenberg
and Martinez-Hernandez, 1979). S6lo un pequefio porcentaje es metabolizado
por la via de la aminacién reductiva del 2-oxoglutarato a glutamato. Las
neuronas poseen actividad glutaminasa, encargada de sintetizar glutamato a
partir de glutamina y amonio (Cooper and Lai, 1987). Ambas vias se incluyen
en el denominado ciclo glutamato-glutamnina que tiene lugar entre las

neuronas y los astrocitos. También aparece implicada la transaminacion de
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glutamato a alanina como un paso de transferencia intracelular de amonio

(Waagepetersen et al., 2000).

La acumulacién del amonio en el cerebro provoca una serie de
alteraciones que son responsables, en parte, de las alteraciones
neurofisioldgicas tipicas de la EH (Figura-14).

El principal mecanismo para detoxificar el amonio en el cerebro es su
incorporacion en forma de glutamina por la accién de la glutamina sintetasa,
como antes se ha citado, enzima localizada en el reticulo endoplasmico de los
astrocitos. La glutamina es liberada mediante transportadores especificos al
medio extracelular siendo captada, a su vez, por otros transportadores de
membrana de la neurona o de las células endoteliales, para evitar que, debido
al incremento de su concentracion, se aumente la osmolaridad cerebral. Tanto
en las neuronas como en las células endoteliales se hidroliza por la
glutaminasa para formar glutamato y amonio. El glutamato se libera al espacio
sinaptico como neurotransmisor o bien a través de la membrana luminar. El
liberado como neurotransmisor activaria muchos receptores de glutamato
(conduciria a la muerte de la neurona). Para evitarlo se recapta por
transportadores especificos localizados tanto en las neuronas como en el
astrocitos (N-metil-D-aspartato, NMDA o bien excitatory amino-acid transporter,
EAAT). La mayoria del glutamato es captado por los astrocitos, donde la
glutamina sintetasa incorpora amonio para formar glutamina. De esta forma se
inicia de nuevo el ciclo glutamato-glutamina, eliminandose el amonio. Por otro
lado, el amonio liberado desde el cerebro a la sangre estaria en un
compartimento (células endoteliales) localizado en el lado de la barrera
hematoencefélica en contacto con la sangre. En hiperamonemia y fallo
hepatico todo este proceso esta alterado. Los niveles de amonio en sangre se
encuentran elevados; el amonio atraviesa la barrera hematoencefalica (cuya
permeabilidad se encuentra alterada) y llega al cerebro. La glutaminasa va
tener mas sustrato, acumulandose la glutamina. Este aumento parece estar
relacionado con el edema cerebral. Ademés el aumento de amonio conduce a

alteraciones en la neurotransmision y en la funcion cerebral.
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Por tanto, las enzimas encargadas del metabolismo del amonio en el
cerebro son, principalmente, dos: la glutamina sintetasa y la glutaminasa
(Figura-15). Ambas se encuentran compartimentalizadas: la mayoria de la
actividad glutamina sintetasa se encuentra en los astrocitos (Norenberg and
Martinez-Hernandez, 1979) mientras que la actividad glutaminasa se localiza

en neuronas (Curthoys and Watford, 1995).

NEURONA PRESINAPTICA

GLUTAMINASA ‘

Figura-l4. Comunicacién entre las neuronas, los astrocitos y el
endotelio vascular. Glu: Glutamato; GIn: Glutamina; GS: Glutamina
sintetasa; EAAT: Receptor de glutamato; RPB: Receptor periférico de
benzodiacepinas; NMDA: Receptor de glutamato; ERO: Especies
reactivas de oxigeno; NO: éxido nitrico.

Glutamina sintetasa

(EC3.5.1.2)

o-cetoglutarato — NH; p Gutamato ____ , Glutamina
Glutamato deshidrogenasa Glutaminasa
(EC 14.13) (EC6.3.12

Figura-I5. Reacciones enzimaticas desarrolladas por la glutamina sintetasa y
la glutaminasa.
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II.3.- Teoria de la hiperamonemia como una de las principales causas de la

Encefalopatia Hepéatica /Caracteristicas de la Encefalopatia Hepética.

El amonio es un metabolito que participa en diferentes vias metabdlicas,
como se ha citado con anterioridad, pero a concentraciones elevadas alcanza
la barrera hematoencefalica y resulta toxico para el cerebro (Lin and Rabe,
1985) por diferentes mecanismos directos o indirectos:

I1.3.1- Influencia del amonio en el metabolismo energético cerebral.

La tasa de consumo de energia metabdlica desciende en los astrocitos
analizados en modelos con derivacion porto-cava. En este modelo se describe
una menor tasa de consumo de glucosa en el cerebro, localizado en el cingulo
anterior del cortex, estructura asociada con el control de la atencién, debido a

una inhibicién del ciclo de Krebs (ciclo de los acidos tricarboxilicos).

Cuando el amonio alcanza concentraciones del orden de milimolar se
altera el metabolismo cerebral a través de la inhibicion de la enzima a-
cetoglutarato deshidrogenasa (Lai and Cooper, 1986), enzima limitante del
ciclo de Krebs. Una consecuencia de ello es la disminucion de la incorporacion
del piruvato al ciclo de Krebs y por tanto la interrupcién del ciclo aerobio,
aumentandose los niveles de lactato, hecho encontrado en el liquido

cefalorraquideo de pacientes con EH (Hilfielt et al., 1977).

También se aprecia un incremento de expresion de los receptores de
glucosa, GLUT-1, en los astrocitos. Con ello se consigue una mayor
disponibilidad del sustrato inicial de la glucolisis, la glucosa, lo que se traduce
en un incremento de la glucolisis y en consecuencia de lactato (Butterworth,
2003; Lockwood et al., 1997). Este incremento de lactato aparece en estados
severos de la enfermedad, como consecuencia de la inhibicion de la a-
cetoglutarato deshidrogenasa del ciclo de los acidos tricarboxilicos (Lai and

Cooper, 1986) y del incremento en la expresion de la lactato deshidrogenasa 1
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y 5. Esta acumulacion de lactato se relaciona con el edema de los astrocitos

(swelling).

[1.3.2- Influencia del amonio en la anatomia de los astrocitos.

La presencia de astrocitos de Alzheimer tipo Il se ha detectado tanto en
cerebro de pacientes con EH (Norenberg, 1996, 1987) como en cultivo de
astrocitos en presencia de altas concentraciones de amonio (hiperamonemia)
(Gregorios et al., 1985). La hiperamonemia induce cambios estructurales en el
astrocito, de manera que adquieren una morfologia caracteristica de los
astrocitos de Alzheimer tipo II: aparicion de nucléolo prominente, nucleo palido
y marginacion en el patron de cromatina. La morfologia que adoptan es
totalmente variada desde redondeada (corteza cerebral) hasta forma irregular
(ganglios basales) (Norenberg, 1987).

En ratas con EH se encuentra un cambio tanto en la morfologia como en
la composicién del astrocito, aumento del tamafio celular, del niamero de
mitocondrias y del reticulo endoplasmatico, acimulo de cuerpos densos con
lipofusina, pérdida de filamentos intermedios (Sobe et al., 1981); incrementos
en la basofilina citoplasmatica, vacuolizacion y desintegracién celular en
estadios mas avanzados. Los astrocitos son las células donde se metaboliza el
amonio por la glutamina sintetasa, enzima mayoritaria en ellos (Butterworth,
2002).

Los cambios neuropatoldgicos en los astrocitos pueden estar
relacionados con la alteracion de las proteinas que mantienen su arquitectura
(proteinas del citoesqueleto, receptores de membrana, etc.). En ratas con EH
aguda se ha descrito un descenso de la expresion de la proteina acido fibrilar
glial (GFAP) directamente relacionado con el grado de edema en el astrocito
(Bélanger et al., 2002). Es una proteina del citoesqueleto encargada de la
regulacion del volumen celular (Butterworth, 2001b). Ademas es el principal
componente de los filamentos intermedios de astrocitos diferenciados en el
sistema nervioso central, de hecho, se ha utilizado como marcador de la

integridad astrocitica en estudios inmunohistoquimicos (Sobel et al., 1981). Se
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sugiere que esta pérdida seria capaz de explicar las pérdidas de las
propiedades de los astrocitos, del desequilibrio en la visco-elasticidad 6 la
aparicion del swelling. En el cerebelo, por otra parte, no se observan cambios

en cuanto al cambio de expresion.

Los cambios tanto en la expresion como en la actividad de la glutamina
sintetasa, enzima encargada de la produccion de glutamina, también afecta,
indirectamente, a la arquitectura del astrocito por ser la glutamina un osmolito

celular (sera desarrollado en el apartado siguiente).

[1.3.3- Influencia del amonio en el desarrollo del edema de bajo grado

(hinchazon 6 swelling).

La presencia de los astrocitos de Alzheimer tipo II, descrita en el
apartado anterior, es una de las consecuencias finales de un proceso que
comienza con el desarrollo del edema astrocitario. Asi mismo el descenso de la
GFAP, también afecta a la regulacion del volumen del astrocito. En cultivo de
astrocitos bajo condiciones de hiperamonemia se encuentra elevada la
expresion de la aquaporina-1V, proteina de membrana que regula el
movimiento del agua a través de la membrana celular (Rama Rao et al.,
2003a). Ademas se detecta un incremento en la permeabilidad mitocondrial de
transicion (como consecuencia del incremento de estrés oxidativo y nitrosativo),
fendmeno en el cual se abre un poro especifico en la membrana interna
mitocondrial. Como consecuencia de ello, se colapsa el gradiente iénico, es
decir, desacopla el potencial de la membrana mitocondrial interna, lo que
conlleva a una fosforilacion oxidativa defectuosa y a una disrupcion de la
produccion de ATP, ademas de la generacion de radicales libres. Este
fendmeno ha sido implicado en el inicio del proceso de apoptosis (Kim et al.,
2003).

La estructura del poro mitocondrial de transicion no se conoce con
exactitud pero parece ser que el receptor periférico de benzodiazepinas (RPB)
forma parte de él, ya que se ha descrito la relaciéon del consumo de

benzodiazepinas con el inicio del hinchazén/edema cerebral (Rama Rao et al.,
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2003b). Este receptor es un complejo heterodimero proteico localizado en la
membrana externa mitocondrial de, principalmente, los astrocitos. El
incremento de la permeabilidad mitocondrial de transicion puede ser favorecido
por factores implicados en el desarrollo de la EH como radicales libres,
aumento del calcio intracelular, el NO, pH alcalino y la concentracién de la
glutamina. La ciclosporina A inhibe el funcionamiento del poro, con lo que evita

la formacién del edema.

La activacion de los receptores RPB conduce a un aumento en el
transporte del colesterol hacia el interior mitocondrial (Hazell et al., 1999). Alli
la enzima P450 convierte el colesterol a pregnenolona, precursor de los
neuroesteroides. La alopregnenolona mejora los flujos de cloruro asociados a
los receptores GABA, al ejercer una modulacion positiva sobre ellos (Figura-
16). Estas podrian ser las causas del incremento del tono GABAérgico
encontrado en la EH y ser las responsables de los sintomas caracteristicos
como anormalidades en el ciclo vigilia-suefio, depresion y desequilibrio en el

aprendizaje.

GABA Hewroesteroides (p.ej. Alopregnenolona)
Benzodiazepinas
-

¥ ,
Z sitidsitio uién G454 D s sitid o mﬁaﬁm"a'

Cl-

Hewromnhibicion

Figura-16. Modulacién del receptor de GABA, mediante el neuroesteroide
pregnenolona. BZ sitio: receptor con sitio de union para benzodiazepinas;
GABA: acido y-amino butirico; CI': i6n cloruro; NS sitio: receptor con sitio de
unién para neuoesteroides.
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La induccién de la permeabilidad mitocondrial no so6lo parece estar
inducido por el amonio “per se”, sino también por la glutamina ya que la
metionina sulfoximina (MSO), un inhibidor de la glutamina sintetasa, bloquea la
permeabilidad mitocondrial inducida por el amonio, sugiriendo que la glutamina
podria ser la responsable de la permeabilidad mitocondrial inducida por el
amonio (Albrecht and Norenberg, 2006; Bai et al., 2001). También se ha
observado que la glutamina es capaz de inducir permeabilidad mitocondrial
directamente en cultivo de astrocitos (Rama Rao et al., 2003d).

Por otro lado, el aumento de la sintesis del factor de necrosis tumoral a
(TNF-a) en situaciones de hiponatremia, de interleuquinas 1 y 6 (IL-13, IL-6)
se ha descrito que esta asociado a la formacion del edema astrocitario

(Haussinger et al., 2002).

La acumulacién de glutamina en los astrocitos de los ganglios basales y
corteza es otra caracteristica detectada en condiciones de hiperamonemia, y
sin la previsible induccion de la glutamina sintetasa. La glutamina es un
aminoacido osmoético y por tanto su acumulacion podria provocar un
incremento en la captacion de agua para regular la osmolaridad del astrocito,
favoreciendo el edema. Este hecho hace que se incremente la presion
intracraneal, lo que supone una importante causa de mortalidad en pacientes
con fallo hepatico agudo (Jover et al., 2005). Como mecanismo
compensatorio, se detecta un descenso de los niveles de mioinositol y colina
(Spahr, et al., 2000), como consecuencia de la metabolizacién cerebral del
amonio hacia la sintesis de glutamina que provoca una acumulacion de la

misma y la salida de otros osmolitos como el mioinositol y la colina.

La entrada de esta glutamina en la mitocondria del astrocito, y su
desdoblamiento a amonio y glutamato por la accién de la glutaminasa podria
generar mas amonio, persistiendo el estado de hiperamonemia. El bloqueo de
la sintesis de los niveles de glutamina y la normalizacién de sus niveles con

MSO parece prevenir la aparicion del edema (Albrecht et al., 2010).
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El edema generado en el astrocito por el estado de hiperamonemia
altera el funcionamiento normal del mismo, de manera que no se desarrollan
las principales funciones de mantenimiento del medio extracelular perineural, la
captacion del potasio sobrante, liberacion de neurotransmisores y la
canalizacion de las sefales intercelulares cerebrales, 1o que conlleva a una
neurotransmision defectuosa, a una alteracion del transporte de metabolitos
entre los astrocitos y las neuronas (comunicacién) y, por ultimo, a una

disfuncion neuronal presente en la EH.

Como consecuencia directa del incremento de este aminoacido en el
cerebro, se intenta favorecer su eliminacién por intercambio activo, a traves de
la barrera hematoencefalica, con aminoacidos plasmaticos neutros y no
osmoticamente activos (valina, leucina, isoleucina, triptéfano, fenilalanina y
tirosina). Como consecuencia del aumento del catabolismo muscular y/o a un
defecto de la desaminacién hepatica (Morgan et al., 1978), la concentracion
plasmatica de los aminoacidos aromaticos es mayor que la de los aminoacidos
ramificados, por lo cual el intercambio se hace fundamentalmente con los
aminoacidos aromaticos, aumentando éstos a nivel cerebral de manera
notable. Como consecuencia se sintetizan falsos neurotransmisores como la
octopamina y la feniletanolamina, que compiten con las catecolaminas y la

dopamina, neurotransmisores habituales (James et al., 1979).

[1.3.4- Influencia del amonio en moléculas relacionadas con la

neurotransmision.

El amonio es capaz de modificar la transmision sinaptica directamente al
inhibir la salida del i6n cloruro en las neuronas post-sinapticas y por causar

depresion en la transmisién sinaptica (Faint, 2006).

Los efectos del amonio en el transporte del glutamato, asi como en la
sintesis del lactato y en la de los neuroesteroides via receptores RPB,
alterarian la comunicacién establecida entre las neuronas y los astrocitos

descrita en la Figura-I7, modificando el amonio las bases de la excitacion y la
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inhibicion neural (via glutamato y GABA) y consecuentemente proporcionar una

explicacion convincente para la compleja y rapida evolucion de los sintomas

caracteristicos de la EH.

Hewrona Hewrona
glutamatérgica Astrocito BAérgica

\iGIn

D w
P ® | %,

GABA

"y
Glu Pregnenclona GABA

Mopregnenclona

A
Y

Hewrona
post-sinaptica

Hewrona
post-sinaptica

Figura-17. Modulacion tanto de la ruta excitatoria (glutamatérgica) como
inhibitoria (GABAérgica) en la comunicaciébn neurona-astrocito como en
astrocito-neurona. GIn: glutamina; Glu: glutamato; NHjz: amonio; EAAT-2:
receptor de glutamato; RPB: receptor periférico de benzodiazepina; NMDAg:
receptor NMDA (para glutamato); Ca,": ién calcio; NOS: 6xido nitrico sintetasa;
NO: éxido nitrico; NS sitio: receptor con sitio de unién para neuroesteroides;
GS: glutamina sintetasa; GABA,: receptor para GABA; Mito: mitocondria; GAD:

glutamato descarboxilasa.

La expresion de la monoamina oxidasa (MAO), enzima encargada de
metabolizar la serotonina a acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) y localizada en
la membrana externa mitocondrial de las neuronas monoaminérgicas, esta
aumentada en pacientes con EH, lo que conlleva a una disfuncién en la
neurotransmisiéon serotoninérgica y a una posible alteracion en el ritmo vigilia

suefio y de conducta que aparecen en la EH (Butterworth, 2001a).
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El incremento en la densidad de los RPB que aparece en astrocitos
(citado anteriormente) se relaciona con el incremento en el transporte de
colesterol al interior mitocondrial, lo que provoca la sintesis de neuroesteroides,
potentes estimuladores del receptor GABA4, 10 que favorece la neuroinhibicién
(Ahboucha et al., 2003).

La neurotransmision glutamatérgica (glutamato principal
neuroestimulador) también se encuentra afectada con la hiperamonemia: una
disminucion en la expresion de los receptores EAAT-1 y EAAT-2
(transportadores de glutamato; excitatory amino-acid transporter) en los
astrocitos impide la recaptacion hacia el astrocito provocando un incremento
del glutamato extracelular, dificultando la sintesis de glutamina en el interior del
astrocito lo que evita la detoxificacion del amonio y se relaciona directamente

con el estrés oxidativo (Chan and Butterworth, 2006).

También la neurotransmision de la glicina (neuroinhibidor): una
disminucién del transportador GLYT-1, lo que genera que la glicina se acumule
extracelularmente, provocando una alteracion en la excitabilidad neuronal

(Haussinger et al., 2002).

El estado de hiperamonemia genera una mayor expresion en los niveles
de expresion de los receptores para glucosa, GLUT-1, encargados del
transporte de la glucosa hacia el interior del astrocito. Esto se traduce en un
incremento en la glucolisis y el consecuente incremento en la producciéon de
lactato (Butterworth, 2003).

La deposicion de la neurotoxina manganeso en los ganglios basales ha
sido implicada en la patogénesis de la EH (Spahr et al., 2000). El manganeso
como cation bivalente (Mn;") inhibe la fosforilacion mitocondrial oxidativa, por lo
que disminuye los niveles de ATP e incrementa los de lactato. Este metal
induce alteracion en el sistema dopaminérgico responsable de las alteraciones
motoras en la EH por un incremento en la conversién a dopamina (Butterworth

et al., 1995) en el sistema GABAérgico, por la estimulacién de proteinas
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translocadoras en los astrocitos (Talwalkar and Kamath, 2005), asi como de
cambios estructurales en los astrocitos como la aparicion de los astrocitos de
Alzheimer tipo Il (Aschner, et al., 1992).

I1.3.5- Influencia del amonio en la homeostasis del 6xido nitrico y del
GMPc.

El amonio induce nitracion de las proteinas (Brick et al., 2011). Se ha
visto que la actividad de la 6xido nitrico sintetasa (NOS) esté incrementada en
modelos de animales de EH (Rama Rao et al., 1997) y se han observado
niveles elevados de NO en el cerebro. Por lo que la hipotesis de que el estrés
oxidativo y nitrosativo juega un papel importante en la fisiopatologia de la EH
es cada vez mayor (Gorg et al., 2003).

El amonio estimula la captacion del aminoacido L-arginina, precursor del
oxido nitrico (NO) (Rama Rao et al., 1997), ademas la actividad cerebral de la
oxido nitrico sintetasa se encuentra elevada en estados de hiperamonemia, lo
cual conlleva a un incremento de la produccién del NO (Jover et al., 2005).
Pero la L-arginina puede actuar como precursor del glutamato, con lo que la
recaptacion de este aminoacido podria favorecer el incremento de glutamina

derivada del glutamato.

El amonio, también produce sobre-estimulacién de los receptores N-
metil-D-aspartato (NMDA) de glutamato en las neuronas post-sinapticas
(Figura- 18). La activacion ionotropica de estos receptores conduce a un
incremento en la entrada de Ca?*, que puede unirse a la calmodulina, la cual
activaria a la oxido nitrico sintetasa neuronal, elevandose las concentraciones
de NO. Este NO puede, por un lado, difundir hasta el astrocito e inhibir la
glutamina sintetasa por nitrosilacion, inhibiendo la Unica via de detoxificacién
del amonio (Master et al., 1999), y/o por otro lado, podria activar la guanilato
ciclasa soluble (GSs), aumentandose los niveles de guanosina monofosfato
ciclico (GMPc). La activacibn de la via glutamato-NO-GMPc modula

importantes procesos cerebrales como la comunicacién intercelular, ritmos
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circadianos (por ejemplo vigilia-suefio), potenciacion a largo plazo y algunas
formas de aprendizaje y de memoria (Boulton et al., 1995).

Heuwrona
pre-sinaptica

Astrocito 2
Asirocito 1

Figura-18. Representacion esquematica de la ruta de sefializacion del
glutamato entre neurona-astrocito y entre astrocito-astrocito mediada por
receptores NMDA tanto en la neurona post-sinaptica como en los astrocitos.
GIn: glutamina; Glu: glutamato; NMDAR: receptor NMDA (para glutamato);
GS: glutamina sintetasa; EATT-2: receptor para glutamato.

Este NO producido también podria estar implicado en el desarrollo del
edema cerebral y el consiguiente deterioro cognitivo (Rama Rao et al., 2002).
Cultivos de astrocitos de la corteza expuestos a amonio presentan estrés
oxidativo-nitrosativo, reflejAndose en dos aspectos: (a) un incremento en la
expresion de la oOxido nitrico sintetasa neuronal (NOSI; implicada en la
comunicacion celular) como en la inducible (iNOS 6 NOSII; implicada en la
defensa inmune contra patégenos) (Murthy et al., 2001); y (b) un incremento
en la hemo-oxigenasa (HO-1) en el cerebro debido a la devascularizacién
(Butterworth., 2010).
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[1.3.6- Influencia del amonio en el estrés oxidativo.

El estado de hiperamonemia genera un incremento en la produccion de
radicales libres superédxidos, una disminuciéon de la actividad de enzimas
antioxidantes en el cerebro como glutation peroxidasa, superéxido dismutasa y
catalasa (Rama Rao et al., 1995), una disminucion de la superdxido dismutasa
dependiente de Cu/Zn y la aparicién pigmentos de lipofusina en el interior de
los astrocitos como signo de peroxidacion lipidica (Norenberg, 1981). Por
tanto, el exceso de amonio contribuye a la alteracién del estado redox de la

célula.

Una diana de la nitracion de proteinas es la glutamina sintetasa (GS).
Esta enzima cataliza la amidacion del glutamato a glutamina, reaccion ATP
dependiente. No existen evidencias de la induccion de la GS tanto en fallo
hepatico crénico como agudo, lo que si disminuye moderadamente es su
actividad (Figura-19). En fallo hepatico agudo, la sintesis de novo de la
glutamina no aumenta, la acumulacién de la misma parece ser debida a
mecanismos tales como la disminucion de la degradacion por la glutaminasa 6

por la inhibicion de la glutamina liberada (Zwingmann et al., 2003).

La actividad de la GS en el cerebro estd disminuida en ratas con
derivacion porto-cava. Esto contrasta, en cambio, con el incremento de
actividad en el musculo. Este desequilibrio en la actividad de la GS y por tanto
en el balance del amonio, hacen que las concentraciones de amonio en el

cerebro lleguen a alcanzar niveles de 5 mM de amonio (Swain et al., 1992).

El grupo de Norenberg (Jayakumar et al., 2002) public6 que los
ligandos de los RPB inducian la nitraciéon de proteinas tanto en cultivos de
astrocitos como en el cerebro de ratas con EH, por lo que las benzodiazepinas

agravan los sintomas de esta patologia.
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Terminal nervioso Astrocito
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Figura-19. Liberacion del glutamato por el terminal pre-singptico para
estimular el receptor de glutamato NMDA post-sinaptico. El exceso de
glutamato es rapidamente retirado por el transportador EAAT-2 en el
astrocito y convertido a glutamina por la via de la GS. La activacion de
los receptores NMDA activa la ruta de sefializacion del NO, donde la
produccion del NO vy la nitracion de la GS ocurren como consecuencia
del incremento de amonio en el cerebro. Gin: glutamina; Glu: glutamato;
NMDARg: receptor NMDA (para glutamato); GS: glutamina sintetasa;
EATT-2: receptor para glutamato. Ca,": i6n calcio; NOS: éxido nitrico

sintetasa; NO: 6xido nitrico.

En hiperamonemia, el cociente glutamina/glutamato se encuentra

alterado. El glutation es el principal antioxidante intracelular, sintetizado a partir
de estos aminoacidos, entre otros. La alteracion del cociente no favorece la

sintesis del glutation, lo que podria llevar a una serie de implicaciones

patolégicas.

-31-



- Introduccién -

En pacientes con fallo hepético fulminante y EH se produce una
respuesta inflamatoria sistémica que agrava la EH. En ella, se liberan
citoquinas, que se unen a los receptores en las células endoteliales o bien
estas citoquinas pueden ser generadas en los astrocitos, como la IL-1. La IL-1
provoca un incremento en la liberacion de NO, de radicales libres y de
prostaglandinas, que son factores que favorecen la toxicidad del amonio.
Ademas, estas citoquinas pueden modular la neurotransmisién glutamatérgica
al inhibir la recaptacion astrocitaria de glutamato, dificultando la detoxificacion
del amonio (Hu, et al., 2000). También, citoquinas como el TNF puede modular
el flujo sanguineo cerebral, y potenciar el edema astrocito. Con lo cual la
respuesta inflamatoria sistémica podria influir sobre las manifestaciones
clinicas de la EH (Wright and Jalan, 2007).

A continuacion, en los siguientes apartados, vamos a desarrollar los dos
abordajes que hemos realizado para estudiar como afectaria la desregulacion

gue ocurre en la EH en los sistemas antioxidantes de las ratas con esta

patologia:

) por un lado, vamos a analizar si existen alteraciones en el patrén
de la expresion de las proteinas, para lo cual vamos a utilizar la
técnica de Differential In Gel Electrophoresis (DIGE).

i) por otro lado, vamos a analizar las modificaciones post-

traduccionales de las proteinas utilizando para ello el marcaje y

deteccion de los grupos carbonilo.

-32-



- Introduccién -

lll. Metodologia aplicada en el anélisis diferencial de proteinas.

El abordaje del estudio de la expresion diferencial de proteinas puede

)

hacerse mediante dos técnicas:

electroforesis bidimensional (2D), abordaje clésico, donde para

tefiir los geles se utilizan las tinciones como la tincién con plata,

con Coomassie o con Sypro-Ruby.

tincién / “marcaje”

DIGE, que utiliza un sistema de fluor6foros como sistema de

La metodologia clasica utilizada es la citada en primer lugar, pero si

analizamos las ventajas e inconvenientes de ambas, podriamos decir que la
segunda, DIGE, presenta mayores ventajas, ademas de ser mas cémoda,
rapida y fiable (Figura-110).

Sensibilidad

Linealidad/
Rango dinamico

Estandar
interno

Facilidad de
manejo

Reproducibilidad

Analisis por
masas

Coste
economico

[Electroforesis bidimensional (2D)] [ DIGE
Tincion Coomassie || SyproRuby
con plata
Muy alta Media Alta Muy alta
Baja Media Alta Muy alta
No No No Si
Varios Facil Fagcil Media
pasos
Baja Baja Baja Muy alta
Media Dificil Dificil Facil
Bajo Medio Medio Elevado

Figura-110. Ventajas e inconvenientes de ambas técnicas.
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[1l.1- Differential In Gel Electrophoresis (DIGE).

La técnica DIGE consiste, brevemente, en una electroforesis
bidimensional donde la muestra es marcada con un sistema de fluoréforos
(Cy2, Cy3, Cy5) y es analizada mediante un programa informético (DeCyder
software) que nos facilita el “macheo” o comparacion de los spots (manchas

correspondiente a las proteinas), ademas de su estudio estadistico.

El concepto de DIGE fue originalmente desarrollado por el grupo de
Minden y colaboraboradores (Unlu et al., 1997). Para analizar mediante esta
técnica dos muestras, se marcan covalentemente con fluoréforos, Cy3 y Cyb5,
respectivamente, a nivel de restos de lisina. Estas proteinas marcadas se

mezclan y se separan en un mismo gel 2D.

Las reacciones de marcaje suelen llevarse a cabo bajo condiciones de
‘marcaje minimo” (minimal labeled): los minimal dyes tienen un grupo N-
hidroxisuccinimidil-ester reactivo disefiado para unirse covalentemente al grupo
e-amino de los residuos de lisina formando un enlace tipo amida mediante una
sustitucion nucleofiica (Figura-111). Esto conlleva a que sélo un 20% de las
moléculas de una proteina en particular sean modificadas covalentemente con
una molécula de fluoréforo, es decir, que la cantidad usada de fluoroforo para
marcar las muestras esta controlada, de forma que so6lo un 3% lo hacen en
exceso. Este marcaje no afecta a la movilidad de las proteinas en el gel ni

interfiere en la identificacion por espectrometria de masas (Zhou et al., 2002).

La excitacion de los fluoréforos, con una longitud de onda diferente para
cada fluoréforo (Figura-112), permite la captacion de la imagen del patrén de
proteinas. Luego, mediante un software adecuado (Decyder 7.0) se pueden
comparar las imagenes bidimensionales del proteoma de cada una de las
muestras analizadas y cuantificar la intensidad de la fluorescencia de cada

spot.
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Figura-111. Reaccion del fluoroforo con un resto de
lisina (minimal labeling).

La incorporacion del estandar interno (mezcla o pool de todas las
muestras analizadas en los geles), marcado con Cy2 y tratado de igual forma
gue si fuese otra muestra y la posibilidad de comparar directamente en el
mismo gel las muestras (normalizacion) permite minimizar el problema de
reproducibilidad o variacion entre geles comparado con las técnicas de 2D
convencionales, ademas de reducir el numero de geles necesarios por
experimento. Otra ventaja afladida a este método es que requiere menor
tiempo de deteccion de los spots (el marcaje con los fluor6foros es mas o
menos 45 min) en comparacion con la tincién con plata (>1 hora) o la tincion
con Sypro-Ruby (toda la noche) ademas de un mayor rango de deteccion

(0.125ng- 10ug; rango inferior al detectado en espectrometria de masas).

La estructura de los tres fluoréforos es similar, la sustitucion nucleofilica
de una lisina con un grupo €-amino forma una amida, pero son espectralmente
diferentes (Figura-113). Los fluoroforos tienen una masa muy similar y estan
cargados positivamente para compensar la carga de la lisina. La masa y la
carga compensadas nos aseguran que todas las muestras migran junto a los
fluoréforos hacia el mismo punto en la electroforesis. En la reaccion de
marcaje, el cociente dye: marcaje de proteina, permanece bajo. Esto nos
asegura que las proteinas s6lo se marcan con una so6la molécula de fluoroforo
(Tonge et al., 2001).
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Figura-

112.
Espectro de excitacién y emision (coloreado) para
CyDye DIGE Fluor Cy2, Cy3, Cy5.

En la Figura-114 se muestra esquematicamente el disefio experimental

con tres fluoréforos para el procedimiento basico seguido en nuestro estudio.
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Figura-113. Estructura de de los fluoréforos derivados de

cianinas (cianine dyes)

Marcaje por saturacion.

- Introduccién -

Lo comentado, con anterioridad es referido a un tipo de marcaje llamado

“‘marcaje minimo”, que suele utilizarse cuando la cantidad de muestra no es

limitante. Existe otro tipo de marcaje que tiene mayor sensibilidad para

muestras poco abundantes (5ug para cada reaccion de marcaje). Las proteinas

se marcan con unos nuevos fluoroforos derivados de la maleidimida (maleimida

cianina dyes, generalmente utilizados para el Cy3 y Cy5). Estos estan

disefiados para unirse covalentemente a los grupos sulfhidrilos de los residuos

de cisteinas mediante un enlace tioeter.
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Figura-114. Esquema general del método Differential In-Gel
Electrophoresis (DIGE). Disefio experimental con tres fluoréforos,
incluyendo muestras A, B y un estandar interno (mezcla de igual cantidad
de todas las muestras incluidas en el experimento). Cada una es marcada
con los fluor6foros Cy3, Cy5 y Cy2, respectivamente. Las muestras
marcadas se mezclan y se resuelven en un gel 2D. El patrén de spots de
proteinas se visualiza alternativamente excitando con diferentes longitudes
de onda los fluoréforos. La imagen del gel se analiza mediante el software
DeCyder, utilizando el estandar para normalizar. Se realiza el andlisis
estadistico y las proteinas con expresion diferencial son identificadas
mediante espectrometria de masas a partir de un gel preparativo tefiido
con plata o con Sypro-Ruby.

- Introduccién -
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Para obtener el maximo nimero de cisteinas marcadas, se requiere una
gran proporcion de fluoroforo (marcador), de ahi el nombre de “saturation”. De
esta manera se pretenden marcar todas las cisteinas disponibles para cada
proteina.

En este caso, no se utiliza el estandar interno.

Los spots (manchas) se pueden picar directamente del gel, eliminando el
paso de tener que hacer un gel preparativo (Shaw et al., 2003).

IV. Una vision bioquimica global.

La finalidad de este apartado no es dar una vision detallada y
comprensiva sobre los mecanismos de oxidacion de las proteinas, ya que esto
se puede encontrar en cualquiera de las siguientes revisiones (Xu and
Chance, 2007; Dalle-Donne et al, 2006; Imlay, 2003; Hawkins and Davies,
2001; Stadtman and Berlet, 1997; Stadtman, 1993). Su finalidad es
proporcionar una vision global sobre los productos que se forman en la
oxidacion de las proteinas en términos de diversidad y especificidad quimica
con el fin de resaltar las posibles estrategias analiticas y actuales retos de la

protedmica redox.

Las modificaciones oxidativas de las proteinas tienen lugar por el ataque
de especies reactivas de oxigeno (ERO) tales como el perdxido de hidrégeno
(H20>), anién superodxido (O2), o el radical hidroxilo (OH®), y especies reactivas
de nitrogeno (ERN) tales como el NO, nitrato (NOg3), nitrito (NOy), y
peroxinitritos (ONOQO’), como se muestra en la Figura-I15 (Beckman and
Koppenol, 1996).
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Estas especies pueden estar presentes en el medioambiente o aparecer
como co-productos naturales del metabolismo del oxigeno y el nitrégeno, o
bien como una interaccidén entre ambas situaciones. Como ya hemos indicado
anteriormente, el ataque de las proteinas por estas especies altamente
reactivas puede conducir a la modificacion de cadenas aminoacidicas laterales,
roturas de la cadena proteica, generacion de grupos carbonilos y formacién de
entrecruzamientos (crosslinking) complejos de cadenas proteicas. Algunas
reacciones son limitadas y especificas de determinados restos aminoacidicos,
mientras que otras dan lugar a una amplia gama no especifica de

modificaciones.

O,
Oy = H.0;
= bound Fe
P l/ 'r':\\n
Uy =F
HCIO D=Fe
ONOO- OlH
ROO— RO’

Figura-115. Especies reactivas de oxigeno
(ERO) y especies reactivas de nitrégeno
(ERN). SOD: superoéxido dismutasa.

Ademas, las sustancias oxigenadas y nitrogenadas activas también son
responsables del dafio de las bases del DNA y de los monémeros de los
hidratos de carbono (polisacaridos, principalmente), y de la degradacion de
lipidos a través de procesos de peroxidacion, cuyos sub-productos también

pueden reaccionar con las proteinas, modificandolas.

En la célula, en condiciones homeostéaticas-fisiologicas, se van
produciendo modificaciones oxidativas. Cuando éstas modificaciones se van
acumulando, la célula se va adaptando hasta que pasado un cierto valor se va

alcanzando un estado de estrés, que si no es elimnado por
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procesos/moléculas antioxidantes se van a generar dafios que afectaran al
funcionamiento o a la fisiologia de la célula (Figura-116).

Reversible Irreversible

ﬂ NO»
OH
i \
2 0=§=0 @
0:¢-OH

Homeostatica/Fisiologica Adaptacion/Estrés Maladaptativa/Dafio

Figura-116. Relacion entre la continuidad de las modificaciones
redox, los niveles de ERO/ERN y sus consecuencias

IV.1.- Oxidacion y rotura de la cadena polipeptidica.

El esqueleto peptidico puede ser atacado por el radical hidroxilo sobre el
carbono-a de los restos aminoacidicos, dando lugar a la formacion de un
radical centrado en carbono (carbon-center radical). Bajo condiciones
anaerobias, dos de estos radicales centrados en carbono se pueden combinar
para formar un entrecruzamiento intra- o inter-proteico (ver mas abajo). En
presencia de oxigeno, se puede afiadir un grupo hidroxilo a este radical
centrado en carbono. Seguidamente, el carbono-a hidroxilado puede sufrir la
rotura de la cadena polipeptidica a nivel del enlace N-C a través de la via de a-
amidacion, formandose un grupo amida en el extremo C-terminal de la parte N-
terminal de la proteina, y un residuo a-ceto-acil en el extremo N-terminal de la
parte C-terminal de la proteina (Stadtman, 2006, 1993; Davies, 2005;
Hawkins and Davies, 2001)
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El mismo radical centrado en carbono puede ser atacado por O, e
inducir la rotura de la cadena polipeptidica, a nivel de un enlace C-C, a través
de la via de la diamida, como se muestra en la Figura-I17. La via de la diamida
inicialmente induce la rotura, dejando un derivado diamidico en el extremo C-
terminal de la parte N-terminal, y un derivado isocianato en el extremo N-
terminal de la parte C-terminal de la proteina, que espontaneamente forma el
derivado que se muestra en la parte inferior de la Figura-117 (Stadman, 2006).

Proty._ Ra
NH HN
>—<\ C—NH  Prot,
Ry ©0 O H
Ry O
diamide pathway:
Proty—NH OH R’\(O HoN Prot;
Ry © OH Ry O
a-amidation pathway:
Prot Re
o
"SNH  NH, o
H NH Prot,
R, o} o H
Ry O

Figura-117. Esquemas de las vias de la diamida
y de la a-amidacion.

Adicionalmente, la oxidacion de restos aminoacidicos de glutamico y
prolina también pueden conducir a la rotura de la cadena polipeptidica. Como
se muestra en la Figura-I18, la rotura a nivel del resto de glutamilo libera una
amida en el extremo C-terminal de la parte N-terminal de la proteina, y un resto
de piruvil en el extremo N-terminal de la parte C-terminal de la proteina,
mientras que la oxidacion de restos de prolina libera dos fragmentos proteicos

con extremos convencionales y acido a-amino-butirico (Stadman, 2006).
Por ultimo, la escision-B puede ocurrir a través de un ataque radical

sobre la posicion-p (C3), como se muestra en la Figura-119 (Headlam and
Davies, 2004; Hawkins and Davies, 2001; Stadman, 1993): la liberacion de la
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cadena lateral como un compuesto carbonilico genera un radical sobre el

carbono-a, que seguidamente facilita la rotura de la cadena polipeptidica a

través de un mecanismo similar al de la via de la diamida o de la via de la a-

amidacion.

glutamyl

o]

prolyl 2-pyrolidone

e

HzN/\/YO

OH
a-amino butyric acid

H O
Prot, _N Prot, Prot NH O, HN—Prot;
[PL N S
0
HO®O HyC o
pyruwyl

Proty—COOH

P
- o
o]
/[L &i p.m,JLN + HN—Proty + H,0 + CO;
Proty N

Figura-118. Rotura de la cadena polipeptidica por oxidacion de

restos aminoacidicos de glutamico y prolina.

R
R'
Prot;—NH HN
C—NH Prot,
4
Ry O O

.

Prot;—NH HN
H }—NH Prot,

R4 o O

Ry ©

Figura-119. Esquema de la B-escision.
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IV.2.- Carbonilacion de proteinas.

Los grupos carbonilos en las proteinas se forman por la oxidacién de las
cadenas laterales de restos aminoacidicos de prolina, arginina, lisina (Figura-
120) y treonina (Nystrom, 2005; Hawkins and Davies, 2001; Levine and
Stadman, 2001). Estos grupos carbonilos también pueden generarse como
consecuencia de la rotura de la cadena polipeptidica por via de la a-amidacién
o B-escisién. Alternativamente, estos grupos pueden introducirse en las
proteinas mediante una adicion de tipo Michel de aldehidos insaturados
producidos por peroxidacion lipidica, siendo la adicion de 4-hidroxi-2-nonenal
sobre restos de cisteina, histidina y lisina el principal fendémeno, tal como se
muestra en la Figura-121 (Burcham and Kuhan, 1996; Yoritaka et al., 1996;
Uchida and Stadman, 1993; Esterbauer et al., 1991).

. Lysine
Proline g fomie o O Ptz
Prot, il
o Prot; Pth)LN
o Prot; »
>\._N NH
Prot, HN
¢ ¢NH, HaN ¢
o Prot; Q O.__Prot,
NH ©O o
(o] Prot, )l\
>—N Proty Proty u
Proty HO HO NH
H HN%
NH, H;N™ TOH
Unimod 35
Mono=15.994915 . *
Av=15.9994 Monomids 053433
lono=-43 |
Av=-43.0711 o O
Prot; )]\
o Prot; N
o
>—NH HO
P
roty \o Unimod 352
Mono=-1.031634
. Av=-1.0311
G!utamxc Aminoadipic Prot,
semialdehyde semialdehyde o
O,
NH
Proty =0

Figura-120. Carbonilacion de la cadena lateral de
restos aminoacidicos.

Como la carbonilacion es el resultado de la introducciéon de grupos

aldehidos y cetonas reactivos en las proteinas, su cuantificacion resulta
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relativamente facil, como discutiremos més abajo, y de hecho su incremento,
en la practica, se considera como un marcador fiable de estrés oxidativo (Dalle-
Donne et al., 2006a; 2005).

Ol

OH
o}
P OH \/\/k(\?
M\S’SH ¥ \/\/l\/\¢0 »
2 = s‘CH,
1
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0
Prot_
HC
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¢ = Wo —— % ——

HO Yo ¥
OH
Prot PM\/j

” .

D A0 "
HaN Z /\/\(‘\/§o
OH

7
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H
0

H
H2
74 N
|
-
N
OH

Figura-121. Introduccion de grupos carbonilos en las proteinas por la adicion de
4-hidroxi-2-nonenal sobre restos de cisteina, histidina o lisina a través de una
adicién tipo Michel.

IV.3.- Tiol y tioésteres en las proteinas.

Los grupos tiol de los restos aminoacidicos de cisteina en las proteinas,
dependiendo de su localizacion y las especies con que interaccionen, pueden
sufrir una gran cantidad de modificaciones oxidativas. Ademas, como las
cisteinas suelen desempefiar un papel importante desde el punto de vista
estructural gracias a la formacion de puentes disulfuros, su estado de oxidacion

es de una importancia capital para la funcién de la proteina.

En los ultimos afios, la oxidacion de las cisteinas se esta reconociendo
cada vez mas como un mecanismo de regulacion basal (Rhee et al., 2000).
Los grupos sulfhidrilos libres pueden sufrir directamente, oxidacion reversible a
acido sulfénico, y con mayor frecuencia oxidaciones irreversibles a acido
sulfinico y sulfénico (Figura-122). Los grupos sulfhidrilos se pueden también
nitrosilar (Hogg, 2002).
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48_ § Disulfide
Potd ) bridge
Prot 2
Sulfenic acid
Prot 1 HO ~ Prot1  ynimod 35
s s—/ Mono=15.994915
HS' Av=159994
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& / Ho_ J
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HoN o Mono=31.989829
Av=31.9988
Prot 1
o ox > Sulfonic acid
HN Prot 1 Be N
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S-glutathionylated S-cysteinylation
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Av=305.3076 Av=119.1423

Figura-122. Principales productos de oxidacion de los
restos de cisteina.

Ademas los grupos sulfhidrilos libres pueden formar también puentes
disulfuros, bien reaccionando con otros grupos sulhidrilos libres de la propia
molécula proteica o de moléculas de glutation (Dalle-Donne et al., 2007;
Fratelli et al., 2004; Dormann et al., 1993; Bergenhem et al., 1986). La S-
glutationalizacion, en la mayoria de los casos, son modificaciones
permanentes, excepto si en la molécula proteica hay un segundo grupo

sulfhidrilo libre susceptible de formar un puente disulfuro intramolecular.

Conjuntamente con la cisteina, los restos de metionina constituyen el
grupo de restos aminoacidico proteicos mas facilmente oxidables. En la
Figura-123 se muestran los productos de oxidacion a que puede dar lugar la
metionina (Vogt, 2005).

El proceso ciclico de oxidacion-reduccion de la metionina NADPH-
dependiente gracias a la tiorredoxina reductasa es un importante mecanismo
antioxidante celular (Stadman et al., 2005, 2003b; Levine et al., 1999, 1996).

El incremento de sulfoxido de metionina con la edad en las proteinas se ha
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encontrado en diferentes tejidos, pero sobre todo en eritrocitos (Stadman et
al., 2005).

Prot Prot Prot
o § — §
S HsC—S$ g
HaC 3 N 0
o) H4C
Methionine Methionine Methionine
sulfoxide sulfone
Unimod 35 Unimod 425
Mono=15.994915 Mono=31.989829
Av=15.9994 Av=31.9988

Figura-123. Productos de oxidacion a que puede dar
lugar la metionina

IV.4.- Nitracion de tirosinas (Nitrotirosinas).

El i6n peroxinitrito (ONOQO") formado como consecuencia de la reaccion
entre el idn superodxido (O2) y el NO (Pacher et al., 2007; Szabo et al., 2007;
Radi, 2004; Alvarez and Radi, 2003; Goldstein et al., 2000, Beckman and
Koppenol, 1999; Patel et al., 1999; Eiserich et al., 1998; Lymar and Hurst,
1998; Murphy et al., 1998; Beckman et al, 1990), es un oxidante muy fuerte,
pero con una vida media muy corta. Una vez formado intravascularmente,
puede experimentar directamente una oxidacién con otras biomoléculas dianas
0 generar radicales que, posteriormente, pueden llevar a cabo reacciones de
oxidacion o nitracion. La nitracion de las tirosinas tiene lugar a través de un
mecanismo en dos etapas: i) formacion de un radical tirosil; ii) el radical tirosil
reacciona con el radical libre NO para formar 3-nitrotirosina (Figura-124)
(Quijano et al., 2005).

HNOO NO

RHN  NHR, ( RAN  NHR, ( RHN  NHR;  NO,

0 OH 0 \ 0 0 OH

Figura-124: Formacion de la 3-nitrotirosina.
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La 3-nitrotirosina se ha mostrado como un buen biomarcador de estrés
nitrosactivo y puede utilizarse en el pronostico de enfermedades coronarias
arteriales (Radi, 2004; Shishehbor et al., 2003), entre otras, y probablemente
también en la EH (Schliess et al., 2004).

IV.5.- Entrecruzamiento de proteinas (Protein crosslinking).

Como ya hemos dicho previamente, la cadena polipeptidica puede ser
atacada por el radical hidroxilo sobre el carbono-a de los restos aminoacidicos,
dando lugar a un radical centrado en un carbono. En ausencia de oxigeno, dos
de estos radicales centrados en carbono pueden combinarse para formar un
entrecruzamiento (crosslinking) intra- o intermolecular. Adicionalmente, los
enlaces entrecruzados también pueden aparecer por la oxidacion de restos de
cisteina intra- o intermoleculares, dando lugar a la formacion de puentes
disulfuro. Por ultimo, también se han descrito otros enlaces entrecruzados
inducidos por oxidacion de restos aminoacidicos especificos, tales como dos
tirosinas para formar ditirosinas (Di Marco et al., 2007), o uniones sulfuro-

nitrégeno (por ejemplo, Cys-Lys y Cys-Arg) (Fu et al., 2002).

V. Metodologia aplicada en ProteGmica-redox.

El campo de la Protedmica redox ha heredado de la Bioquimica clasica
una gran cantidad de metodologia, para el analisis de los productos formados
en la oxidacién de proteinas. Sin embargo, la protedmica intenta analizar todas
las proteinas presentes en una determinada muestra, y la identificacién de las
modificaciones a nivel de restos aminoacidicos. Al mismo tiempo, las
modificaciones oxidativas no son estequiométricas, y presentan una gran
diversidad (fragmentos proteicos con extremos convencionales y no
convencionales, hidroxilaciones, carbonilaciones, oxidacion de cisteinas y

metioninas, nitrotirosinas, entrecruzamiento, sélo por mencionar las mas
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importantes). Como se ha comentado con anterioridad, actualmente no existe
un protocolo proteémico-redox que nos permita estudiar globalmente toda esta
diversidad de modificaciones, teniéndose que centrar en el estudio de

determinados tipos de oxidacion por separado.

A continuacion describimos la metodologia para el estudio de las
principales modificaciones oxidativas que tienen lugar en las proteinas. En
nuestro caso, nos centraremos en la metodologia para el estudio de grupos

carbonilos (carbonilacion)

V.1.- Deteccidn y cuantificacion de grupos carbonilos.

Desde hace tiempo los grupos carbonilos vienen considerandose como
un biomarcador de caracter global de la oxidacion de proteinas. La deteccion
de grupos carbonilos es relativamente sencilla debido a la presencia de grupos
aldehido y/o cetonas reactivos. Estos grupos reaccionan cuantitativamente con
las hidracinas e hidracidas para formar hidrazonas. Por lo que, de esta manera,
puede cuantificarse espectrofotométricamente el contenido en grupos
carbonilos, por ejemplo, utilizando 2,4-dinitrofenil-hidracina (DNPH) (Figura-
125).

O,N

HzN
HN NO,

2. 4-dimitropheny| hydrazide (DNPH)

Figura-125: Esquema de la estructura de la
2,4-dinitrofenil-hidracina (DNPH).

Los resultados, generalmente, se expresan en moles o micromoles de

grupos carbonilos por gramos de proteina (Levine et al., 1994; Reznick and
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Packer, 1994). Este ensayo espectrofotométrico no esta exento de errores,
tales como la presencia de exceso de DNPH (Fagan et al., 1999), o de grupos

carbonilos no-proteicos.

Alternativamente, también se han desarrollado ensayos tipo ELISA para
el estudio cuantitativo de grupos carbonilos derivatizados con DNPH (Alamdari
et al., 2005; Robinson et al., 1999; Buss et al., 1997).

La misma quimica puede utilizarse en combinacion con la electroforesis
en geles, seguida de inmunodeteccién (Yan et al., 1998; Nakamura and Goto,
1996).

Como alternativa a los métodos basados en las hidracinas e hidracinas,
Yoo y Regnier (Yoo and Regnier, 2004) han desarrollado un método basado
en la biotinilacion para el marcaje especifico de proteinas carboniladas

separadas por electroforesis bidimensional (2D) (Figura-126).

H

o HN—?°
HzN"N/‘KN\é:ﬁH
S

Biotin hydrazide

Figura-126: Esquema de la estructura del
reactivo Biotin hydrazide utilizado para el
marcaje especifico de las proteinas
carboniladas separadas mediante 2D.

Frecuentemente las proteinas carboniladas necesitan concentrarse y/o
aislarse, ya que no estan en concentraciones suficientes o para evitar
interferencias analiticas debido a la presencia de otras proteinas mayoritarias,

sobre todo en los analisis por espectrometria de masas (MS).
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V.2.- Enriquecimiento de proteinas carboniladas.

El enriquecimiento en proteinas carboniladas puede llevarse a cabo de

varias maneras que describiremos a continuacion.

Una posible estrategia es usar la derivatizacibon con DNPH en
combinacién con anticuerpos anti-DNPH para precipitar las proteinas marcadas
(proteinas carboniladas), tal como England y Cotter han demostrado en el
estudio de la oxidacion de proteinas del reticulo endoplasmatico de células HL-
60 mediante electroforesis 2D e lonizacion Desorcion asistida por Laser con
una Matriz (MALDI-TOF MS) (England and Cotter, 2004), y por Kristensen et
al., (Kristensen et al., 2004) en el estudio de la oxidacion de las proteinas
mitocondriales del arroz mediante 2D Liquid Chromatography masas/masas
(LC-MS/MS).

Otra alternativa es el marcaje por afinidad para el aislamiento especifico
de las proteinas carboniladas. Por ejemplo, usando hidracina-biotinilada para
marcar los grupos ceto y aldehido y columnas de avidina para el aislamiento
especifico de las proteinas o péptidos derivatizados (Meany et al., 2007,
Mirzaei and Regnier, 2007, 2006a, 2005; Temple et al., 2006; Soreghman et
al., 2003).

Recientemente, Mirzaei y Regnier (Mirzaei and Regner, 2007) han
comparado tres diferentes estrategias basadas en el marcaje de grupos
carbonilos con hidracina-biotinilada antes de su analisis por espectrometria de
masas: separacion por cromatografia de afinidad, proteolisis y Reverse Phase-
High Performance Liquid Chrpomatography (RP-HPLC). Ellos han encontrado
gue la realizacion de la separacién por cromatografia de afinidad y luego la
cromatografia RP-HPLC a nivel de proteina, antes de la proteolisis y la
identificacion por espectrometria de masas, proporcionan mayor cantidad de
informacion, ya que el trabajo con las proteinas integras permite la deteccién

de las modificaciones por crosslinking o de proteinas truncadas.

-51-



- Introduccién -

Roe et al (Roe et al., 2007) utilizando una aproximacién similar, han
derivatizado directamente bolitas de cristal con grupos hidracida, permitiendo la
separacion de las proteinas carboniladas por simple decantacion o

centrifugacion.

Una técnica que facilita la concentracion de la muestra es la
inmunoprecipitacion con Dynabeads® Protein-A or Protein-G desarrollada por
Invitrogen (Budde et al., 2001). Las Dynabeads® son particulas magnéticas
esféricas a las que se les une bien la proteina A o bien la proteina G (Figura-
127). Combinando la distinta capacidad de union de estas proteinas por los
diferentes tipos de inmunoglobulinas y la posibilidad de separarlas con un iman
podemos inmunoprecipitar las proteinas de interés, en este caso las

carboniladas, ya que como anticuerpo utilizamos un anti-DNP.
Recientemente el grupo de Regnier ha desarrollado un reactivo diferente

para marcar los grupos carbonilos: el reactivo de Girard-P (Figura-128), que

consta de un grupo hidracina unido a un brazo con carga positiva permanente.
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Figura-127: Aislamiento de la proteina diana
utilizando el anticuerpo especifico y Dynabeads.

HaN

O
HN‘(j ':'D Girard-P reagent
\

Figura-128: Esquema de la estructura del reactivo de
Girard-P desarrollado por el equipo de Regnier
(Mirzaei and Reigner, 2006 b, c)

Utilizando este reactivo en combinacion con la cromatografia de
intercambio cationico fuerte, estos autores han sido capaces de enriquecer sus
muestras en péptidos y/o proteinas carboniladas y cuantificarlos gracias al

marcaje isotépico con el reactivo de Girard-P.
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Por dltimo, recientemente han introducido el denominado Oxidation
dependent element coded affinity tags (O-ECAT), que son reactivos que llevan
un grupo amino-oxy capaz de formar enlaces covalentes con aldehidos y
cetonas, y un grupo quelante de metales (Figura-129) (Lee et al., 2006). El uso
de anticuerpos anti-grupo quelante metalico, permite la seleccién, aislamiento y
enriquecimiento de los péptidos/proteinas derivatizados. Utilizando reactivos
cargados con diferentes metales podemos utilizar este procedimiento de

manera cuantitativa en los analisis por MS.

OH
O\ OH /_«
N ©
Y T
0/\6( T N)\)OL O-ECAT
Z —_ OH
0
HO

Figura-129: Esquema de la estructura coman de
los denominados O-ECAT.
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MATERIALES Y METODOS

|. Procedencia de reactivos quimicos, bioquimicos y aparatos.

Todos los reactivos y materiales utilizados han sido de calidad analitica,
de las siguientes empresas: Sigma-Aldrich, Bio-Rad, Gealthcare-Biosciences,
Invitrogen, Dako-Cytomation, Millipore, Epppendorf, Waters, Pierce, Beckam
Braun, Heraeus, Sartoruis, Qiagen Hilder, Fujifilm, National Labnet, Laser

Biolabs, Favorgen Biotech Corp, Romero y Applied Biosystem.

Los detalles especificos sobre cada uno de ellos se indican en el

correspondiente apartado.

[I. Material biologico: Operacion de animales y extraccion de

tejido.

II.1.- Animales experimentales.

Se han utilizado ratas Wistar (Rattus norvegicus), machos de 250-350g
de peso procedentes del animalario de Espartinas (Universidad de Sevilla).
Para la produccién del estado de EH se ha utilizado el modelo animal:

derivacion porto-cava (Jover, 2006).

Los animales se han dividido en dos grupos: animales operados a los
gue se les practica una derivacion porto-cava (ratas-dpc; para producirle EH), y
animales sometidos a las mismas condiciones de la intervencion quirurgica,
pero en las que no se realiza la anastomosis (ratas-sham) (Figura-M&M1). Los
animales se alimentaron con una dieta estandar (Panlab, Barcelona, Espafia),

de composicién: 54% carbohidratos, 12% proteinas (caseina) y 5% lipidos,
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siendo el resto material no digerible. Los animales se mantuvieron bajo
condiciones estandares de luz (12 horas luz /12 horas oscuridad), temperatura
de 23+2 °C, humedad del 60-70 % y con libre acceso tanto a la comida como al
agua. Los animales tras la intervencion, se han mantenido, bajo las mismas
condiciones, durante un periodo de 6 semanas. El cuidado y la manipulacion
animal se ha efectuado siguiendo la Norma Directiva 86/609/CEE. Se ha
evitado, en todo momento, cualquier sufrimiento innecesario, y se han seguido
las normas dictadas por el Comité Etico de Experimentacion Animal de la
Universidad de Sevilla (http://investigacion.us.es/area-investigacion/comite-
etico). Todas las intervenciones quirtrgicas se han realizado bajo la Normativa
vigente, RD 223 de 14 de Marzo de 1998 (BOE 18 de Marzo de 1998), en el

quiréfano de Cirugia Experimental del Hospital Universitario Virgen del Rocio.

Ratas Wistar

o L -

Ratas- sham (0 semanas) Ratas- dpc
comida, agua+ pinzamiento comida, agua + derivacién
: l

1 I
1 i
i i
A\ 4 I
l A 4
Ratas- sham (16 semanas) Ratas - dpc

comida, agua + pinzamiento comida, agua + derivacién

Figura-M&M1.- Esquema del planteamiento experimental en el
modelo de EH con derivacion porto-cava.
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Il.2.- Modelo experimental de anastomosis o derivacién porto-cava.

La intervencion fue realizada por el Dr. Daniel Diaz Gomez del Hospital
Universitario de Valme. Previamente a la intervencién, los animales se han
sometido a anestesia general por inhalacion con isofluorano, mediante la
exposicion del animal a una mezcla de oxigeno, aire y gases anestésicos (5%),
a flujos altos. Se ha aplicado la mezcla gaseosa mediante una mascarilla en la
gue se introduce la cabeza completa del animal, consiguiéndose su efecto
anestésico en unos 20-30 segundos. El animal queda en ventilacion
espontanea. El mantenimiento de la anestesia se consigue con porciones del
gas anestésico de entre el 2 y el 3% (segun peso del animal). Una vez que se
ha producido el clampaje de los grandes vasos, ya sea para la realizacion de la
técnica de la anastomosis o para el grupo sham, la proporcion del gas
anestésico se reduce a un 0,5%-0,75%. Tras la anestesia, se procede al
rasurado abdominal y desinfeccion de la piel con povidona yodada. La
operacion se lleva a cabo por laparotomia media y evisceracion del paquete
intestinal, diseccion de la cava infrahepatica por encima de las venas renales y
de la grasa del retroperitoneo y diseccion del hilio hepatico, en especial de la
vena porta, prestando especial atencion a la liberacion de la misma de la arteria
hepatica comdn, que se encuentra intimamente unida a la porta por su cara
posterior (Figura-M&M2). En esta fase es fundamental no lesionar ninguna de
las dos, puesto que durante el clampaje de la porta, la arteria es la Gnica que
suministra flujo sanguineo al higado. A continuacién se hace pasar un primer
hilo trenzado de 2-3 ceros por detrds de la cava y por detras de la porta, justo
por encima del confluente espleno-mesaraico y otro segundo hilo por debajo de
dicho confluente. Al traccionar de ambas suturas en sentidos cefalico y caudal,
respectivamente, ambos vasos sanguineos quedan aproximados entre si. Una
vez dispuestos de este modo los vasos, son clampados con un clamp vascular
de Satinsky, que mantiene ambos vasos en esa postura, permitiendo la

realizacion de la técnica de anastomosis (Numata, 1983).

Para garantizar el éxito de la técnica, asi como la viabilidad del animal

tras la intervencion, es necesario que el tiempo de oclusién vascular no exceda
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de 20 minutos, minimizando asi el efecto de los fendmenos tromboéticos tanto

en la porta como en la cava, que impiden la supervivencia del animal.

En el grupo sham se ha mantenido el clampaje 25 minutos en todos los
animales, sin producirse ningun caso de mortalidad post-operatoria. En ratas
con dpc o anastomosis esta mortalidad ha sido de un 12%.

Tras ser operadas, se mantuvieron dos dias en el Centro de
Experimentacion Animal del Hospital Universitario Virgen del Rocio,
trasladandose posteriormente al estabulario de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Sevilla, manteniéndose alli hasta su sacrificio en condiciones
dietéticas y ambientales correspondientes a un mantenimiento estandar

controlado, descrito anteriormente

Figura-M&M2: Operacion de anastomosis. A) Evisceracion vy
basqueda de la vena hepatica; B) Clampaje; C) Cortar y coser cada
extremo de las venas porta y cava; D) Vista de la anastomosis
terminada.

II.3.- Test de comportamiento: laberinto.

La capacidad de aprendizaje de las ratas-dpc y ratas-sham se llevé a
cabo mediante el test del laberinto, de acuerdo con el procedimiento descrito
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por Murray and Ridley (1997) y modificado por Erceg et al. (2005) en un
laberinto de tres brazos (en forma de Y) construido con plastico (PV) y con las
siguientes dimensiones: 60 cm de largo, 11,5 cm de ancho, y 25 cm de alto. La
rata se coloca, al inicio, en el extremo de uno de los brazos (punto de partida),
siempre el mismo y en el extremo de los otros dos se coloca un cuenco con
comida (puntos de llegada).

Todas las ratas se han entrenado en el laberinto durante 4 dias con el fin
de que se familiaricen con el ensayo. Para ello, los brazos con los puntos de
llegada se cubrieron con un inserto blanco uno, y negro el otro. En cada ensayo
las ratas se adiestraron para elegir el brazo izquierdo cuando el inserto era
negro y el brazo derecho cuando el inserto era blanco, premiandolas con cuatro
piezas de alimento cuando acertaban. Cuando las ratas se equivocaban se las
dejaba llegar hasta el final y no se las premiaba, retirandolas a los 5 segundos.
El numero de ensayos (entrenamiento) fue de 10 por dia, dejando un intervalo

de unos 5 minutos entre ensayo.

Il.4.- Aislamiento y recogida de muestras del tejido cerebral.

Tras 6 semanas de la operacion y/o realizacion de la derivacion porto-
cava, se sacrificaron los animales con una sobredosis de pentobarbital,
extrayendo lo mas rapidamente posible los siguientes tejidos y 6érganos: sangre
arterial, cerebro, higado, rifibn e intestino delgado, si bien, en el presente
trabajo Unicamente se han utilizado el cerebro y puntualmente la sangre arterial

(plasma) de ratas-dpc y ratas-sham.

Una vez extraido el cerebro, en unos casos se ha utilizado todo el
organo y en otros casos se han separado diferentes centros: obteniéndose en
primer lugar el cerebelo, para posteriormente tomar las diferentes areas
(corteza cerebral; ganglios basales o restos) siguiendo el protocolo utilizado por
el Dr. Vicente Felipo del Centro de Investigacion Principe Felipe de Valencia
(Figura-M&M3). Una vez extraidos los tejidos estos se han congelado en N

liquido y se han almacenado a -80°C hasta su uso.
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.\

Ganglios
Basales

Figura-M&M3: Esquema de las diferentes é&reas
cerebrales, de rata, utilizadas en el estudio.

II.5.- Preparacion de las muestras para procedimientos analiticos.

Cada area cerebral o bien el cerebro completo, segun el tipo de muestra
(ratas-dpc y ratas-sham), se troce6 con tijeras en fragmentos de
aproximadamente el mismo tamafio y se homogeniz6 en tampon de
homogenizacion (0,25 M sacarosa, 0,5 mM EGTA, 10 mM Tris-HCI, 0,2 yM
PMSF que se afiade antes de usar, pH 7,4): 0,1 g en 1 ml, en un
homogenizador mecanico (Potter-Elvehjem) con pistilo de teflon en posicion 8
(600 rpm), dando 5 pasadas, manteniendo la muestra en hielo. Obteniendo un
homogenado bruto que se centrifugd a 2000 x g (Sepatech Megafuge 1.0R,
Heraeus) durante 3 minutos a 4°C (Figura-M&M4). El pellet obtenido (Po) se
resuspendié en 400 pl de tampdn de homogenizacion y se volvié a centrifugar,
recogiéndose el sobrenadante y eliminandose el pellet obtenido (P2),
constituido por células no rotas, nucleos, citoesqueleto y restos celulares
grandes que se depositan en el fondo del eppendorf. Los dos sobrenadantes
obtenidos se mezclaron para formar S; (Sobrenadante 1; Homogenado), del
cual se guardé una parte para su posterior analisis (a -80°C) y el resto se
centrifug6é a 12.500 x g durante 8 minutos a 4°C. El sobrenadante resultante

(S2) lo conformaba el citoplasma, que se guard6 a -80°C. El pellet 2 (P,) que
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contenia una fraccién enriquecida en mitocondrias (ademas de peroxisomas,
lisosmas) se resuspendio en 70 yl de sample buffer (50 mM imidazol pH 7, 5
OmM &cido e€-amino caproico, 0,5 mM EDTA-Nay). Para facilitar la
solubilizacion de las mitocondrias, seguidamente se sonicaron las muestras en
un sonicador (Braun) (3 ciclos de 3 segundos a méaxima amplitud). Del
homogenado resultante (Homogenado mitocondrial) se guardé una parte a -
80°C. Al resto se le anadieron 10 pl de solucién detergente (10%(w/v) n-
dodecil-B-D-maltésido) y se incubd durante 1 hora en hielo para que con el 3-
maltosido se solubilizaran las proteinas de membrana. La mezcla resultante se
centrifugé a maxima revolucién (16.000 x g) durante 10 minutos (Spectrofuge
16M) para separar las proteinas solubles contenidas en el sobrenadante (S3)
de aquellas no solubles y restos de membranas que se depositaron en el fondo

del eppendorf (P3).

Potter hommogemzar
Trocess tepdo —= ol tampon hotnogenado

s il _— §j

[q 2000 xg Jmn, &4C
.
N

o Sobrenadante (51}

Pellt (FOy P1)

i

l»‘ s Sobrenadante (S2)

Pellet (F2) e
Resuspender Satrgple Buffer }
Sogucar, Jciclos de 3seg  JI
10 wl Solucién Detsrgecte
Mo revolucitn, 10 man DJ
L4
Sobrenadante (S3) Pellet (P3)

Figura-M&M4. Esquema del método de obtencién del
homogenado (para detalles ver texto).
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Il.6.- Preparacién de las muestras para procedimientos electroforéticos.
Obtencion del homogenado cerebral.

Las muestras de corteza cerebral y cerebelo (de ratas-dpc y ratas-sham)
se pulverizaron con nitrégeno liquido manualmente. Ese polvo se guard6 a
-80°C para su conservacion o bien se disolvié en buffer de lisis (10 mg/0.1 ml)
(30 mM Tris-Cl pH 85, 2 M Thiourea, 7 M Urea, 4% (w/v) Chap). El
homogenado se dej6 en hielo 10 min y luego se sonicé durante 5 min en un
bafio con hielo. EI ADN fue eliminado pasando el homogenado por una
columna de QIA-Shredder (Qiagen Hilden) (maximo 0.7 ml de homogenado por
sistema): centrifugar durante 5 min a 10.000 x g; el eluido se pas6 a un nuevo
eppendorf y se centrifugd a 18.000 x g durante 15 min a 4°C. El sobrenadante
constituye el homogenado, que se conservé a -80°C.

[ll. Determinacién de parametros bioquimicos.

[1l.1.- Determinacion de los niveles de amonio plasmatico.

Dormido el animal, con hidrato de cloral, se pincha la yugular vy,
rapidamente, se recogen unos 150 pl de sangre en un tubo eppendorf con 150
ul de trifluoroacético, TCA, al 10 % (frio), se pone en hielo, y se deja precipitar
las proteinas durante 15 minutos. Centrifugamos a 13.000 x g, durante 15 min,
a 4 °C y nos recogemos el sobrenadante. Del sobrenadante obtenido tomamos
150 pl en un eppendorf y lo ponemos en hielo. Afadimos KHCO; 2 M,
preparado el mismo dia de su uso, para neutralizar las muestras, pH 6,8- 7,5,

ya que en medio acido la glutamina se descompone en glutdmico y amonio.
La cantidad de amonio presente en sangre se ha medido por el método

enzimatico de la glutamato-deshidrogenasa utilizando un analizador COBAS

Integra 700. El método se basa, brevemente, en: la glutamato-deshidrogenasa
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(GLDH) cataliza la aminacion reductora del 2-oxoglutarato en presencia de
NH;" y nicotinamida adenina dinucledtido fosfasto (NADPH) para producir
glutamato y NADP™. La concentracion del NADP™ es directamente proporcional
a la concentracion del amonio consumido. Para desplazar la reaccion
completamente hacia la derecha y poder hacerla cuantitativa, esta reaccion se
acopla a una segunda reaccién, la de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
(G6P-DH), que consume el NADP® que se forma en la primera reaccion,
convirtiéendolo en NADPH.

NH," + 2-oxoglutarato + NADPH e—eeeep L-glutamato + NADP® + H,O

G6P + NADP* > NADPH + 6-fosfogluconato + H*

El NADPH formado en la segunda reaccion se secuestra mediante el
sistema phenazine-ethosulfate/ 3(4-5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium
bromide (PES/MTT), por lo que la reaccion se desplaza completamente hacia
la derecha y se puede seguir midiendo la disminucién de la absorbancia del
NADPH a 340 nm (Van Anken and Schiphorst, 1974).

lll.2.- Determinacion de la concentracion de proteinas: Método de
Bradford.

Es un método colorimétrico para cuantificar la concentracion de
proteinas totales solubles dentro de un rango de 1-100 ug/ml (Bradford, 1976)
Se basa en la formacion de un compuesto de adsorcion de coloracion azul
entre los residuos de aminoacidos basicos de las proteinas y el colorante azul

Coomassie que presenta un maximo de absorcion a 595 nm.

Las soluciones stock y de trabajo empleadas se muestran en la Tabla-
M&ML1. El protocolo seguido se indica, esquematicamente, en la Tabla-M&M2.
Todas las muestras se han analizado por triplicado, y la concentracién se ha
expresado como el valor medio * la desviacion estandar (DE). Las

concentraciones de las distintas muestras se determinaron por extrapolacién a
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partir de una recta patron de concentraciones conocidas (0-100 pg/ml),
construida a partir de una solucién estdndar de ovoalbumina (0,1 mg/ml)
(Figura- M&M5).

Tabla-M&M1: Soluciones del método de Bradford.

SOLUCIONES

Solucién stock Etanol 95% 100 ml
Acido fosforico 88% 200 ml
Serva Blue G 350 ml
Estable a temperatura ambiente al menos durante 6

meses

Solucion de trabajo H.0 MilliQ 425 mi
Etanol 95% 15 ml
Acido fosforico 88% 30 ml
Solucion stock 30 ml

Filtrar a través de papel Whatman n°l. Estable a
temperatura ambiente al menos durante 6 meses

Tabla-M&M2: Esquema del protocolo para el método de Bradford.

CURVA PATRON

Solucién H20 (ul) Solucién Concentracion Absorbancia
ovoalbumina trabajo (ul) (ng/ml) 595 nm
0.1 mg/ml
(1)
0 100 1000 0
10 90 1000 10
20 80 1000 20
25 75 1000 25
50 50 1000 50
75 25 1000 75
100 0 1000 100
MUESTRAS
Muestra (ul) H0 (ul) Solucién Concentracion Absorbancia
trabajo (ul) (ng/ml) 595 nm
Cb S1 20 80 1000
Cb S1 50 50 1000
Cb s1 100 0 1000

La medida de la absorbancia se toma tras 15 min de incubacion a temperatura
ambiente.
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Curva patron del método de Bradford
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Figura-M&MS5: Curva patron de ovoalbumina. Método de Bradford.

[11.3.- Determinacion del estado oxidativo de las muestras: oxidantes

activos.

La medida del nivel de “oxidantes activos” o especies oxidativas (ERO y
ERN) se ha llevado a cabo mediante el método de la DCFH-CA
(Diclorofluoresceina-diacetato) (Wang and Joseph, 1999) modificado para
tejidos. El DCFH-DA es permeable a las membranas celulares, una vez en el
interior de la célula es hidrolizado a diclorofluoresceina (DCFH) por las
esterasas. La DCFH en presencia de oxidantes es oxidado a un compuesto
fluorescente, la diclorofluoresceina oxidada (DCF), el cual puede utilizarse

como marcador citosdlico de estrés oxidativo (Figura-M&M6).

Una vez tratado el tejido (slices), resuspendido en medio FBS (Fetal
Bovine Serum), con tripsina y colagenasa para separar/disgregar las células lo
mas posible, se afiade DCFH-CA a una concentracién final de 25 uM (a partir
de una concentracién stock 25 mM) y se incuba durante 90 min a 37°C.

Seguidamente, se centrifuga a 2.000 x g durante 10 min y el pellet se lava dos
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veces con tampon fosfato salino a pH 7,4. Seguidamente se rompen las células
del pellet y se centrifuga a 10.000 x g, recogiéndose el sobrenadante para
medir la fluorescencia debida al DCF formado intracelularmente. Los radicales
libres se miden fluorimétricamente utilizando una Aexc = 485 nm y una Aem = 538

nm.

Esterasas

DCFH-DA

DCFH

ERO ERN

Figura-M&M6: Esquema del fundamento teérico del método de la DCFH-DA.

[11.4- Determinacion de 6xido nitrico.

La produccion de oOxido nitrico (NO) se ha determinado mediante el
método de Griess, a partir del contenido de nitrito. El nitrito es un producto
estable del NO que al reaccionar con el reactivo de Griess, forma el producto
azo-a-aminonaftaleno-parabencen-sulfonico (Schaus, 1956) (Figura-M&M?7),

gue puede determinarse espectrofotométricamente a 540 nm.

El reactivo de Griess [sulfanilamida al 1% (reactivo-1) y N-(1-naftil)-
etilendiamina (reactivo-Il) en proporcidén 1:2] se suele preparar el mismo dia de
uso. Ahora bien, una vez mezclados los dos reactivos en la proporcion
indicada, si se afiade H3PO4 al 0,5% el reactivo es estable al menos durante
tres meses a 4°C. Brevemente: 100 pyl de muestra se tratan con 200 pl de
reactivo de Griess y se incuban a temperatura ambiente durante 10 min. La
cantidad de nitrito formado se cuantifica midiendo la absorbancia a 540 nm en
un lector de placas. La cuantificacion se ha realizado por extrapolacién sobre

una curva estandar de nitrito (0-100 uM).
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H,NO,S @NHQ + -0-N=0

O
H,NO,S AQNEI\F + H

HENOQSQ NNH "NH,

Figura-M&M7: Esquema de la reaccion de Griess

[11.5.- Determinacion de los niveles de TBARS

Los niveles de las sustancias acido tiobarbiturico reactivas (TBARS) se
han determinado mediante el método espectrofotométrico de Esterbauer y
Cheeseman a 532 nmm (Esterbauer and Cheeseman, 1990). La
concentracion de TBARS se ha determinado por extrapolacion a partir de una
curva patrén trazada con 1,1,3,3-tetrametoxipropano. Los resultados se han

expresado como equivalentes de malondialdehido (nmol/mg de proteina).

[11.6.- Determinacion de los niveles de MDA

El malondialdehido (MDA) es un producto caracteristico de la
peroxidacion lipidica de los acidos grasos poli-insaturados. Los niveles de MDA
se han determinado de acuerdo con el método de Wong et al. (Wong et al.,
1987) modificado por Sommerburg et al. (Sommerburg et al., 1993).
Brevemente: 50 pl de muestra (homogenado) se tratan con 0,25 M de acido

tiobarbittrico y 0,0105 M de acido fosférico, se mezcla bien, y se incuba
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durante 1 hora en bafio de agua hirviendo. En estas condiciones el MDA
reacciona con el &cido tiobarbiturico formando un aducto fluorescente. La
reaccibn se para por incubaciébn en bafio de hielo durante 15 min.
Seguidamente se neutralizan las muestras por dilucién 1:2 con NaOH 0,1 M en
metanol. 50 pl de muestra neutralizada se inyectan en un high-performance
liquid chromatography (HPLC, Waters) y se separan isocraticamente los
componentes en una columna de fase reversa (C18) utilizando como fase mévil
un tampon K-fosfato/Metanol (50 mM K;HPO,4, pH 6,5/Methanol, 60:40) a un
fluo de 1 ml/min. Como estandar se ha utilizado malondialdehido-bis-
(dietilacetato) (0 - 100 upM). La cuantificacion se ha llevado a cabo

fluorimétricamente utilizando una Aexc = 525 nm y una Aem = 550 nm.

I11.7.- Determinacion de los niveles de HNE

Los niveles de 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) se han determinado de
acuerdo con un método estandar de inmunodeteccion (Kurisaki and Hiraiwa,
2009). Brevemente, las muestras de cerebro (corteza y cerebelo) preparadas
en tampon de homogenizado (50mM Tris pH 7.5, 1mM EDTA, 1/500 coctel de
inhibidores de proteasas) con un contenido en proteinas de 75-100 pyg se
separaron en un gel de poliacrilamida en presencia de SDS (PAGE-SDS) (T =
12%, C = 3%) y se transfiieron a una membrana de nitrocelulosa o
polivinilidine fluoride (PVDF). Tras bloquear la membrana con proteinas de
leche al 5% en tampon TBS (1mM Tris, 10mM NaCl and 0.5% Tween 20)
durante una hora a temperatura ambiente, se incubd durante una hora con el
anticuerpo primario (anticuerpo policlonal anti-HNE) diluido 1:1000 en tampoén
TBS-T. Seguidamente la membrana se lavo tres veces, 5 min cada vez, con
tampon TBS-T, a temperatura ambiente; y se incub6 con el segundo anticuerpo
(anti-conejo marcado con peroxidada) diluido 1:10.000 en tampdén TBS-T.
Seguidamente la membrana se lavo tres veces, 5 min cada vez, con tampén
TBS-T. Detectandose la inmunoreactividad por quimioluminiscencia (GE
Healthcare), recogiendose la sefial sobre una pelicula de rayos-X. Como co se

ha utilizado un anticuerpo monoclonal anti-actina diluido 1:200.000.
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[11.8.- Determinacion de grupos carbonilo.

- Método espectrofotométrico

El contenido en grupos carbonilo en las muestras de cerebro control
(sham) y de ratas con derivacion porto-cava (dpc), se ha determinado mediante
el método de Levine et al. (Levine et al.,, 1994; 1990) con algunas
modificaciones. Brevemente: 100 pl de homogenado (~500 ug proteina) se
incuban con 20 ul de sulfato de estreptomicina (10% w/v) durante 3 horas en
bafo de hielo y se centrifuga la mezcla a 3.000 x g. El sobrenadante se divide
en dos partes iguales y las proteinas se precipitan afiadiendo un volumen igual
de tricloroacético al 20 %, se incuban en hielo durante 1 hora y se vuelven a
centrifugar a 3.000 x g, y se decanta el sobrenadante. Seguidamente se afiade
a un tubo (problema) 0.5 ml de DNPH (10 mM) en clorhidrico 2 M y 0.5 ml de
clorhidrico 2 M al otro tubo (blanco). Ambos tubos se agitan en el vortex y se
mantienen con agitacion durante 5 min. A cada tubo se le afiade 1.5 ml de
tricloroacético al 20 %, se mantiene 30 min a temperatura ambiente, y se
centrifugan a 5.000 x g. Se recoge el precipitado y se lava 3 veces con una
mezcla de etilacetato:etanol (1:1) para eliminar el exceso de DNPH. El pellet
final se disuelve en 1.3 ml de clorhidrato de guanidina 6 M y la absorbancia de
la muestra problema (DNP-proteina) se lee frente al blanco (acido clorhidrico,
HCI) a 366 nm en un espectrofotometro-UV.

Los resultados se expresan se expresan como nmoles de grupos
carbonilos/mg de proteinas utilizando un coeficiente de extincion de 22.0

mM*cm™ para las hidrazonas alifaticas.

- Método inmunoloégico

La cuantificacién de grupos carbonilos se ha llevado a cabo utilizando
una curva patrén de 0 a 100 nm de proteina (albumina) mediante la técnica del
Dot-Blot de acuerdo con el procedimiento establecido en nuestro laboratorio
(Bautista et al., 2000). Brevemente, una vez fijadas las muestras (patrones y
muestras de ratas-dpc y rats-sham), se tratan con un anticuerpo primario de
conejo (anti-DNP) y un segundo anticuerpo anti-conejo y revelado por

guimioluminiscencia, como mas abajo se describe con detalle.
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V. Técnicas analiticas.

IV.1.- PAGE-SDS.

El método seguido ha sido, basicamente, el método de Laemmli
(Laemmli, 1970), adaptado por Blackshear (Blackshear, 1984). Los geles de
poliacrilamida se realizaron en condiciones desnaturalizantes para analizar las
cadenas de proteinas por separado. Las cantidades que se utilizaron se
detallan en la Tabla-M&M3.

Tabla-M&M3: Composicion de los geles discontinuos de poliacrilamida. Running
buffer 4X (1,5 M Tris-HCI pH 8.8, 0,4% sodium dodecil sulfato, SDS).

12% Running 5% Stacking
Agua 1,88 ml Agua 0,83 ml
Acrilamida 30% 4ml Solucion A 1 ml
Bis-acrilamida 1% 1,58 mi (acrilam/bis-acrilam)
Running buffer 4X 2,54 ml Solucion C (stacking 3,17 ml
TEMED 20 pl buffer 4X)
(APS) Persulfato 20 pl TEMED 15
de amonio 50% (APS) Persulfato de 30 ul
(p/v) en agua amonio 50% (p/v)
en agua
Volumen final 10 ml Volumen final 5ml

Solucién A (solucion stock de acrilamida T= 30%, C= 2,7%). Solucién C (0,5 M Tris-
HCI pH 6.8, 0,4% SDS). El APS, preparado antes de su uso, y el TEMED se afiaden
en ultimo lugar.

Una vez cargado el running-gel, se afiade una fina capa de agua para
evitar el intercambio de oxigeno con el medio y formar una superficie
completamente lisa y rectilinea. Una vez polimerizado, se retird la capa de
agua, se carga el stacking-gel y se coloca el peine. La polimerizacion se lleva a
cabo durante 2 horas a temperatura ambiente, u “overnight”, a 4°C. Al dia
siguiente, se retira el peine, y se lavan los pocillos con tampdn de electroforesis
1X (25 mM Tris-HCI pH 8.4, 190 mM glicina, 0,1 % SDS).

Para la segunda dimensién, en los geles 2D, sélo se realiza el running

gel.
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Las muestras, antes de ser cargadas, se resuspenden en tampén de
muestra 4X (mixer: 0,02 M Tris-HCI pH 6,8, 20 % B-mercaptoetanol, 4,6 %
SDS, 0,01% azul de Bromofenol), se sumergen en un bafio de agua a 95°C
durante 5 minutos para desnaturalizar las proteinas y facilitar la accion
reductora del B-mercaptoetanol sobre los puentes di-sulfuro. Para facilitar su
recogida y carga en el gel, las muestras se centrifugaron en una
microcentrifuga a méaxima revolucion (12.000 x g) (Spectrofuge 16M, National
Labnet) unos 5 minutos. La electroforesis (Novex Mini-Cell, X-Cell sure Lock,
Invitrogen) se desarrolla a una intensidad constante de 25 mA/gel, (EPS 1001,
GE Healthcare), hasta que el colorante azul de Bromofenol, que indica el

frente, alcanza el extremo inferior del gel.

El peso molecular de cada banda se ha estimado a partir de la movilidad
electroforética por comparacion con proteinas patrones (Sigma), utilizando un
patron de amplio rango 120 a 14 kDa (Bio-Rad): miosina 199,356 Da, [-
galactosidasa 116,275 Da, seroalbumina bovina 79,551 Da, ovoalbumina
52,908 Da, anhidrasa carbodnica 37,350 Da, inhibidor de la tripsina de soja
29,223 Da, lisozima 19,834 Da, aprotinina 6,873 Da.

IV.2.- Tincion de proteinas en geles de poliacrilamida.

Los geles se han tefiido de distintas maneras: con azul de Coomassie,
con plata o con Sypro-Ruby. Se realizé una u otra tincion en funcién de la

necesidad de ver bandas con una menor o mayor sensibilidad:

- Tincién con Coomassie (R-250).

El protocolo seguido ha sido el estandar. Brevemente: 1) afiadir unos
100 ml de solucién Coomassie, de forma que quede cubierto el gel; 2)
mantener en agitacion “overnight”; 3) eliminar la solucion y afiadir &cido acético
20%:metanol 70% en proporcion 1:1, en agitacion hasta que el gel se destifia

apareciendo las bandas coloreadas.
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- Tincion con Plata (Plus One™ Silver Staining Kit, GE Healthcare).

Es una tincion mas sensible, su rango de deteccion de proteinas es de
1-10 ng, gracias a la elevada capacidad reductora del i6n plata (Ag®). Este es
capaz de formar complejos con las proteinas con mayor afinidad que con la
poliacrilamida, siendo estos complejos reducidos mucho mas répido que
cuando el i6n Ag® esta libre. El protocolo seguido ha sido el descrito por
Heukeshoven and Dernick, (Heukeshoven and Dernick, 1985). El gel se tifie,
bien tras destefiirlo del Coomassie o bien tras terminar la electroforesis. Todo el
proceso ocurre en constante agitacion. Brevemente: el primer paso es la
fijacion de las proteinas al gel (etanol 100 ml, acido acético glacial 25 ml en un
volumen de 250 ml) durante 30 minutos. Luego se afiade la solucion de
sensibilizacion (etanol 75 ml, glutaraldehido 25% w/v, sodium tiosulfato 5% w/v,
sodium acetato 17 g en un volumen de 250 ml) durante otros 30 minutos (el
glutaraldehido y el sodium tiosulfato actian como agentes complejantes
uniéndose a las proteinas), lavamos con agua destilada y durante 20 minutos
se desarrolla la reaccion con plata (solucion de nitrato de plata 2,5% wiv,
formaldehido 37% w/v en un volumen de 250 ml) donde el formaldehido se usa
como agente reductor. Tras eliminar la plata con lavados, se pasa al revelado
(carbonato de sodio 6,25 g, formaldehido 37% w/v en un volumen de 250 ml)
en unos 2-5 minutos y cuando las bandas que se deseen tefiir se vean con
claridad, se para el revelado con la solucién de parada (EDTA-Na, 2-H,0O 3,65

g en un volumen de 250 ml). El gel se deja en agua destilada.

- Tincién con Sypro-Ruby (Bio-Rad) (compatible con MS).

El protocolo seguido ha sido el recomendado por la casa comercial. Usar
siempre contenedor de plastico. Brevemente: 1) fijar las proteinas durante 30
min en agitacion en solucion a (40% (v/v) etanol, 10% acido acético); 2)
eliminar la solucion; 3) afiadir un volumen de Sypro-Ruby suficiente para cubrir
el gel, dejarlo toda la noche a temperatura ambiente y en agitaciéon; 4) enjuagar
con agua; 5) visualizar las proteinas (spots) con laser de longitud de onda 450,
473, 488 6 532 nm.

Una vez destefiido el gel es necesario guardar los resultados. Con el gel

aun humedo, se escanea en un escaner equipado con un transiluminador
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(FUJIFILM FLA5100) y las imagenes se guardan en formato TIFF con una
resolucion de 150-300 dpi.

Las imagenes escaneadas de los geles se cuantificaron mediante el
programa PDQuest de BioRad (version 7.3)/ Multi-Gauge (version 3.0).

IV.3.- Inmunoprecipitacion de proteinas carboniladas con Dynabeads.

Para enriquecer las muestras en proteinas carboniladas, se utilizaron
bolitas magnéticas unidas a Proteina A o G, Dynabeads (Invitrogen). La
proteina G es un componente de la pared celular de Streptococcus sp, que se
une al dominio Fc de un amplio rango de inmunoglobulinas. La proteina G esta
unida a una bolita paramagnética, Dynabeads, que es capaz de una manera
eficiente y rapida de capturar un amplio rango de inmunoglobulinas. En nuestro
caso se utilizara el anticuerpo primario que nosotros queramos, anti-DNP, el
cual reconocera unas proteinas determinadas, proteinas carboniladas (Figura-
M&M8). Brevemente:

(a) Previa resuspension de las bolitas unidas a proteina G, transferimos
a un vial un volumen de Dynabeads suficiente para aislar unos 100 pl de
anticuerpos;

(b) mantenemos la suspension en un iman durante 1 min, se elimina el
sobrenadante sin quitar el vial del iman

(c) se afiaden 0,5 ml de tampdn de lavado (0,024 M acido citrico, 0,05 M
Na;HPO,), para resuspender las bolitas;

(d) repetir los dos ultimos pasos para lavarlas;

(e) afadir 50 pyl de anticuerpo a las Dynabeads lavadas y dejarlas en
agitacion suave a temperatura ambiente 40 min;

(f) colocando el vial 2 min en el iman, se elimina el sobrenadante y se
lava con 0,5 ml de tampédn de lavado;

(g) este paso se repite dos veces mas;

(h) lavar el complejo anticuerpo-Dynabeads dos veces con tampon (0,2
M Trietanolamina pH8,2);

(i) resuspenderlo en 1 ml de tampén B (20 mM Dimetil-pimelimidato en

2N HCI) y mantenerlo en agitacién suave durante 30 min a 20°C;
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() colocar el vial 1 min en el iman, eliminar el sobrenadante y
resuspender los complejos en 1 ml de tampon C (50 mM Tris pH 7,5),
manteniéndolos en agitacion suave 15 min;

(k) colocar en el iman, eliminar el sobrenadante;

() quitando el vial del iman, resuspenderlo en 1 ml de TPBS 1X (NaCl
1,4 M, POsNaz 0.1 M, 0,1% Tween-20);

(m) repetir este paso 1 vez;

(n) resuspender las beads en 100 pl de TPBS 1X y luego afadir la
muestra que contiene las proteinas diana, dejarlo 10 min en agitacion suave
para que se una el anticuerpo a la proteina;

(A) colocar el vial en el iman y eliminar el sobrenadante;

(o) quitamos el vial del iman y resuspendemos el complejo Dynabeads-

anticuerpo-proteina en 20 pl de
1X NuPAGE (Bis-Tris 1 M pH
6,8); calentar a 70°C, 10 min,

disociandose el complejo al l

Dynabeads Protein G

Afadir muestra con anticuerpo

calentarse; (0) colocar el vial

en el iman antes de utilizar la

y -
muestra, para que se separe la elucion  / \ Afiadir muestra con
V4 proteinas diana

muestra  concentrada  en / \
proteinas carboniladas, en este =
caso, del resto del complejo ,
Dynabeads-anticuerpo. =3

Aislamiento / \

de

anticuerpos / Lavado \

y %

puros

elucién

Elucién suave mediante
aislamiento de la
proteina nativa

Elucién desnaturalizante
mediante aislamiento de la
proteina desnaturalizada

Figura-M&M8.-
Esquema de la inmunoprecipitacion usando Dynabeads
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IV.4- Establecimiento de la cinética de marcaje con DNPH: Dot-Blot.

Establecer el tiempo mas adecuado de incubacion y/o marcaje de los
grupos carbonilo con la DNPH, es muy importante, ya que si nos excedemos,
se podrian marcar todos los grupos carbonilos, ya sean procedentes de la
oxidacién proteica, propios de las estructuras de las proteinas, como
procedentes de otras moléculas celulares (a4cidos nucleicos), dandonos una
sefial intensa y saturada. Por ello se realiz6 un estudio cinético, en el cual se
marca la muestra con DNPH, se inmoviliza la muestra en una membrana de
nitrocelulosa (Dot-Blot), se incuba la membrana con anticuerpos anti-dinitrofenil
(DNP) y se revela la membrana con diaminobencidina (DAB) para estudiar las

bandas visibles.

Para facilitar e inmunoprecipitar las muestras, concentrandolas en
grupos carbonilos, para una posterior facilitacion del proceso, se utilizaron

Dynabeads (ver apartado anterior).

Preparacion de la muestra:

Unos 3 g de proteina de la muestra se disolvieron con 6% SDS y se
mezclaron con solucion DNPH (DNPH 10 mM en 10% de acido trifluoroacético)
en una relacion 1,5 yg DNPH/ug proteina, durante distintos tiempos de marcaje
(0-30 min, recogidos en intervalos de 5 min). Para neutralizar la reaccion se le

afiadio 2M Tris-HCI de manera que la concentracion final sea 0,52 M.

Inmovilizacion de la muestra a la nitrocelulosa:

En una membrana de nitrocelulosa (BioRad, poro 0,45um) se deposité la
muestra tratada dejandose fijar hasta sequedad (Minifold | Spot, Favorgen
Biotech Corp). La fijacién se comprobd con rojo Ponceau S (0,1 % en acido
acético al 5 %) (Sigma) ya que esta solucion nos permite tefiir temporalmente
las proteinas trasferidas y luego se elimina facilmente con 3 lavados en TPBS
(NaCl 140 mM, HPO4Na, 10 mM y Tween 0.1% (p/v), pH 7,4)

-77 -



- Materiales & Métodos -

Incubacion con los anticuerpos y lavados:

Tras lavar la membrana con TPBS 1X (tampon fosfato salino a pH 7,4 +
0,1% Tween 20), se bloque6 con leche descremada (5 % en TPBS 1X) durante
2 horas a temperatura ambiente y en agitacion con el objetivo de bloquear los
posibles sitios no especificos de la membrana de nitrocelulosa. Una vez lavada
la membrana con TPBS 1X, se incubd con el anticuerpo primario (de conejo
anti-dinitrofenil (DNP) Sigma; 1:1000 en TPBS 1X), overnight, en agitacion y a
4°C. Eliminado el primario con sucesivos lavados, se incub6 la membrana con
el anticuerpo secundario (anti-inmunoglobulina de conejo con peroxidasa
conjugada, Dako; 1:3000 en TPBS 1X) durante 2 horas a temperatura ambiente
y en agitacion. Antes de pasar al revelado de la membrana, se eliminaron los

restos de secundario mediante varios lavados.

Revelado:
Los anticuerpos secundarios estan marcados con la enzima peroxidasa.

Para detectar su actividad se utilizan dos métodos:

a) Método de revelado con DAB: la peroxidasa en presencia de peroxido
de hidrégeno (H.0,), cataliza la polimerizacion oxidativa de la DAB,
generandose un precipitado marrén insoluble como producto final. La
reaccion puede intensificarse afiadiendo iones de Cobalto o de Niquel,
gue provocan un cambio de color del precipitado de marrén a gris-negro.
El proceso de revelado se mantuvo protegido de la luz, a temperatura
ambiente y en campana de flujo laminar (Sistema electrénico Flowtronic,
Romero), evitando aspirar la DAB (cancerigena). Para ello se preincubo6
la membrana, unos 15 min con tampon de preincubacién (DAB en
tampon fosfato 50 mM, solucién 1 % de cloruro de cobalto y 1 % de
sulfato de niquel-amonio). A continuacion, se incubd con tampén de
incubacion (DAB en tampon fosfato 50mM, solucion 1 % de cloruro de
cobalto y 1 % de sulfato de niquel-amonio, solucion H,O, al 1 %) hasta
gue la reaccidon se desarroll6 y aparecieron las bandas de DNP por
precipitacion del polimero DAB oxidado. Para minimizar el background

se lavo la membrana varias veces, primero con tampon fosfato 50 mM y
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por ultimo con agua destilada. Para fijar el revelado de la membrana
durante un largo tiempo se hizo con tetradxido de Osmio (0,1% OsO4 en
H,0).

b) Método de quimioluminiscencia: es un método de mayor sensibilidad
y toxicidad menor. Para ello se usé el reactivo SuperSignal ECL Plus
(Thermo Scientific Inc.) y la luminiscencia se detecta en una camara

fotogréfica para quimioluminiscencia (FUJIFILM LAS 3000 mini).

Las imagenes escaneadas de las membranas se cuantificaron mediante
el programa Quantity One (BIORAD) y PDQuest de BioRad (version 7.3)/Multi-

Gauge (version 3.0).

IV.5.- Derivatizacion de las proteinas oxidadas.

Para detectar los grupos carbonilo en las proteinas oxidadas se han

usado dos métodos:

a) Marcaje pre-electroforesis (Oxy Blot™)

Este procedimiento se ha llevado a cabo de acuerdo con las normas
proporcionadas por el Kit comercial (Oxy BlotTM Protein Oxidation Detection
Kit) y ligeramente modificado en nuestro laboratorio (Jover, 2006).
Brevemente, 100 ug de proteina de la muestra se disolvieron con 6% SDS y se
mezclaron con una solucion de DNPH (DNPH 10 mM en 10% de acido
trifluoroacético) en una relacion 1,5 uyg DNPH/ug proteina, durante 5 minutos.
Para parar la reaccién se afiadioé Tris-HCI 2 M, de manera que la concentracion
final sea 0,52 M. A continuacion, las muestras se cargaron en un gel SDS-
PAGE al 12%, seguidamente las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (inmunoblotting) y las proteinas oxidadas se detectaron usando
un anticuerpo primario anti-DNP (diluido 1:150) durante 1 hora a temperatura
ambiente y en agitacién constante y un anticuerpo secundario anti-conejo
conjugado con peroxidasa (diluido 1:300) durante 1 hora, a temperatura

ambiente y en agitacion.
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b) Marcaje post-electroforesis

Este procedimiento se ha llevado a cabo de acuerdo con el método
descrito en la referencia (Conrad et al. 2002). Brevemente: Una vez separadas
las proteinas por electroforesis PAGE-SDS, y transferidas a una membrana de
PVDF, incubamos la membrana durante 5 min en la solucién A (20 % metanol:
80 % TPBS: 1,4 M NaCl, 0,1 M PO4NaH pH7,4, 0,1% Tween-20);
seguidamente se incub6é en HCI 2 M durante 5 min, y se derivatiz6 durante 5
min exactos en la solucion B (0,5 mM DNPH en 2 N HCI); se lavo tres veces, 5
min cada una, en HCI 2 M; y 5 veces en metanol puro; por ultimo se hicieron 2
lavados en TPBS. Todos los pasos se hicieron con agitacion. Para derivatizar
la muestra, tras la transferencia, se utiliza membrana de PVDF, para minimizar
el background de la membrana. Este método presenta, ademas la ventaja de
gue durante el marcaje no se modifica ni el peso molecular ni el punto

isoeléctrico de las proteinas.

IV.6.-Inmunoblotting.

En la Figura-M&M9 se muestran esquematicamente los pasos de esta

técnica. Brevemente:

a) Preparacion de la muestra:
100 ug de proteina de la muestra bien se mezcla con mixer y se carga
por pocillo o bien se derivatiza y se carga, como anteriormente se han descrito

ambos casos.
b) Desarrollo geles PAGE-SDS:

Estas muestras se cargaron en geles de SDS-PAGE (stacking 5% y
running 12%) (25 mA/gel).

-80 -



- Materiales & Métodos -

2- Transferencia : -
4- Incubacion

Ac 1
5- Incubacion Ac
-l 2'°y revelado

1- Electroforesis

3- Membrana

[

Figura-M&M9. Representacion esquematica de la técnica de Inmunoblotting.

c) Transferencia:

Inmediatamente tras realizar la electroforesis, se corto la parte del gel
gue interesaba transferir, un trozo un poco mayor de membrana de
nitrocelulosa (marcada para conocer posteriormente la orientacion de las
proteinas respecto del gel) y dos trozos de papel de filtro grueso de la misma
dimension que la membrana. Tanto la membrana como los papeles de filtro se
empaparon completamente en el tampén de transferencia (Tris- HCl 25 mM,
glicina 190 mM, SDS 0,005%, metanol 20%, pH 8,4). Seguidamente se monto6
el sistema de transferencia a modo de sandwich (los papeles de filtro a los
lados y la membrana y el trozo de gel en la orientacion adecuada) (X-Cell Il Blot
Module, Invitrogen) (Figura-M&M10)

Las posibles burbujas que pueden formarse al colocar las distintas capas
del sandwich se eliminaron con una varilla de vidrio (ya que impiden la
transferencia en esa zona). Cerrado el transfer con el sandwich en su interior,
se coloco en la cubeta de transferencia que fue llenada hasta el borde con
tampon de transferencia. El proceso se realizé a 300 mA, a 4°C durante 2,5
horas (Power Pac 300, Bio-Rad). Una vez terminado el proceso se comprobd la

transferencia tifiendo la membrana con rojo Ponceau (0,1% en acido acético al
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5%). El resto del proceso hasta concluir con el revelado de las bandas de DNP

se realizé como se ha indicado anteriormente en el Dot-Blot.

ANODO

Papeles de filtro

MMembrana

V4
y v 4

CATODO

Papeles de filtro

Figura-M&M10. Esquema del sistema de transferencia o
sandwich. La direccionalidad de la transferencia se indica con
la flecha negra (las proteinas con carga negativa gracias al
SDS, tienden a migrar hacia el polo positivo 6 catodo). La
flecha amarilla indica la transferencia de las proteinas del gel
a la membrana.

d) Analisis imagenes:

Las imagenes escaneadas de los inmunoblots se han utilizado para
cuantificar las bandas y comparar el contenido en grupos carbonilos entre las
muestras de ratas-dpc y ratas-sham, mediante el program PDQuest de BioRad

(version 7.3).
IV.7.- Electroforesis bi-dimensional convencional y Oxi-blot.

Esta técnica es capaz de separar una mezcla compleja de proteinas
utilizando dos tipos de electroforesis sucesivas sobre la misma muestra (Gorg

et al.,, 2004; Gygi et al., 2000). Para esto, en primer lugar se realiza una

primera dimensién o Isoelectroenfoque (IEF) que consiste en la separaciéon de
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las proteinas en funcion de su punto isoeléctrico (pl) en un gradiente de pH
inmovilizado (IPG). Posteriormente se realiza una segunda dimension que
consiste en la separacion de las proteinas en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS (SDS-PAGE) atendiendo a su masa molecular. De esta
forma se obtiene al final un mapa de sefales (spots) que representan las
proteinas distribuidas en dos dimensiones.

En este apartado hay que aclarar que se han enfocado dos tiras iguales
por muestra (por ejemplo, 2 tiras de corteza cerebral, Cx, de ratas-dpc, 2 tiras
de Cx ratas-sham, etc) para poder transferir una y derivatizarla, identificandose
las proteinas oxidadas y otra se ha usado para, tras correr el gel, tefiirlo con

Sypro, recortar e identificar las proteinas de interés.

a) Primera dimension o isoelectroenfoque (IEF).

Las tiras de 13 cm, pH 4-7 se rehidrataron con 250 pl de tampdn de
rehidratacion (2 M Thiourea, 7 M Urea, 4% (w/v) Chap, 0,2% IPG Buffer pH 3-
10, 0,2% (w/v) DL-Dithiothreitol, DTT, 0.0002% azul de Bromophenol) toda la
noche cubiertas de aceite mineral (Ettan IPGphor ceramic strip holders, GE
Healthcare). Se mezclaron 150 ug de proteinas con tampén de muestra (2 M
Thiourea, 7 M Urea, 4% (w/v) Chap, 0,2% IPG Buffer pH 3-10, 2% (w/v) DTT,
0,002% azul de Bromophenol), en igual proporcién de volumen, para cargarse
mediante cup-loading completandose el volumen con tampon de lisis hasta un
volumen maximo de 100 pl: el exceso de aceite de las tiras se eliming, tras la
re-hidrataciéon de las mismas. La primera dimension se desarroll6 usando el
sistema IPGphor ™ 3 (GE Healthcare) a 20°C 300 V durante 3 horas, se fue
incrementando hasta 1000 V en 3 horas, se aumentd hasta 8000 V durante 6
horas y se mantuvo 6 horas a 800V. Antes de ser cargadas las tiras en el gel,
se equilibraron durante 15 min en buffer de equilibrado (50 mM Tris-Cl, 6 M
Urea, 30% (v/v) glicerol, 2% (w/v) SDS con 1% (w/v) ditiotreitol (DTT) y se

cambio a 2.5%% (w/v) lodoacetamida durante 15 min en agitacion.

b) Segunda dimensién (2D).
Las tiras fueron colocadas, escurriendo el exceso de aceite, en la parte

superior de los geles y selladas con 0,5% agarosa de bajo punto de melting,
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evitando en todo momento la formacién de burbujas que alterarian el paso de
la corriente a través del gel y en consecuencia se alteraria la separacion de la
muéstra. Las tiras se corrieron en un gel SDS-PAGE al 12% Ty 2,7% C, a
20°C, 450 V, 10 W, 15 mA/gel durante 10 min y a 25 mA7gel durante 2 horas
en la unidad Criterion Cell (Bio-Rad). Para la parte del gel donde se sitta el
catodo, se utilizé tampon de electroforesis al 2X y para la parte del gel donde
se sitda el anodo, al 1X.

c) Tincion de los geles.
Usando Sypro-Ruby para visualizar las proteinas totales v,

posteriormente, poder cortarse e identificarse.

d) Inmunoblotting y post-derivatizacion.

Una tira con la misma muestra que la usada para tefiir el gel con Sypro,
se ha transferido a membrana de PVDF a 310 mA durante 2 horas en una
unidad de transferencia semi-seca (Gealthcare). Para ello se ha usado el
mismo esquema de sandwich explicado con anterioridad, sélo que el
porcentaje del SDS en el tampon de transferencia se aumenta hasta un 10%.

Tras ello, se derivatiza la membrana como se desarrollé en el apartado 1V.5.-b.

e) Revelado.
Se realizé al igual que los pasos descritos en la técnica del Dot-Blot
(blogqueo, incubacion con anticuerpos, revelado de la sefal por

guimioluminiscencia).

IV.8.- Differential In Gel Electrophoresis (DIGE).

Esta técnica nos permite comparar de forma reproducible el nivel de
expresion de dos muestras de proteinas en un mismo gel 2D. Consiste en una
electroforesis bidimensional donde se utiliza un sistema de fluor6foros (Cy2,
Cy3, Cy5) y un software (DeCyder software) que nos facilita el macheo de los
spot (manchas correspondientes a las proteinas), y su estudio estadistico. La

posibilidad de utilizar un estandar interno para normalizar la abundancia relativa
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entre muestras es lo que permite que la comparacion tenga un grado de
fiabilidad alto. Posee un rango lineal de deteccion de 0.125 ng a 10 ug, rangos
inferiores a los detectados por espectrometria de masas. Ademas este método
es compatible con la identificacion de las proteinas por espectrometria de
masas. Con, lo cual, una vez identificados los spots de interés, éstos pueden

analizarse e identificarse por espectrometria de masas.

a) Preparacién de la muestray marcaje de las proteinas con Cy-Dye.

50 pg de proteina (homogenado de corteza cerebral o de cerebelo) de la
muestra control (ratas-sham) y de la muestra de ratas-dpc es marcada con los
fluoroforo Cy3 y Cy5 (GE Healthcare), respectivamente, siguiendo el protocolo
del marcaje minimo (minimal labelling): 400 pmol de fluoroforo (Dye) por cada
50 pg de proteina. Para generar el estandar interno se crea una mezcla o pool
de todas las muestras que se deseen comparar en un mismo estudio y se
marcan con el fluoroforo Cy2. Este procedimiento se usa para reducir la
variabilidad asociada al comparar multiples muestras (Alban et al., 2003; Karp

and Lilley, 2005). Brevemente (para Kit de 5nmol/Dye):

(i) Preparar la solucion stock: Tomar una pequefia alicuota de
Dimetilformamida (DMF) en un tubo eppendorf; Dejar a temperatura ambiente,
5 min, los fluoréforos; Aiadir 5 ul DMF en cada vial de Dye, para tener 1 mM de
concentracion final; Agitar 30 s y dar un spin. Este stock puede almacenarse

hasta 2 meses a -80°C.

(i) Preparar la solucién de trabajo: Dejar 5 min a temperatura ambiente
cada solucion stock; el fabricante recomienda 400 pmol de Dye por cada 50 ug
de proteina, para ello afiadir un volumen de solucién stock a 1,5 volumenes de
DMF para tener los 400 uM solucion de trabajo. Por ejemplo, a 2 ul de solucién
stock se le afiaden 3 ul de DMF para tener 400 pmol de Dye en 1 pl de solucién
de trabajo; Agitar 30 s y dar un spin. Esta solucion es estable hasta 1 semana
entre -15° y - 30°C.

(i) Marcaje de las muestras: Afadir el volumen de proteina

correspondiente a 50 ug en un eppendorf; afiadir 1 pl de solucién de trabajo
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segun el disefio experimental (Tabla-M&M4); mezclar con la pipeta y dar un
spin; Dejarlo incubando durante 30 min en hielo y en oscuridad; Afadir 1pl de
10 mM L-Lisina a cada eppendorf para parar la reaccién; mezclar con la pipeta,
dar un spin y dejar 10 min en hielo y en oscuridad. Las muestras marcadas
pueden almacenarse hasta 3 meses a -70°C o bien pueden ser usadas en el
IEF.

Tabla-M&M4. Disefio experimental de las muestras de corteza o de
cerebelo de ratas-dpc y de ratas-sham.

Gel Cy2 Cy3 Cy5
1 Estandar interno (pool) dpc-7 sham-4
2 Estandar interno (pool) dpc-7 sham-4
3 Estandar interno (pool)  sham-9 dpc-8
4 Estandar interno (pool)  sham-9 dpc-8
5 Estandar interno (pool)  sham-10 dpc-9
6 Estandar interno (pool)  sham-10 dpc-9

dpc: ratas con derivacion porto-cava; sham: ratas control. Cada gel
contiene 50 ug de proteina en cada fluoréforo. El estandar interno (pool)
estd formado por la mezcla de todas las muestras que van a estudiarse.

Las seis muestras se analizaron por duplicado para correr 6 geles.

b) Primera dimension: isoelectroenfoque (IEF).

Tiras de 24 cm, pH 4-7 (GE Healthcare) se rehidrataron con 450 pl de
tampon de rehidratacion (7 M Urea, 2 M Thiourea, 4% CHAPS, 1% IPG Buffer,
0,2% w/v DTT, 0,0002% azul de Bromophenol), dejandose toda la noche, de la
misma manera descrita en el apartado anterior. Las muestras marcadas (150ug
de proteina) con los fluor6foros se mezclaron (segun el disefio experimental,
Tabla-M&M4) con tampon de muestra (2 M Thiourea, 7 M Urea, 4% (w/v)
Chap, 2% IPG Buffer pH 3-10, 2% (w/v) DTT, 0,002% azul de Bromophenol),

en igual proporcibn de volumen, para cargarse mediante cup-loading,
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completandose el volumen con tampon de lisis hasta un volumen maximo de
100 pl. La primera dimension se desarroll6 usando el sistema IPGphor ™ 3 (GE
Healthcare) a 20°C 300 V durante 4 horas, se fue incrementando hasta 600 V
en 4 horas, se aumento6 hasta 1000 V durante 4 horas, hasta 8000 V durante 4
h y se mantuvo 4 horas a 8000V.

c) Segunda dimension (2D): electroforesis.

Antes de ser cargadas las tiras en el gel del 12% SDS-poliacrilamida
(SDS-PAGE), se equilibraron durante 15 min en buffer de equilibrado (50 mM
Tris-Cl, 6 M Urea, 30% (v/v) glicerol, 2% (w/v) SDS con 1% (w/v) DTT y se
cambio a 2.5%% (w/v) lodoacetamida durante 15 min en agitacion. Las tiras
fueron selladas en la parte superior de los geles con 0.5% agarosa de bajo
punto de melting, evitando la formacion de burbujas. Los geles corrieron en el
sistema Ettan Dalt Six (GE Healthcare) a 10mA/gel durante 1 h y luego a
40mA/gel durante 6 horas.

c) Adquisicion de imagenes y analisis de la variacion biolégica.

Los geles se escanearon en el analizador de imagenes Typhoon 9410
(GE Healthcare). Las longitudes de onda de excitacion son 532 nm para Cy3,
633 nm para Cy5 y 488nm para Cy2; y las de emision son 580 nm, 670 nm y
520nm respectivamente. Todos los geles se escanearon a una resolucién de
100 um. Las imagenes se analizaron mediante el programa DeCyder 2D V7.0
(GE Healthcare). En el modulo de DIA (Differential In Gel analisis) se estimaron
unos 2500 spots. En este médulo se pueden analizar los geles individualmente,
ademas de detectar los spots simultAdneamente en varias imagenes, es lo que
se denomina co-deteccion. Luego todos los spots co-detectados, corren en el
batch processor donde se definen y administran de forma automatizada. A la
hora de calcular los cocientes de la abundancia para cada par de spots co-
detectados, es necesario normalizar esos valores (ya que pueden aparecer con
diferente volumen por variaciones en la intensidad del laser, fluorescencia,
filtros, diferente cantidad de muestra...). El proceso de normalizacion se basa
en la asuncién de que la mayoria de todos los spots en el experimento no

tienen cambios de una imagen a la siguiente. Cuando esto es cierto, un
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histograma de representacion del log del cociente de volumen de todos los
spots se pareceria a una distribucion normal. El pico principal del histograma lo
adecua a una distribuciéon normal, luego identifica el cociente de volumen actual
gue serd mapeado al cociente de volumen logaritmico como valor cero.
Cuando calculando la distribucién del modelo, los datos del histograma por
debajo del 10% del area del pico principal se consideran datos atipicos y se
guedan fuera del procedimiento de ajuste. Todos los cocientes de volumen
individuales son mapeados usando el centro del modelo de distribuciéon para
alinear el histograma del cociente del volumen logaritmico a cero. En el médulo
de Biological Variation Analysis (BVA) los spots normalizados son macheados
entre los distintos geles (se identifica que la posicion de un spot en un gel es la
misma en otro gel o el grado de variacion o ausencia (Figura-M&M11) y se
determina en el andlisis estadistico que spots presentan diferencias
significativas en la abundancia entre el control y las muestras (one- way
ANOVA p < 0,05)

IV.9.- Andlisis cuantitativo de las proteinas carboniladas.

La sensibilidad de oxidacion de las diferentes proteinas (spots) se
calcul6 mediante la estimacion de la razon “senal de oxidacién” determinada en
la inmunodeteccién y la “sefial de la cantidad de proteina” en los geles tefidos
con Sypro-Ruby (C=0/P) usando el programa Multi-Gauge V3.0 (Fujifilm
Corporation). Esta razén se conoce con el nombre de “Coeficiente o indice fo’
y es usado como indicador del dafio causado por las ERO, ERN y radicales
libres en las diferentes proteinas presentes en el homogenado de corteza
cerebral y de cerebelo de ratas con encefalopatia hepética (ratas-dpc)
comparadas con las ratas control (ratas-sham). Esta razén es indice especifico
de oxidacion de cada proteina ya que nos proporciona una medida del dafio
oxidativo especifico de cada proteina (banda o “spot”): ug grupos carbonilo/mg
de proteina (Butterfield and Sultana, 2011; Bautista et al., 2000).
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Deteccion vy cuantificacion en cada gel

3 escaneados
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Comparacion de los cocientes vy analisis estadistico

Figura-M&M11.: Esquema del analisis en DeCyder. Llamamos gel
master a aquella imagen del standard donde se detectan mayor n° de
spots presentes en todas las muestras. La deteccion de los spots se
lleva a cabo entre el standard y muestra del mismo gel. Las dos
imagenes super-puestas perfectamente permiten medir directamente
el cociente del volumen de los spots entre el standard y la muestra. El
mapa de spots del standard es macheado junto con cociente del
volumen standard/muestra, se comparan y se calcula la abundancia
relativa del cociente entre las muestras de diferentes geles, seguido
del andlisis estadistico.

IV.10.- Identificacion de spots de interés (oxidados) por espectrometria de

masas.

En base a los datos del analisis del inmunoblot (oxi-blot), los spots que
muestran diferencias estadisticamente significativas en el contenido en grupos
carbonilos (indice fox) se han cortado manualmente con escalpelo, y

seguidamente se ha procedido a su reduccion, alquilacién y digestion in-gel con
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tripsina de acuerdo con el procedimiento descrito por Shevchenko et al.
(Shevchenko et al., 1996), para seguidamente proceder a su identificacion por
espectrometria de masas, tal como se muestra esquematicamente en la
Figura-M&M12.

' @ s
» @ B 4
digestion =

Pieza de gel

WUTLAA PEFTIDICA,

Péptido Masa
1 452
2 6780
3 7682
4 10053
3 12522

\

MALDI-MS |
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Rl B o o i L

"2
o e o
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ESEFMS/MS ’

L
Huella de secuencia

Figura-M&M12. Esquema general seguido para la identificacion
de las proteinas presentes en los spots de interés.

Las proteinas de los diferentes spots de interés se han identificado en la
Unidad de Protedmica de la Universidad de Cordoba y en el laboratorio de Dr.
Georg Arnold de Gene Center —Proteomic Unit- de la Ludwig Maximilian
Univarsitet Minchen (Alemania) mediante la técnica de ionizacion blanda:
MALDI-TOF (lonizacidon Desorcion asistida por Laser con una Matriz, Matriz-
Assisted-Laser-Desorption-lonization, y detectandose los iones en un detector
de tiempo de vuelo, Time-of-Fligh). Brevemente, los spots cortados se han
lavado dos veces con agua bidestilada, se han sumergido en acetonitrilo al
100% durante 15 min a temperatura ambiente, y seguidamente se han secado
en una Savant SpeedVac durante 30 min. Una vez secas, las muestras se han
reducido con DTT 10 mM en bicarbonato amoénico 25 mM, pH 8,5 durante 30
min a 56°C, y seguidamente se han alquilado con iodoacetamida 55 mM en
bicarbonato aménico 25 mM, pH 8,5 durante 20 min a temperatura ambiente y
en oscuridad. Finalmente, las muestras se han digerido con 12,5 ng/ul de

tripsina de grado secuencia (Promega) en bicarbonato aménico 25 mM, pH 8,5
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a 37°C, overnight. Los péptidos resultantes de la digestion triptica se desalan
en ZipTipsC18 (Millipore) y se eluyen con una solucién saturada de &acido
cyano-4-hydroxycinamico (CHCA, Sigma) disuelto en 50% acetonitrilo y 0.1%
de acido trifluoroacético (TFA) en una placa MALDI de 384 pocillos (Figura-
M&M13).

Los analisis por MALDI-TOF MS se han realizando en un equipo 4800
Proteomics Analyzer MALDI-TOF MS (Applied Biosytem) trabajando en el
modo reflectron, utilizando 1000 disparos por espectro. Recolectandose los
correspondientes espectros para huella peptidica (peptide mass fingerprinting,
PMF).

Las calibraciones del instrumento se realizaron externamente usando
una mezcla de calibracion Pep4 (Laser Biolabs) e internamente con picos de la
autolisis de tripsina (842 m/z, 1045 m/z y 2211 m/z). El rango de masas usado
fue 800-3000 m/z. Data Explorer 4.4 (Applied Biosystem) se utilizo para la
adquisicion de datos y extraccion de las masas monoisotopicas. El anélisis
MS/MS se determind seleccionando 10 precursores con un minimo de S7N
ratio de 40. La fragmentacion de los precursores seleccionados se realiz6 con
la energia de colision a 2 kV y atmosfera como colision gaseosa. Un total de
1000 adquisiciones se acumularon para cada espectro de MS/MS combinado
con MS y el espectro de MS/MS se uso para la busqueda de candidatos de
proteinas utilizando UniProKB/Swiss-Prot (Emision 57.5) y NCBI-nr (version
April 2009) como base de datos de proteinas humanas con motor de busqueda

Mascot (http://www.matrixscience.com) a través del Global Protein Server v3.5

de Applied Biosystems. Los parametros de busqueda en Mascot fueron: (a)
especie, Rattus norvegicus; (b) seguido de la pérdida de sitios de corte; (c)
modificaciones fijadas, carbamidometil cisteina; (d) modificaciones variables,
oxidacion de metioninas y fosoforilacion de serinas/treoninas/tirosinas (STY);
tolerancia peptidica, + 50-100 ppm; (f) MS/MS tolerancia, = 0.3 Da; y (g) carga
peptidica, +1.
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V. Andlisis estadistico.

Los calculos de significacion estadistica se han realizado empleando el
test de la t de Student para datos no apareados y el analisis de la variancia
(ANOVA) con dos factores. Se consideran significativos los valores de p < 0,05.
Para el andlisis estadistico y la generacion de las graficas se ha empleado el
programa SPSS 8.0 y SPSS 14.0 (spss, Chicago, IL) y Excell para Windows
(Microsoft). Todos los datos se han presentados como el valor de la media + la

desviacion estandar.

Figura-M&M13. Resumen ilustrativo desde la preparacion de la matriz hasta la
colocacion de la placa en el MALDI-TOF.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se ha utilizado el modelo animal de EH en ratas
con derivacion portocava (ratas-dpc) (Jover, 2006; Numata, 1983). Es decir,
se han utilizado animales a los que se les ha operado y practicado una
derivacion porto-cava (ratas-dpc), y animales operados a los que no se les ha
realizado la derivacion portocava o animales control (ratas-sham) (Figura-
R&D1). Una vez realizada las operaciones y la derivacién porto-cava en los
casos correspondientes, los animales se han mantenido bajo condiciones
normales de alimentacion e higiene durante 6 semanas. A las seis semanas los
animales se han sacrificado siguiendo las recomendaciones del Comité Etico
para la Experimentacion Animal de la Universidad de Sevilla
(http://investigacion.us.es/area-investigacion/comite-etico) y se han
extraido, lo mas rapidamente posible, los siguientes tejidos y organos: sangre
arterial, cerebro, higado, rifion e intestino delgado, si bien, en el presente
trabajo Unicamente se han utilizado el cerebro y puntualmente la sangre arterial
(plasma) de ratas-dpc y ratas-sham. Cada grupo ha estado formado
inicialmente por diez animales, si bien en el presente estudio se han utilizado 6
animales en el grupo-sham y 7 en el grupo-dpc, utilizandose el resto de los
animales para ensayos previos y confirmacion del estado hiperamonémico,

aunque en el grupo-dpc hubo ademas una muerte.

Ny

GRUPO INICIAL
n=20

Grupo-sham
n=6 Grup o:idpc
n =

Figura-R&D1 Grupos de animales utilizados en el presente estudio.
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I. Niveles de amonio en plasmay en tejido cerebral.

El estado hiperamonémico es una de las caracteristicas e hipétesis mas
aceptada en la EH (Prakash et al., 2010; Lemberg and Fernandez, 2009;
Faint, 2006). Para comprobar que el modelo utilizado en el estudio era
funcional, lo primero que se hizo fue medir los niveles de amonio en plasma y

en el tejido cerebral de las ratas-dpc con respecto a las ratas-sham (control).

Tabla-R&D1 Niveles plasméticos de amonio en ratas controles (ratas-sham) y con
derivacién porto-cava (ratas-dpc)

Ratas-sham Amonio Ratas-dpc Amonio
[umoles/I] [umoles/I]

C-1 101,32 DPC-2 320,43
C-3 94,28 DPC-4 306,17
C-4 85,39 DPC-5 308,98
C-7 106,24 DPC-7 314,05
C-9 89,54 DPC-8 280,87
C-10 108,21 DPC-9 306,16

DPC-10 291,22

Tabla-R&D2 Niveles de amonio en homogenado* de cerebro de ratas controles (ratas-
sham) y con derivacion porto-cava (ratas-dpc)

Ratas-sham Aminio Ratas-dpc Amonio
[umoles/qg] [umoles/qg]

C-1 3,51 DPC-2 8,32

C-3 2,64 DPC-4 10,02

C-4 3,69 DPC-5 8,54

C-7 3,09 DPC-7 9,23

C-9 3,41 DPC-8 6,85

C-10 4,31 DPC-9 7,33
DPC-10 8,43

* Relacion peso humedo de tejido/ml de tampén = 0,1 g/ml y expresado como umoles
de amonio por g de tejido (peso humedo)

Del andlisis de los datos expuestos en las Tablas-R&D1 y -R&D2, y que
se resumen en la Tabla-R&D3 y Figuras-R&D2 y —R&D3, se observa que los

niveles de amonio, tanto en el plasma como en el cerebro, son
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significativamente mas elevados, aproximadamente tres veces mas, en los
animales con derivacion porto-cava que en los animales controles (ratas-
sham), lo que pone claramente de manifiesto que los animales con derivacion
porto-cava estan sometidos a un estado de hiperamonemia. Esto lo hemos
interpretado como una primera sefial de EH, inducida por los altos niveles de
amonio. Estos animales sometidos, previamente, al test del Ilaberinto

presentaban un comportamiento anémalo propio de animales con EH.

Tabla-R&D3: Niveles de amonio en el tejido cerebral y plasmatico en ratas controles
(ratas-sham) y ratas hiperamonémicas (ratas-dpc)

Ratas-sham Ratas-dpc P
(umol/)y* (umol/l)*
(umol/g)** (umol/g)**
Amonio
Plasma* 97,50 £ 9,23 303,98 + 13,56 <0,01
Cerebro** 3,44 + 0,56 8,39 + 1,07 <0,01

Los datos se expresan como la media + DE de tres datos independientes
* Medido en homogenado (relacion peso humedo de tejido/ml de tampon = 1g/10 ml) y
expresado como pmoles de amonio por g de tejido (peso himedo).

Amonio plasmatico (pumol/l)
350

300

250

200

150

100

FH

ratas-sham ratas-dpc

Figura-R&D2. Niveles de amonio plasmético en ratas-sham y ratas-dpc.
Los datos se expresan como la media + DE de tres datos
independientes (p < 0.01).
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Amonio cerebral (umol/g)
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ratas-sham ratas-dpc

Figura-R&D3. Niveles de amonio en el tejido cerebral en ratas-sham y
ratas-dpc. Los datos se expresan como la media + DE de tres datos
independientes (p < 0.01)

En relacion con los niveles de amonio en el cerebro, los datos expuestos
corresponden a un valor global, ya que las determinaciones se han realizado
sobre homogenados totales de cerebro, sin separacion previa de centros

cerebrales.

Con el fin de investigar si estos valores eran uniformes en las distintas
areas cerebrales o centros cerebrales, decidimos medir el nivel de amonio en
corteza, hipocampo y cerebelo, centros principalmente implicados en las
alteraciones psicomotoras observadas en la EH. En la Figura-R&D4 se

muestran los resultados obtenidos.

Como se puede observar de estos datos, la mayor concentracién de
amonio en el cerebro se localiza en la corteza cerebral, si bien en todos los
centros estudiados el nivel de amonio siempre es mayor en los animales con

derivacion porto-cava en comparaciéon con los animales controles (sham).
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Resultados anélogos han sido publicados por otros investigadores en modelos
animales equivalentes (Swamy et al., 2005), lo que avala la validez del

presente modelo.

Concentracion de amonio (umol/g tejido)
10
g T
5 L
7
&
5
4
3 1wl
2 I
1 I
a T
ratas-sham ratas-dpc
corteza Mcerebelo Mhipocampo

Figura-R&D4. Concentracion de amonio en corteza cerebral, cerebelo e
hipocampo de ratas-sham y —dpc. Los datos se expresan como la media *
DE de tres datos independientes (p < 0.01).

II. Hiperamonemia y estrés oxidativo.

Establecido el hecho de que los animales eran hiperamonémicos y
presentaban sintomatologia propia de la EH, y teniendo en cuenta que
concentraciones altas de amonio (hiperamonemia) podrian causar estrés
oxidativo, fundamentalmente a nivel del cerebro, (Monfort et al., 2009;
Norenberg et al., 2004) procedimos a investigar esta hipétesis en nuestro
modelo. Inicialmente centramos nuestra atencion en el estudio de marcadores

de estrés oxidativo a nivel de oxidacion lipidica y de proteinas.
En los siguientes apartados se muestran los resultados obtenidos al

estudiar el “estado oxidativo” y el dafio asociado en componentes celulares de

naturaleza lipidica y proteica tanto en animales controles (ratas-sham) como en
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animales sometidos a un estado de hiperamonemia (ratas-dpc). Para ello se ha
medido la produccibn de agentes oxidantes (radicales libres,
fundamentalmente) y el dafio causado por estos agentes sobre lipidos vy
proteinas. Dado que en los estados de hiperamonemia se producen tanto ERO
como ERN, nos referiremos, en principio, a ambos tipos de productos como

“oxidantes activos”.

II.1.- Medida de “oxidantes activos” en el cerebro de ratas-sham y ratas-

dpc.

Con el fin de estudiar el “estado oxidativo” y el dafio asociado sobre los
componentes celulares de naturaleza lipidica y proteica tanto en animales
controles (ratas-sham) como en animales sometidos a un estado de
hiperamonemia (ratas-dpc) procedimos a determinar el nivel de “oxidantes
activos” global. Para ello medimos la produccidon de agentes oxidantes
(radicales libres fundamentalmente) y el dafio causado por estos agentes sobre
lipidos y proteinas mediante el método de la diclorofluoresceina-diacetato
(DCFH-DA) (Wang and Joseph, 1999).

La utilizacion de DCFH-DA es un método ampliamente establecido para
medir el “estado oxidativo” de las células. Este método es especialmente util
para la deteccion de H,O,, ONOO" e hidroperéxidos organicos (Wang and
Joseph, 1999). La DCFH-DA es permeable a las células, una vez dentro de las
células es hidrolizado a DCFH gracias a las esterasas celulares. La DCFH
formada por la accion directa de los “oxidantes activos” es transformada en un
compuesto fluorescente la DCF, el cual se utiliza como marcador citosdlico de

estrés oxidativo (Sohn et al., 2005).

Los datos obtenidos se muestran en la Figura-R&D5 y corresponden a
células de cerebro (tejido disociado: mezcla de neuronas adultas, células de
glia y microgia) tratadas a 37°C con DCFH-DA 25 uM. Como puede
observarse, se aprecia un incremento claro de la presencia de “oxidantes

activos” en las células correspondientes a las ratas-dpc con respecto al nivel
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encontrado en los animales controles (ratas-sham). Segun podemos ver en
dicha figura el nivel de estrés oxidativo de las ratas-dpc es de 2,5 veces
superior (247%) al que se registra en las ratas-sham (100%). De esta manera
se contrarresta el efecto de la operacion sobre la patologia, quedandonos sélo
con el porcentaje de “estado oxidativo” debido a la propia patologia,
hiperamonemia. Valores muy parecidos a los obtenidos en las ratas-sham,
estadisticamente no significativos, se obtienen con ratas controles no-operadas

(valores no mostrados).

Medida de "oxidantes activos"

250

200
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-

DCF-Fluoresceina (%)

50

ratas-sham ratas-dpc

Figura-R&D5: Producciéon de “oxidantes reactivos” en el cerebro de ratas-
sham y ratas con derivacién porto-cava (dpc). Los valores se presentan
como porcentajes (%), tomando como 100% el valor ROS obtenido para
las ratas-sham. Los datos se expresan como la media + DE de tres
experimentos de medida independientes (p< 0,01)

Teniendo en cuenta que el método utilizado para medir el nivel de
“oxidantes activos” totales es un método que funciona con mayor especificidad
para ERO y para células aisladas (cultivos) y que en nuestro caso se ha
adaptado a tejido disociado, los resultados podrian estar afectados por algun

tipo de artefacto experimental o de manipulacién que pudiera cuestionarlos.
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Para minimizar este posible problema, se ha procedido a medir la
produccién de NO y los posibles efectos causados por la presencia excesiva de
este tipo de “especies oxidantes activas”, como son su efecto o dafio sobre
determinadas biomoléculas: acidos nucleicos, lipidos y proteinas, si bien este
trabajo se centra en las dos ultimas.

II.2.- Medida de niveles de NO en el cerebro de ratas-sham y ratas-dpc.

Con el fin de obtener mas informacion sobre las especies oxidantes
activas inducidas por la hiperamonemia, se procedié a medir los niveles de
produccion de NO tanto en cerebro de ratas-sham (controles) como de ratas-
dpc (hiperamonémicas), utilizando para ello el método espectrofotométrico de
Griess (Schaus, 1956). Como se puede observar en la Tabla-R&D4 y Figura-
R&D6, los niveles de NO son mas elevados en condiciones de hiperamonemia
(21,80£1,57 pmolesymg proteina) que en condiciones normales (sham:

14,76+1,26 umolesmg proteina).

Tabla-R&D4: Produccién de NO en el cerebro de ratas-sham y ratas-dpc

Ratas-sham [NO] Ratas- [NO]
(umoles,mg proteina) dpc (umoles+-mg proteina)

C-1 13.6 DPC-2 20.8
C-3 14.7 DPC-4 24.3

C-4 15.2 DPC-5 21.2
C-7 16.9 DPC-7 19.6
C-9 134 DPC-8 23.1
C-10 14.8 DPC-9 21.2
DPC-10 22.4

14,76+1,26 21,80+1,57

Nuestros resultados podrian explicarse teniendo en cuenta que en el
estado de hiperamonemia, la ruta glutamato-NO-GMPc estd sobre-activada,

desequilibrada, tanto en el cerebelo como en la corteza cerebral de ratas con
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derivacion porto-cava (Rodrigo et al., 2007; Monfort et al., 2001). La
activacion de la nNOS en respuesta a la activacion de los receptores NMDA,
genera un incremento de NO, que puede difundir a las células adyacentes y
activar a las guanilatos ciclasas, produciéndose un incremento de la

concentracion de GMPc.

La ruta glutamato-NO-GMPc juega un papel importante en la modulacion
de acciones intracelulares y en las comunicaciones intercelulares, incluyendo la
potenciacion a largo plazo, un proceso basico para muchas formas de
aprendizaje y memoria (Boulton et al., 1995). El incremento de produccion de
NO se ha visto que puede deberse a la activacion de la nNO, aunque existen
estudios, donde en estado de hiperamonemia, no se encuentran valores
elevados de expresion o de actividad de esta enzima, con lo que no podria

explicarse estos incrementos de NO (Montoliu et al., 2010).

Producciéon de NO (umol/g proteina)

25
20

T
15 J.
10
5
0]

ratas-sham ratas-dpc

Figura-R&D6: Produccion de NO en el cerebro de ratas-sham y ratas con
derivacién porto-cava (dpc). Los datos se expresan como la media + DE
de tres experimentos de medida independientes (p< 0,01)
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Por otra parte, el NO se genera, fundamentalmente, en la microglia
gracias a la NO-sintetasa inducible (NOS-2;), de forma que el incremento de
NO observado en el tejido de las ratas-dpc podria interpretarse como el
resultado de la induccién de esta enzima por el amonio, resultado coincidente

con lo encontrado por otros autores (Suarez et al., 2005).

[1.3.- Biomarcadores de dafno celular

Una vez constatado el incremento de la produccion de especies
oxidantes, ERO y ERN, en el cerebro de las ratas-dpc, pasamos a medir los
posibles dafios causados por estas sustancias en los componentes lipidicos y

proteicos.

[1.3.1.- Peroxidacion lipidica.

Con el fin de constatar el posible dafio causado por las ERO y ERN
sobre los componentes lipidicos celulares, se procedio a medir en el cerebro de
ratas-sham y ratas-dpc los niveles de sustancias acido tiobarbiturico reactivas
(TBARS), malondialdehido (MDA) y de 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), principales

biomarcadores de peroxidacion lipidica celulares.

a) Niveles de TBARS en cerebro de ratas-sham y ratas-dpc.

Los niveles de TBARS en el cerebro de ratas-sham y ratas-dpc se ha
determinado mediante el método de espectrofotométrico (colorimétrico) de
(Leal et al., 2005). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla-R&D5 y
Figura-R&D7

Como podemos ver de los resultados expuestos en la Tabla-R&D5 vy
Figura-R&D7 la diferencia de peroxidaciéon lipidica, medida como niveles de
TBARS, entre las ratas-sham con respecto a las ratas-dpc (0,112+
0,023nmoles/mg proteina frente a 0,180 + 0,020 nmoles/mg proteina,

respectivamente) no es tan pronunciada como cabria esperar del incremento
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observado para las “sustancias oxidantes activas”. Si consideramos el valor de
las ratas-sham como el 100%, la diferencia respecto a las ratas-dpc (161%) es
de un incremento del 61% en la peroxidacion lipidica, notablemente mas baja
que el incremento en la produccion de “sustancias oxidantes activas”, que era
un incremento del 147%, como mas arriba hemos indicado. Lo cual podria ser
indicativo de que las “sustancias oxidantes activas” no sélo actuan sobre los
lipidos celulares, sino también sobre otras biomoléculas, proteinas y acidos
nucleicos fundamentalmente (Floyd and Carney, 1992), como mas adelante

discutiremos.

Tabla-R&D5: Niveles de TBARS en el cerebro de ratas-sham y ratas-dpc.

Ratas-sham [TBARS] Ratas-dpc [TBARS]
(umoles,mg proteina) (umoles-mg proteina)

C-1 0,081 DPC-2 0.203
C-3 0,142 DPC-4 0.145
C-4 0,108 DPC-5 0.188
C-7 0,096 DPC-7 0.183
C-9 0,132 DPC-8 0.178
C-10 0,110 DPC-9 0.200

DPC-10 0.165

0,112+ 0,023 0,180 + 0,020

TBARS (umol/mg proteina)

0,2
0,18 T
0,16
0,14

0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

0,12 I

ratas-sham ratas-dpc

Figura-R&D7. Niveles de TBARS en el cerebro de ratas-sham y
ratas-dpc. Los datos se expresan como la media + DE de tres
experimentos de medida independientes (p< 0,01).
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b) Niveles de MDA en cerebro de ratas-sham y ratas-dpc.

Los niveles de MDA, en cerebro de ratas-sham y ratas-dpc, se han
llevado a cabo mediante un método cromatogréafico de HPLC en fase reversa
(RP-HPLC) de acuerdo con los procedimientos descritos por (Sommerburg et
al., 1993; Wong et al., 1987). Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla-R&D6.

Tabla-R&D6: Niveles de MDA en el cerebro de ratas-sham y ratas-dpc.

Ratas-sham [MDA] Ratas- [MDA]
(umoles,mg proteina) dpc (umoles+-mg proteina)

C-1 0,021 DPC-2 0,072

C-3 0.019 DPC-4 0,065

C-4 0.016 DPC-5 0,057

C-7 0.024 DPC-7 0,061

C-9 0,028 DPC-8 0,062
C-10 0.018 DPC-9 0,054
DPC-10 0,060

0,021+0,004 0,062+0,006

Como podemos ver de los resultados expuestos en la Tabla-R&D6 y
Figura-R&D8 el nivel de peroxidacion lipidica, medida como concentracion de
MDA, en las ratas-sham y ratas-dpc (0,021+0,004 nmoles/mg proteina y
0,062+0,006 nmoles/mg proteina, respectivamente) no son tan elevados como
en el caso de su evaluacion como TBARS. Esto se puede explicar debido a que
la estimaciéon como MDA, mediante el método comatografico de HPLC-RP es
especifico para MDA, mientras que el método colorimétrico de las TBARS es
un método inespecifico que mide tanto productos de peroxidacion lipidica como

otras sustancias inespecificas (Carbonero-Aguilar et al., 2011)

Ademas, los datos anteriores se refieren a MDA libre, ya que el MDA
unido o ligado no se puede determinar mediante el método cromatografico
anteriormente descrito, lo que podria explicar en parte los bajos niveles de

MDA encontrados.
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c¢) Niveles de HNE en cerebro de ratas-sham y ratas-dpc.

Los niveles de HNE, en cerebro de ratas-sham y ratas-dpc, se han
llevado a cabo mediante un método de inmunoensayo de acuerdo con el
procedimiento descritos por (Kurisaki and Hiraiwa, 2009). Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla-R&D7 y Figura-R&D9.

MDA (umol/ mg proteina)
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0,05
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002 +—— I
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ratas-sham ratas-dpc

Figura-R&D8. Niveles de MDA en el cerebro de ratas-sham y
ratas-dpc. Los datos se expresan como la media + DE de tres
experimentos de medida independientes (p< 0,01).

Tabla-R&D7: Niveles de HNE en el cerebro de ratas-sham y ratas-dpc.

Ratas-sham [HNE] Ratas-dpc [HNE]
(umoles,mg proteina) (umoles-mg proteina)

C-1 0,010 DPC-2 0,018
C-3 0,007 DPC-4 0,017
C-4 0,011 DPC-5 0,022
C-7 0,008 DPC-7 0,016

C-9 0,005 DPC-8 0,014
C-10 0,009 DPC-9 0,020
DPC-10 0,017

0,008+0,002 0,018+0,003
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Como podemos observar de los resultados expuestos en la Tabla-
R&D7 y Figura-R&D9 el nivel de peroxidacion lipidica, medida como
concentracion de HNE, en el cerebro de ratas-sham y ratas-dpc (0,008+0,002
nmoles/mg proteina y 0,018+0,003 nmoles/mg proteina, respectivamente), al
igual que en el caso del MDA, no son tan elevados como en el caso de su
evaluacién como TBARS. Esto, en este caso también, se puede explicar debido
a que la estimacién de la peroxidacién lipidica especificamente como HNE, se
ha llevado a cabo mediante un método especifico para este compuesto unido a
proteina es decir HNE ligado; mientras que el método colorimétrico de los
TBARS es un método inespecifico que mide tanto productos de peroxidacion
lipidica libres como ligados asi como otras sustancias inespecificas
(Carbonero-Aguilar et al., 2011).

En la Tabla-R&D8 se muestran los valores medios obtenidos para la
peroxidacion lipidica en el cerebro de ratas-sham y ratas-dpc, mediante tres
biomarcadores distintos. El andlisis de estos datos muestra que mientras la
peroxidacion lipidica estimada como TBARS es 1,61 veces mayor en el cerebro
de ratas-dpc que en el de ratas-sham, la estimacion especifica como MDA y
HNE es de 2,95 y 2,25 veces mayor en el cerebro de ratas-dpc que en el de
ratas-sham. Lo cual podria explicarse por la mayor especificidad y selectividad
de los dos ultimos biomarcadores, que minimizarian grandemente la respuesta

debida a valores inespecificos.

Tabla-R&D8: Medida de la peroxidacion lipidica mediante distintos
biomarcadores: TBARS, MDA y HNE, en ratas controles (ratas-sham) y ratas
hiperamonémicas (ratas-dpc). .

Ratas-sham Ratas-dpc P
(umol/mg (umol/mg
proteina) proteina)
TBARS 0,112 + 0,023 0,180 £ 0,020 <0,05
MDA 0,021 + 0,004 0,062 £ 0,006 <0,01
HNE 0,008 + 0,002 0,018 £+ 0,003 <0,01

TBARS: sustancias acido tiobarbiturico reactivas; MDA: malondialdehido; HNE:
4-hidroxi-2-nonemal. Los datos se expresan como la media =+ DE de tres
experimentos independientes.
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HNE (umol/mg proteina)
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ratas-sham ratas-dpc

Figura-R&D?9. Niveles de HNE en el cerebro de ratas-sham y ratas-
dpc. Los datos se expresan como la media * DE de tres
experimentos de medida independientes (p< 0,01).

[1.3.2.- Oxidacion de proteinas.

El otro grupo de biomoléculas altamente sensible al dafio causado por
los “oxidantes activos”, fundamentalmente por las ERO, ademas de los acidos
nucleicos, son las proteinas (Stadtman, 2006), que debido a su alta

concentracion celular constituyen dianas preferentes.

La cuantificacion del dafio oxidativo proteico se ha llevado a cabo
mediante la cuantificacion de grupos carbonilos por el método de la DNPH de
acuerdo con el método descrito por el grupo de Stadtman (Evans et al., 1999;
Levine et al., 1994; 1990). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla-
R&D9 en la Figura-R&D10.

Como indican los datos presentados en la Tabla-R&D9 y en la Figura-

R&D10, el contenido en grupos carbonilo y por tanto el grado de oxidacion
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proteico es mayor (4,70+0,57 nmol/mg proteina) en ratas-dpc
(hiperamonémicas) que en las ratas-sham (2,72+0,24 nmol/ mg proteina).

Tabla-R&D9: Contenido de grupos carbonilos en las proteinas del cerebro de
ratas-sham y ratas-dpc.

Ratas-sham [Grupos carbonilo] Ratas-dpc [Grupos carbonilo]

(nmoles)mg proteina) (nmoles-mg proteina)

C-1 2,73 DPC-2 5,07
C-3 2,98 DPC-4 4,82
C-4 2,51 DPC-5 5,14
C-7 2,43 DPC-7 3,97
C-9 3,01 DPC-8 3,81
C-10 2,65 DPC-9 4,94

DPC-10 521

2,72+0,24 4,70+0,57

Cantidad total de grupos carbonilo
(nmol/mg proteina)

w
| ——

ratas-sham ratas-dpc

Figura-R&D10: Concentracion de grupos carbonilos en las
proteinas del cerebro de ratas-sham y ratas-dpc. Los datos
corresponden al valor medio + DE de tres experimentos
independientes (p < 0,01)

Como estos resultados indican, se observa una importante elevacion del

contenido en grupos carbonilos en las muestras de cerebro de ratas-dpc en
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comparacién con las muestras de cerebro de ratas-sham, es decir, un

incremento del orden del 73%, o de 1,73 veces.

El analisis conjunto de los datos de peroxidacién lipidica y de oxidacién
proteica como carbonilacion (formacion de grupos carbonilos) podriamos
interpretarlo como que el incremento de la peroxidacion lipidica en las ratas-
dpc es mas pronunciado (1,61 como TBARS, 2,95 como MDA y 2,25 como
HNE) que el observado para el dafio oxidativo (carbonilos) sobre las proteinas
(1,73).

Estos resultados apuntan claramente hacia una participacion directa del
estrés oxidativo en las ratas-dpc. El que esto es asi se ha comprobado por
otros miembros del grupo (Casco-Lorente, 2008; Collantes de Teran &
Bautista, resultados no publicados), alimentando un grupo de ratas-dpc con
una dieta normal y otro grupo con una dieta enriquecida en antioxidantes y
AARs.

Estos resultados confirman la participacion del estrés oxidativo en la EH
desarrollada por las ratas-dpc pero no nos dice nada sobre los mecanismos y

proteinas/enzimas implicados en el desarrollo fisiopatologico de la EH.

El efecto parcialmente protector observado en los anteriores estudios, a
nivel del dafio sobre lipidos y proteinas, parece indicar que o bien el
antioxidante (ergotioneina) administrado en la dieta o bien la estimulacion de
los sistemas antioxidantes celulares, podrian ser los responsables del efecto
beneficioso observado en el grupo de ratas-dpc alimentadas con una dieta

enriquecida en ergotioneina, selenio organico y aminoacidos ramificados.

Con el fin de investigar qué proteinas/enzimas podrian estar implicadas
en la fisiopatologia observada en las ratas-dpc procedimos a estudiar la
expresion diferencial de proteinas en las ratas-sham y ratas-dpc, ya que una
expresion diferencial de proteinas/enzimas implicadas en el metabolismo del

nitrégeno, sistemas antioxidantes celulares y/o relacionadas con el
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hinchamiento de los astrocitos, podrian explicar las diferencias observadas.
Aungue, desde un principio también se tuvo en cuenta que estas diferencias
podrian ser debidas a modificaciones post-traduccionales, fundamentalmente
oxidativas (Bautista et al., 2000).

En base ha esta hipétesis, seguidamente procedimos a estudiar la
expresion diferencial de proteinas y sus posibles modificaciones post-
traduccionales (oxidativas) en el cerebro de ratas-sham y rats-dpc.

Una vez comprobado, midiendo diferentes marcadores (estado oxidativo
global, contenido en NO, peroxidacion lipidica, oxidacion de proteinas (grupos
carbonilos totales, etc) y que no todas las proteinas se oxidan por igual (como
mas adelante discutiremos), que en condiciones de hiperamonemia se produce
un estado de estrés oxidativo y que nuestros resultados eran analogos a los
encontrados por otros autores en otros modelos (Bemeur et al., 2010); nos
planteamos la siguiente pregunta: ¢como afecta esta desregulacion/
desequilibrio a los sistemas antioxidantes de las ratas-dpc en el contexto de la

EH? Inicialmente podriamos pensar dos situaciones:

i) Alteraciones en el patrén de expresion de proteinas.

En este caso, la célula, en un principio, podria necesitar mas enzimas
antioxidantes o moléculas que actian como aceptores de esos radicales libres
gue se han producido (glutatiéon peroxidasa, glutation reductasa, superoxido
dismutasa, catalasa, ...), ademas esta acumulacién de radicales libres podria
llegar a alterar el funcionamiento de la maquinaria celular, afectando al sistema
de transcripcién de genes, sintetizadndose proteinas, que en el estado normal

de la célula no se encuentran o que lo hacen en menor proporcién.

i) Alteraciones o modificaciones post-traduccionales.

Por otro lado, ese estado de “estrés” generado, produciria radicales
libres, ERO y ERN que podrian modificar a las propias biomoléculas, y en
concreto a las proteinas, generando aductos, modificando su estructura,

adicionandole grupos, en definitiva modificando sus funciones.
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La siguiente pregunta que podria plantearse es: ¢coémo estudiar cada
una de las aproximaciones? Para ello en cada caso podemos utilizar los

siguientes abordajes:

1) Estudio de las alteraciones del patron de expresion proteico:

Este estudio puede abordarse mediante procedimientos protedémicos,
bien, basados en la cromatografia liquida y la espectrometria de masas, ICAT o
iTRAQ, fundamentalmente (Collantes de Teran, 2006; Gigy, 1999), o basados
en la electroforesis bidimensional (2D) y la espectrometria de masas (Gorg et
al., 2004; Gygi et al.,, 2000). En este estudio nos hemos decidido por el
procedimiento basado en la 2D y la espectrometria de masas, concretamente
por el procedimiento denominado Differential In Gel Electrophoresis (DIGE)
(Unlu et al., 1997), que como mas adelante discutiremos ofrece grandes

ventajas sobre los métodos clasicos.

2) Estudio de las alteraciones o modificaciones post-traduccionales:

Las alteraciones observadas en la EH no solo podrian explicarse por una
alteracion de la expresion génica sino también por la modificacion de las
cadenas proteicas una vez sintetizadas o por modificaciones post-

traduccionales, que pueden modificar o desactivar las proteinas/enzimas.

[ll. Estudio de la expresion diferencial de proteinas en el

cerebro de ratas-sham y ratas-dpc mediante DIGE.

El uso de la 2D, nos permite tener una vision global del estado del
proteoma en un estado fisiolégico o patolégico concreto de la célula o de un
tejido, pudiéndose comparar el patron de spots de diferentes muestras y
cuantificar si existen cambios individuales de las proteinas. Este estudio se ha
venido haciendo durante muchos afios utilizando la 2D como herramienta de

trabajo, y numerosos trabajos se han publicado utilizando esta técnica. (Di
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Carli et al., 2011; Kim et al., 2008; Hamdan and Righetti, 2002). Ahora bien
este procedimiento presenta varios inconvenientes o limitaciones técnicas: i)
alta variabilidad entre geles, porque se comparan geles independientes, donde
la migracion, intensidad y condiciones de cada gel puede variar, resultando
dificil determinar si esas variaciones se deben a variaciones biologicas o
experimentales; ii) dificultad en el macheo o comparacién entre geles; iii) un
menor grado de sensibilidad por poseer un rango dinamico mas limitado al
compararse con métodos que utilizan la fluorescencia para detectar las
muestras (Gharbi et al., 2002; Unlu et al., 1997). Sin embargo, el desarrollo de
una nueva técnica de 2D, denominada DIGE, minimiza estos inconvenientes y
nos permite comparar de forma reproducible el nivel de expresion de dos
muestras de proteinas, simultdneamente, en un mismo gel, pudiendo separar
miles de proteinas a partir de unos pocos miligramos de muestra. Ademas,
teniamos la posibilidad de colaborar con el grupo del Dr. Georg J. Arnold del
Laboratory for Functional Analysis (LAFUGA) del Gene Center, Maximilian
Universitat Miinchen, (Alemania), uno de los principales laboratorios implicados

en el desarrollo y aplicaciéon del DIGE (Blutke et al., 2011).

De acuerdo con diferentes estudios en pacientes con hiperamonemia y
EH aguda, transplantados hepéticos (Ross et al., 1996) o bien tratados con
antibidticos (neomicina, rifaximina), con aminoacidos de cadenas ramificadas
(BCAA) o con dietas basadas en proteinas vegetales (Prakash et al., 2010), se
ha observado una mejoria en los sintomas propios de la EH, lo que conlleva a
una mejoria del paciente, especialmente en lo relacionado con su
comportamiento psicomotor (Les et al., 2011; lwasa et al., 2003) ademas de
poder conllevar una reduccién de la estancia hospitalaria. Esto nos llevo a
pensar que las modificaciones que ocurren en estos pacientes no deberian ser,
en gran parte, de naturaleza irreversibles, y que ademas no deberian ser muy
pronunciadas. Por lo que una diferencia en la expresion de proteinas podria
explicar la mayor parte de los sintomas observados en la hiperamonemia y por

ende en la EH.
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Por ello, pasamos a estudiar la expresion diferencial de
proteinas/enzimas en el cerebro de ratas-sham y ratas-dpc mediante la técnica
del DIGE. Para afinar en los resultados, y teniendo en cuenta que la
hiperamonemia, y en la EH, no se afecta por igual a todo el tejido cerebral,
habiendo centros mas sensibles que otros, centramos nuestro estudio en dos
centros, corteza cerebral y cerebelo, mas que en el cerebro completo. De esta
manera se podria concretar mas la localizacion de estas proteinas/enzimas y
evitar efectos de enmascaramiento de proteinas que en unos centros se

podrian expresar en mayor o menor cantidad.

La realizacion del estudio se llevo a cabo de la siguiente manera. En
cada gel, se corrieron tres muestras (ratas-sham, ratas-dpc y patron interno),
segun el disefio experimental (ver M&M, pagina 84). Resultando de este modo
un total de 6 muestras a analizar, es decir, tres geles diferentes por duplicado.
La razon por la cual se ha usado este nimero minimo de analisis es porque,
esta técnica, entre otras, presenta la ventaja de que al introducir el estandar
interno (mezcla de las muestras), hace que se reduzca el nimero de réplicas
gue son necesarias para que los datos analizados sean estadisticamente
significativos (Gharbi et al. 2002). Este planteamiento analitico se ha utilizado
tanto en el caso del estudio de la expresion diferencial de proteinas en la

corteza cerebra como en el cerebelo.

Una vez resuelto los geles, éstos se han analizado mediante el
programa bioinformatico DeCyder 7.0. Seguidamente se
“machearon”/compararon los spots y los datos se filtraron para retener spots
con un valor de p (ANOVA) igual o inferior a 0,05, ademas de tener sélo en
cuenta los spots presentes en todos los geles (18 mapas de spots: 3 mapas de
spots x 3 geles x 2 repeticiones). En las Figuras-R&D11 y -R&D12 se
muestran los geles de DIGE obtenidos para el analisis de la expresion de
proteinas en la corteza cerebral y cerebelo, de ratas-sham y ratas-dpc,

respectivamente.
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El andlisis de estos geles, mediante el software DeCyder 7.0, ha puesto
de manifiesto, que al menos con nuestros parametros de exclusién o filtros,
tanto en el caso de la corteza cerebral como del cerebelo, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la expresion diferencial
de proteinas entre ratas-sham y ratas-dpc. A esta conclusion se lleg6, como
hemos indicado, tras el estudio de parametros como la abundancia relativa de
cada uno de los spots, cociente de volumen, cociente de area, y valor de p.

Lo que si observamos fue que si analizdbamos individualmente las
muestras, para determinados spots se podia observar diferente color en la
imagen formada por la superposicion de las tres imagenes correspondientes a
los tres fluoréforos. Ademas, si nos fijabamos en su abundancia relativa, se
podian ver diferencias entre la muestra de rata-dpc con respecto a la muestra
de rata-sham (Figura-R&D13), aunque estos valores no eran estadisticamente
significativos, si los veiamos sistematicamente en todos los geles. La
explicacion a la aparicion de spots que, individualmente, presentaban

diferencias podria deberse a dos causas, al menos:

i) A que el nivel de expresion no es completamente idéntico en todos los
individuos, pudiendo existir diferencias apreciables.

Al estudiar cualquier parametro no hay que olvidar la variabilidad
intraespecifica, es decir, cada individuo responde de una forma concreta y
diferente a otro individuo. Asi, en el estado de hiperamonemia, s6lo en un 20-
30% de la poblacion se presenta una expresion diferencial de proteinas
totalmente coincidente (Blutke et al., 2011). Aunque para concluir un dato de
manera estadisticamente significativa, éste debe de producirse de forma
repetitiva en al menos la mitad o mas de la poblacién analizada, si no, no es
estadisticamente significativo y por tanto, no es concluyente, sin embargo en

un numero apreciable de individuos se observan diferencias claras.

ii) A artefactos del proceso de marcaje, extraccion y preparacion de la
muestra. Los efectos debido a la manipulacion de la muestra pueden afectar a

los resultados, haciéndonos pensar en falsos positivos o falsos negativos.
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Para comprobar a cual de estas causas se podrian deber estos
resultados, se analizaron los geles donde se observaban los spots de diferente
color (Figura-R&D14 (A)) mediante Differential In-gel Analysis (DIA). Para ello,
primero se seleccionaron los spots que fuesen puntos de interés (POI),
aplicandole los siguientes pardmetros: niumero de spots = 5000; umbral de
modo = 1,5; pendiente = 1,1, area < 100; altura maxima <80 y >65000;
cociente de volumen 21,41545 o <-1,41545, volumen maximo = 10° y <10°
(Figura-R&D14 (B)). Luego se comprobo la presencia de estos POI en los tres
pares de geles (Figura-R&D14 (C)) y se comprobo si la tendencia en la gréfica
mediante el Biological Variation Analysis (BVA) (Figura-R&D13 (C)) era la
misma, es decir, si por ejemplo en todas las ratas-sham aumentaba y en todas
las ratas-dpc disminuia. SoOlo 4 spots cumplian todos los requisitos
mencionados: los spots A, E, Fy G en el par de muestras DPC8 (rata-dpc), C9
(rata-sham). Estos resultados corresponden a cerebelo, si bien, resultados
analogos se obtienen en corteza. Por lo que solo se volvieron a repetir las dos
réplicas de los geles de ese par de muestras, incluyendo el estandar interno
por si se necesitaba comparar en el BVA o bien para evitar artefactos y
asegurar las mismas condiciones en los geles (3 marcajes con fluoréforos) y en
el escaneado de los mismos. Si no se volviera a observar la aparicion de estos
spots con diferente color e igual comportamiento se deberia a un artefacto en el

proceso.

Tras este analisis, se vio que el spot A no aparecia en los dos nuevos
geles (DPCS8, C9), asi que probablemente se debiera a un artefacto durante el
proceso de marcaje con los fluoréforos, en la extraccion o preparacion de las
muestras (Figura-R&D15).

Mientras que los spots E, F y G aparecian en ambos geles, de nuevo. La
abundancia de estos spots estaba incrementada en la muestra rata-dpc (DPCB8)
de todos los geles analizados (las dos réplicas anteriores y las nuevas),
pudiéndose apreciar que este incremento en la abundancia no era del todo muy
elevado (midiéndose el incremento como valor del volumen y altura maxima)

(Tabla-R&D10), con lo que en principio esto hacia pensar que podrian ser
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proteinas que en esos individuos se expresaran de forma diferencial. Para
concluir, seguidamente se realiz6 un gel preparativo (Figura-R&D14 (D)), con
una cantidad de muestra mayor (250 pg) que mejora la resolucion del gel a la
hora de visualizar (tincion con Coomassie compatible con masas) y recortar,
picar los spots para posteriormente someterlos a digestion con tripsina e

identificacion mediante espectrometria de masas.

En la Tabla-R&D11 se recoge la identificacion para cada spot. En todos
los casos, el protein score mayor, es decir, el indice que nos indica el grado de
fiabilidad del resultado, es para identificarlos como albumina sérica. Puede
decirse que al estar situados a un mismo peso molecular (7000 Da) y tener
una minima variacion en el punto isoeléctrico (ya que los tres spots se
encuentran a la misma altura y con una leve variacion en la posicion con
respecto al pl), son distintas isoformas de albumina. En un principio, puede
atribuirse a que como las muestras, una vez extraidas se homogenizan en lisis
buffer, sin ser tratadas para eliminar restos de sangre, se deberia a una
contaminacion de sangre en las muestras. Otra posibilidad seria que en el gel
preparativo, la albumina y otras proteinas de interés como la
Dihydropyrimidinase-related protein 2, no se hubiesen separado de manera tan

eficiente como en los geles analiticos (los geles DIGE).

De este estudio, podemos concluir que tras analizar, tanto en corteza
cerebral como en cerebelo, la expresion diferencial de proteinas en ratas-dpc
frente a ratas-sham de 6 semanas, no se observa ninguna diferencia
estadisticamente significativa en la expresién de proteinas. Si bien, aunque se
ha realizado la comprobacién, a nivel individual, se han seguido utilizando
pardmetros bastante restricitivos (treshold: 1.5, principalmente). Lo cual podria
interpretarse que en este estudio no ocurren cambios drasticos de expresion de
proteinas sino que podrian ser cambios mas sutiles, por ello se observaban
diferencias de expresion a nivel individual en ciertas muestras, de manera

sistematica.

Asi pues, podria decirse que el estado de hiperamonemia y el estado

oxidativo generado, no altera de manera clara el patron de expresion de
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proteinas en ambos centros estudiados. Por lo que los cambios que se
observan podriamos atribuirlos a cambios o modificaciones generadas una vez
se han sintetizado las proteinas, es decir, a cambios post-traduccionales. Esto
reforzaria el hecho, comentado con anterioridad, por el que se observa que los
pacientes con EH, cuando se elimina el agente causante (generalmente altas
concentraciones de amonio) desaparecen la mayoria de los sintomas (Antoni,
2006). Lo que podria llevarnos a pensar que los cambios que se producen en
este sindrome no serian cambios a nivel génico ni/o a cambios irreversibles,
sino mas bien a cambios reversibles o a cambios irreversible inicialmente

silentes por debajo del umbral de dafio (carbonilacion p. ej.).

Como se dijo anteriormente, el estudio del efecto causado por la
hiperamonemia en el desbalance del sistema antioxidante celular y por tanto,
en el estrés oxidativo generado, se ha visto que no produce cambios
estadisticamente significativos a nivel del patrén de expresion de proteinas. Por
lo que a continuacidn centramos nuestro estudio en el efecto del estrés
oxidativo generado por el estado hiperamonémico sobre las modificaciones
post-traduccionales en las proteinas, que era el otro abordaje que se habia
planteado. Para ello, a pesar de ser una modificacion irreversible, nos hemos
centrado en el estudio de los grupos carbonilo, que detallaremos en el siguiente

apartado.
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Pm(KDa) pH 4.2 69 pH 4.2 69  pH 42 6.9
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Figura-R&D11. Imagenes DIGE de la corteza cerebral de rata marcado con fluoréforos (marcaje minimo). (A) Muestra de rata-sham
marcada con Cy3; (B). Muestra de rata-dpc marcada con Cy5; (C). Superposicion de las imagenes (A) and (B).
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Figura-R&D12. Imagenes DIGE del cerebelo de rata marcado con fluoréforos (marcaje minimo). (A) Muestra de rata-sham marcada
con Cy3; (B). Muestra de rata-dpc marcada con Cy5; (C). Superposicion de las imagenes (A) and (B).
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Figura-R&D13. Resultados DeCyder BVA muestran ciertas diferencias en determinados spots. (A) Visualizacién en
3-D del volumen un spot en rata-dpc (B) Visualizacion en 3-D del volumen del mismo spot en rata-sham. (C)
Representacion grafica del logaritmo de la abundancia de ese spot entre ratas-dpc y ratas-sham.
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Figura-R&D14. Estudio de los spots con diferencias individuales. (A) Super-posicion de los tres fluoroforos. Pueden apreciarse los spots
con diferente color (azulado); (B) Mapa inicial de spots que presentan un incremento (azul) o una disminucién (rojo) en rata-dpc respecto a
ratas-sham; (C) Mapa de spots filtrado. Sélo aparecen en rojo los spots que se han comprobado que son spots presentes en cada par de
muestras; (D) Spots picados en el gel preparativo (12% acrilamida) para su posterior identificacion mediante espectrometria de masas.
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Figura-R&D15. Valores de los parametros del spot A en DIA.
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Tabla-R&D10: Abundancia relativa de los spots E, F y G en cada uno de los geles. (UA)

Gel 1 Gel 2
Volumen Max. Volumen Max.altura
altura
Spot C19 T28 C19 T28 C19 T28 C19 T28
E 1513000 1564000 3483 351 | 1185000 1333000 2662 3179
1
F 2441000 2522000 5033 515 | 1892000 2238000 3669 4354
7
G 2013000 2480000 5062 584 | 1605000 2089000 3624 4736
5
Gel 3 Gel 4
Volumen Max. Volumen Max.altura
altura
Spot C19 T28 C19 T28 C19 T28 C19 T28
E 1008000 1041000 2671 2844 1043000 1146000 2319 2616
F 1936000 2085000 3148 3635 588500 676966 2331 2981
G 1737000 2110000 3561 4335 1094000 1325000 2867 3683
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Tabla-R&D11: Proteinas identificadas en las muestras DPC-8 (rata-dpc) y C-9 (rata-sham).

SPOT N° de Proteina identificada Protein Peso molecular
acceso score (Da)

E IPI00191737 Alb Serum albumin 4846 70682
IP100870112 Dpysl2 Dihydropyrimidinase-related 1316 62638

protein 2
F IPI00191737 Alb Serum albumin 8820 70682
IPI00870112 Dpysl2 Dihydropyrimidinase-related 790 62638

protein 2
G IPI00191737 Alb Serum albumin 7445 70682
IPI00870112 Dpysl2 Dihydropyrimidinase-related 1091 62638

protein 2
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IV. Modificaciones post-traduccionales en el cerebro de ratas-

sham y ratas-dpc.

Los sintomas asociados a la hiperamonemia y por extension a la EH
podrian explicarse, también, por modificaciones post-traduccionales de las
proteinas expresadas y sometidas a un estado de estrés oxidativo inducido por
las altas concentraciones de amonio observadas en la ratas-dpc. Este estado
de estrés oxidativo podria dar lugar a diversas modificaciones post-
traduccionales oxidativas, tales como oxidacion de grupos sulfhidrilos (Bonetto
and Ghezzi, 2006), nitracion de tirosinas (Thomas et al., 2006), y formacion de
grupos carbonilos (Levine and Stadtman, 2006). Mientras que las dos
primeras son de naturaleza reversible, la Ultima es de naturaleza irreversible y
generalmente va acompafada de una pérdida de actividad de mayor o menor
grado (Stadtman, 2006; Bautista et al., 2000). Ambos tipos podrian explicar
parte de los sintomas observados en las ratas-dpc o con EH. Nosotros en este
trabajo nos hemos centrado en el estudio de la modificacion post-traduccional
oxidativa por formacion de grupos carbonilos (carbonilacion) dado que hasta la
fecha han sido menos estudiadas que las modificaciones reversibles, ademas

de ser actualmente abordada, en nuestro grupo, por otros compafieros(as).

Entre los diferentes métodos disponibles para estudiar la formacion de
grupos carbonilos (carbonilacién) en las proteinas el método de la DNPH es el
mas sensible y preciso (Sultana and Butterfield, 2011; Linares et al., 2010;
Levine et al., 1999), por ello este método ha sido el elegido para llevar a cabo

nuestro estudio.
IV.1.- Cinética de marcaje con dinitrofenil-hidracina (DNPH).

Para establecer el tiempo mas adecuado de incubacion y/o marcaje de
los grupos carbonilo con la DNPH, e intentar minimizar las reacciones

colaterales y la saturacion de las muestras, se ha realizado un estudio cinético

previo. El tiempo de marcaje es importante, ya que si nos excedemos, se
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marcarian todos los grupos carbonilo (aldehidos y cetonas), ya sean
procedentes de la oxidacion proteica, propios de las estructuras de las
proteinas, como procedentes de otras moléculas celulares (acidos nucleicos,
aldehidos de bajo peso molecular), ddndonos una sefal intensa y saturada.
Generalmente, los grupos carbonilo generados por oxidacion proteica suelen
determinarse en tiempos no demasiado largos de exposicién al marcador, ya
gue al formarse post-traduccionalmente estan localizados sobre la superficie de
la molécula, por lo que son rapidamente accesible (Bautista et al., 2000).

Como se aprecia en las Figuras-R&D16, -R&D17 y Tabla-R&D12, un
tiempo de incubacion de unos ~5 minutos es suficiente para marcar aquellos
grupos carbonilo resultantes de la oxidacion. Un tiempo mas prolongado, como
se ha comentado con anterioridad, llevaria a la obtencién de unos resultados
errébneos por saturacion de la sefal. Por lo que hemos fijado el tiempo de

incubacion, inicialmente, para el marcaje en 5 min.

Tiempos marcaje
DNPH
T— 0 minutos

( ) -+ » 2 minutos
-— 5 minutos
-— 10 minutos

T 20 minutos

Figura-R&D16: Inmunoblotting con proteinas
citoplasmaticas (S2) de la corteza cerebral (3ug /muestra).
A) Ratas-sham (controles); B) Ratas-dpc
(hiperamonémicas). Los distintos tiempos de marcaje con
DNPH se indican con flechas. Los pocillos rodeados con
circulos son controles negativos (sin tratar con DNPH) tanto
de ratas-sham (circulo rojo) como de ratas-dpc (circulo
amarillo).
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Cinética marcaje DNPH
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Figura-R&D17. Niveles de grupos carbonilo tanto en ratas-sham como
en ratas-dpc marcados a distintos tiempos de incubacion con DNPH. Los

datos corresponden al valor medio + DE de tres experimentos
independientes (p < 0,05).

Tabla-R&D12: Valores de la cinética de marcaje con DNPH a distintos
tiempos.

Tiempo incubacion Ratas-sham Ratas-dpc
DNPH (min) (OD-Bkg)/mm? (OD-Bkg)/mm?

0 12062,88 36536,61

2 29233,81 59280,66

5 44920,9 31325,45

10 89370,46 100794,06

20 92171,36 110935,52
SIN MARCAR 0,00 0,00
SIN MARCAR 0,00 0,00

Con el fin de estudiar la sensibilidad a la oxidacion de las diferentes
proteinas presentes en las muestras, pasamos a la separacion de las
diferentes proteinas mediante PAGE-SDS y a la cuantificacion del contenido

proteico (tinciébn con Coomassie) y de grupos carbonilos (marcaje con DNPH).
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IV.2.- Estudio previo de proteinas oxidadas: Aproximacion 1D (PAGE-
SDS).

Una vez establecido el tiempo de incubacion para marcar los grupos
carbonilos de las muestras, se procedio, como estudio previo, a analizar las
distintas proteinas mediante PAGE-SDS, transferencia a membranas de
nitrocelulosas y revelado de bandas de proteinas oxidadas y posterior
determinacién del coeficiente fo, por densitometria (Sultana and Butterfield,
2011; Bautista et al., 2000) en muestras de cerebro de ratas-sham y ratas-

dpc, respectivamente.

Para abordar con mayor precision este estudio, fue necesario la
realizacion de tres réplicas de SDS-PAGE por cada muestra: de forma que una
se destind para la tincion con azul de Coomassie compatible con el posterior
analisis por MS; otra para la tincion con azul de Coomassie no-compatible (que
nos proporciona idea de la cantidad de proteina debido a su mayor sensibilidad
y en consecuencia, servirnos de guia para recortar las bandas en el gel citado
anteriormente); y otro gel para transferirlo a la membrana de nitrocelulosa y
tras su revelado seleccionar aquellas bandas con una mayor oxidacion

(coeficiente fox), coOmo se muestra en la Figura-R&D18.

En un principio podriamos haber elegido las bandas de acuerdo a la
mayor intensidad oxidativa. Sin embargo, este incremento de intensidad podria
deberse a un mayor grado de oxidacion de las respectivas proteinas o0 a una
mayor expresion (mayor cantidad) de las proteinas. Por ello, para poder
discriminar entre ambos casos, hemos analizado las bandas de proteina por
densitometria, tanto en los geles tefiidos con azul de Coomassie (medida de
cantidad de proteina) como en los geles transferidos a membranas de
nitrocelulosa y marcados con DNPH (medida de oxidacion), definiendo el
cociente, fo, para una determinada banda, como la fraccién entre el valor de la
intensidad (unidades DO) de una determinada banda revelada por su contenido

en grupos carbonilos (DNPH) y el valor de la intensidad (unidades DO) de la
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misma banda tefiida por azul de Coomassie (cantidad de proteina) (fox =
intensidad de grupos carbonilos/intensidad de proteinas). Este indice es una
medida de la sensibilidad de la proteina a la oxidacion, siendo esta mayor
cuanto mayor es el factor fox (Sultana and Butterfield, 2011; Bautista et al,
2000).

Como se puede observar en la Figura-R&D18, de acuerdo con este
criterio, se han encontrado al menos 6 bandas (proteinas) correspondientes a

las bandas de 170, 120, 87, 54, 47 y 38 kDa, respectivamente, que muestran

un indice fo claramente mayor en las muestras de ratas-dpc. Una vez

seleccionadas las bandas por el factor f,, podria haberse procedido a su
identificacion por MS. Pero teniendo en cuenta que en una banda de
electroforesis 1D puede haber hasta mas de 700 proteinas (Frélich et al.,
2009) decidimos dejar el proceso de identificacion para mas adelante, tras la
realizacion de la separacion de muestras por electroforesis 2D, mucho mas

potente y resolutiva que la 1D, como seguidamente discutiremos.

El mayor indice de oxidacion (f,) de determinadas bandas en las

muestras de cerebro de ratas-dpc podria explicase debido a que las altas
concentraciones de amonio inducen la generacion de ERO/ERN que producen
la carbonilacion de, al menos, 6 proteinas especificas (Carbonero-Aguilar et
al., 2011), junto con un incremento de la peroxidacion lipidica en el cerebro. El
amonio podria ejercer su accion a través de diferentes rutas, tales como la
activacion de neutréfilos que desencadenaria la respuesta oxidativa
(Hawcross et al., 2010), la inflamacién de astrocitos (Haussinger et al., 2000)
o la liberacion de iones Ca®" intracelularmente (Rose, 2006; Rose et al, 2005).
Todas estas rutas podrian incrementar la produccion de ERO
fundamentalmente, y de ERN, pudiendo estar implicado este estrés oxidativo

en la fisiopatologia de la EH. (Norenberg et al., 2004; Kosenko et al., 2003).
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Figura-R&D18. Proteinas de cerebro de homogenado total (SDS-
PAGE T12%, C3,5%) y proteinas oxidadas (5 min de marcaje con
DNPH) de ratas-dpc y ratas-sham. A) Marcadores de peso molecular:
miosina (207.3 kDa), B-galactosidasa (114.4 kDa), seroalbumina
bovina (78.4 kDa), ovoalbumina (53.1 Da), anhidrasa carbodnica (35.7
kDa), inhibidor de la tripsina de soja (28.3 kDa), lisozima (19.3 kDa),
aprotinina (7 kDa); B, C) Proteinas de ratas-dpc separadas por
electroforesis (12%) vy tefidas con azul de Coomassie e
inmunodeteccién de grupos carbonilo, respectivamente; D, E)
proteinas de ratas-sham separadas por electroforesis y tefiidas con
azul de Coomassie e inmunodeteccion de grupos carbonilo,
respectivamente.
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Como ya hemos indicado anteriormente, las ratas-dpc tienen
incrementada la concentracion arterial de amonio hasta tres veces mas que en
el caso de las ratas-sham, lo que induciria un estado de estrés oxidativo. Los
datos aportados de un incremento del estrés oxidativo producido por la
condicién de hiperamonemia incluyen (i) una produccion de oxidantes activos
totales, medidos como incremento en la fluorescencia del DCF en ratas-dpc,
2,5 veces mayor, (ii) y un incremento en la formacién de biomarcadores del

estrés oxidativo (peroxidacion lipidica y oxidacion de proteinas).

Tanto los datos encontrados para la peroxidacion lipidica como los
encontrados para la oxidacion de proteinas estan en concordancia con datos
encontrados por otros autores previamente (Widmer, 2007; Grune et al., 2003)
donde se usaron modelos experimentales similares y cultivo primario de
astrocitos de rata. Sin embargo, no concuerdan con los publicados por otros
investigadores recientemente y utilizando el mismo modelo que nosotros (Yang
et al., 2010). Esta discrepancia podria explicarse o atribuirse a varios factores:
i) la longitud del periodo de mantenimiento de las ratas-dpc (4 semanas, frente
a las 6 semanas utilizadas por nosotros), ii) al uso de una cepa de rata
diferente (Sprague-Dawleys frente a Wistar) y iii) al uso de tejido fresco para
los analisis frente a tejidos congelados a -80°C y descongelados utilizado por
ellos (Carbonero-Aguilar, et al., 2011; Yang et al., 2010). Ademas de estos
factores cabe resaltar otros metodoldgicos, bajo nuestro punto de vista mas
importante, iv) la cuantificacion de grupos carbonilo totales de manera
espectrofotométrica respecto de la inmunoldgica utilizada por ellos, asi como,
V) a la realizacion del marcaje de las proteinas con DNPH en un corto periodo

de 5 min frente a los 15 min empleados por ellos, y por ultimo, vi) al uso del
indice fo para valorar cada banda electroforética y no sélo la sefal

densitométrica (Carbonero-Aguilar, et al., 2011).
En este trabajo se muestra que el estrés oxidativo es inducido en el

cerebro de ratas-dpc por altas concentraciones de amonio y, que como

consecuencia de ello tiene lugar la carbonilacion de proteinas. En relacion a la
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carbonilacion de proteinas, en nuestro laboratorio, en trabajos anteriores
(Bautista et al., 2000) se ha demostrado que el dafo oxidativo por
carbonilacién en estados tempranos no necesariamente promueve la pérdida
de actividad o de funcion en las proteinas, en contraste con otros mecanismos
oxidativos tales como la oxidacién de grupos sulfhidrilo o la nitracién de restos
de tirosina (Norenberg, 2003). So6lo cuando el dafio oxidativo alcanza o
sobrepasa un valor umbral de dafio, ocurre la pérdida de funcién o inactivacion
de la proteina (Bautista, et al., 2000; Stadtman 1992). Lo cual no quiere decir
que las modificaciones oxidativas por carbonilacion no tengan lugar
tempranamente, sino que lo que ocurre es que debido al valor umbral
necesario no se manifiestan y por tanto pasan inadvertidas o de manera
“silenciosa”. Solo cuando se alcanza el valor umbral se manifiestan, lo que a
veces es una sefial irreversible e irreparable, como ocurre en el caso del
Parkinson y el Alzheimer (Butterfield, 2003). Por lo que su deteccidon temprana
puede ser un biomarcador importante para iniciar los tratamientos preventivos,
fundamentalmente con antioxidantes o potenciando los sistemas antioxidantes
celulares (Bautista et al., 2000). Esta falta de manifestacion temprana de
perdida de actividad o funcionalidad podria ser la razén por la que la oxidacion
de proteinas por carbonilacion en la HE ha sido menos estudiada que otras

modificaciones post-traduccionales.

IV.3. Abordaje oxi-protedmico de la modificacién post-traduccional

oxidativa (carbonilacién) en cerebro de ratas-sham y ratas-dpc.

La carbonilacion de proteinas se ha considerado como un biomarcador
de caracter global de la oxidacion de proteinas (Dalle-Donne et al., 2003;
Stadtman and Levine, 2003; Berlett and Stadtman, 1997). La aparicion de
los grupos carbonilos en las proteinas puede ser debido a varias causas: i) la
fragmentacion del esqueleto peptidico, ii) a la abstraccion de atomos de
hidrégeno y carbonos a, y/o iii) por atagues oxidativos sobre varias cadenas de
aminodcidos (lisinas, argininas, prolinas, treoninas, etc., fundamentalmente), iv)

por la formaciéon de aductos formados por adiciones del tipo de Michael entre
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restos de histidinas, lisinas y cisteinas y alquenos reactivos (por ejemplo, HNE)
o por glicacién/ glicoxilacién de grupos amino de lisinas (Dalle-Donne et al.,
2003).

Tradicionalmente, existen dos métodos para detectar la carbonilacion de
proteinas: i) por la formacion de una base de Schiff con biotina-hidracida,
seguido de la deteccién de la unién de la imina formada a la proteina con
avidina o estreptavidina unida a un fluor6foro o0 a una enzima; o ii) por
derivatizacion con 2,4-dinitrofenilhidrazina, seguido de deteccién inmunolégica
utilizando un anticuerpo primario anti-hidrazona (Sultana and Butterfield,

2011) (Figura-R&D19), que es la elegida en el presente trabajo.

R ON

s it

Proteina con
grupo
carbonilo

R ON
CE=INNH . NO, ¥ H,0

Aducto proteina DNP

Figura-R&D19. Derivatizacion de una proteina con un
grupo carbonilo por la 2,4- dinitrofenilhidracina para
formar una base de Schiff, la 2,4-dinitrofenilhidrazona.

A continuacidon se muestran los resultados obtenidos en corteza cerebral
y en cerebelo de ratas-dpc tras 6 semanas, en comparacién con las

correspondientes ratas controles (ratas-sham).
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IV.4. Estudio de las alteraciones 0 modificaciones post-

traduccionales.

IV.4.1 Estudio 2D-Oxy-blot, e identificacion de proteinas oxidadas en
corteza cerebral de ratas-sham y ratas-dpc.

Para investigar/analizar el dafio causado a las proteinas por los radicales
libres y cual o cuales proteinas eran mas vulnerables al estrés oxidativo
generado por el estado de hiperamonemia en la corteza cerebral de ratas -dpc
tras 6 semanas, se ha estudiado la deteccion y cuantificacion de grupos
carbonilos (carbonilacién) en las proteinas mediante inmunodeteccion, previa
separacion en electroforesis bi-dimenasional (2D), transferencia a membrana

(Wester-blotting) y post-derivatizacion con DNPH.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura-R&D20 y se resumen
en la Tabla-R&D13. Como mas abajo discutiremos estas proteinas, en la
corteza, pueden agruparse en diferentes grupos: proteinas relacionadas con el
metabolismo (27%), proteinas de union (13%), proteinas relacionadas con el
transporte de vesiculas (7%), proteinas relacionadas con el citoesqueleto
(33%), proteinas implicadas en la regulacion génica (13%), proteinas

implicadas en el recambio (degradacién; 7%) (Figura-R&D21).
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Tabla-R&D13. Proteinas oxidadas diferencialmente en la corteza cerebral de ratas-dpc a las 6 semanas.

-GET -

Ne N° de Proteina identificada Protein Punto Peso
SPOT acceso score isoeléctrico molecular
(p1) (Da)
3 0i|149032469 guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha 453 5.18 40613.1
29 gi|62078893 ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 252 5.36 118910.4
37 0i|1000439 grp75 706 5.87 73983.9
31 0i|149054035 aminopeptidase puromycin sensitive 265 5.24 93358.2
38 gi|78365255 dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase 249 8.76 67636.6
component of pyruvate dehydrogenase complex,
mitochondrial
45 gil45737866 mitochondrial aldehyde dehydrogenase precursor 410 6.69 56079.4
30 0i|209862801 alanyl-tRNA synthetase, cytoplasmic 521 5.41 107521.5
48 gi|157820845 elongation factor Tu, mitochondrial precursor 669 7.23 49890.1
49 0i|38181948 Glul protein 454 6.47 42982.6
39 0i|13489067 vesicle-fusing ATPase 352 6.55 83170.2
40 gi|9506811 alpha-internexin 804 5.2 56252.7
41 gi|9506811 alpha-internexin 886 5.2 56252.7
55 0i|149017236 rCG49429 450 5.33 25374.7
54 0i|149065791 septin 3, isoform CRA_a 152 6.04 34509.5
56 0i|19909845 CDCrel-1Al 291 6.21 42486.6
47 0i|149060015 rCG53214, isoform CRA_a 340 6.23 49441.1

Protein ScoreCl%=100. Especie Rattus norvegicus
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Figura-R&D20. Andlisis representativo de 2D-Oxyblot de proteinas de corteza
cerebral de ratas-dpc de 6 semanas. (A) Oxiblot de ratas-sham de 6 semanas;
(B) Oxiblot de ratas-dpc de 6 semanas; (C) 2D-Electroforesis de ratas-sham de
6 semanas (150 pg; teflidos con Sypro-Ruby); (D) Cociente de oxidacion f. de
16 spots oxidados en corteza. Los circulos en rojo indican los spots con
diferencias en el cociente f, estadisticamente significativos (cociente > 1,5)
entre las muestras de ratas-sham y ratas-dpc. Para el analisis se utilizaron tiras
de isoelectroenfoque de 13 cmy pH 4-7.
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Corteza cerebral
0%

B Metabholismo

H De union
Transporte vesiculas
Citoesqueleto

M Regulacién génica

B Recambio-degradacion

Otras funciones

Figura-R&D21. Clasificacion de las proteinas identificadas en corteza
cerebral de ratas-dpc segun su relacion con diferentes funciones celulares.

Seguidamente discutiremos el papel o funcibn de cada una de estas
proteinas, haciendo especial hincapié en su posible relacion con la

fisiopatologia de la EH asociada a hiperamonemia.

- Subunidad a (o Gy) de la proteina G

La subunidad a (o Gy) de la proteina G (guanine nucleotide-binding
protein Go subunit alpha) forma parte de la proteina G. La proteina G esta
implicada en la ruta de sefalizacion intracelular como segundo mensajero. La
proteina G esta formada por tres subunidades: a, B y y. La subunidad a o Gg
estd implicada/relacionada con la unién a proteinas y es por donde la proteina
G se une a los nucledtidos de guanina. En su estado inactivo tiene unido
guanosina di-fosfato (GDP). Cuando una sefial llega a través de receptores de
proteina G, se induce un cambio conformacional en el receptor que hace que la
proteina G que estaba unida por el dominio intracelular del receptor,

intercambie el GDP por guanosina trifosfato (GTP). Ahora, en su estado activo,
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la subunidad a se suelta para activar a una diana, generalmente la guanilato
ciclasa. Para volver a su estado inactivo, el GTP se hidroliza a GDP ya sea por
la propia subunidad a o bien por otras proteinas reguladoras de proteina G 0 a

veces por la propia diana que activan.

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha
identificado se detalla en la Figura-R&D22.

1 MEITHEDGEFS GEDVEQYEPY VYSHTIQSLA ATVRAMDTLG VEYGDEEREL
51 DSEMVCDVVYS FMEDTEPFSA ELLSAMMBIN GDSGIQECFH RSEEY(QLHDS
101 AEYYIDSLDE IGRAADY(QFTE QDILBTEVET TGIVETHETEF ENLHFELFDY
151 GGORIEREEW IHCFEDVTAT IFCVAL3GYD OVLHEDETTH FMHESLMLED
201 SICHHEFFID TSIILFLNEE DLFGEEIEES PLTICFPEYP GSHNTYEDLLL
251 YIQTOQFESEN ESFNEEIYCH MTCATDTNNI QVVFDAVTDI ITANNLRGCG
301 LY

Figura-R&D22. Secuencia peptidica de la subunidad G, de la proteina G.
Los péptidos en rojo son los que han sido identificados mediante MALDI-
TOF a partir del spot n°3 identificado en el gel. El porcentaje de cobertura
aminoacidica fue del 48% (144 de 302 aminoacidos).

La proteina G regula enzimas metabdlicos, canales iodnicos,
transportadores, participa en el control de la transcripcion, motilidad,
contractilidad y secrecién, lo cual la hace participe de funciones tales como

desarrollo embrionario, aprendizaje y memoria u homeostasis.

La relacion de esta proteina con el estado de hiperamonemia, y por tanto
con la EH puede ser diversa ya que participa a nivel de muchas rutas de

sefalizacion celular:

i) En el Sistema GABA/Benzodiazepina/Glutamato.

El GABA es el principal neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso
central. Las benzodiacepinas comparten el mismo receptor (receptor periférico
de benzodiazepinas) en el cerebro que GABA, el cual media su accion a través
de proteina G (Figua-R&D23). Los niveles de éste receptor se encuentran
elevados en enfermos con EH (Faint, 2009). Este incremento genera un

aumento en la sintesis de neuroesteroides, que a su vez, son potentes
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moduladores de la actividad de los receptores GABA, Todo ello podria explicar

el incremento en el tono gabaérgico encontrado en la EH.

SINAPSIS GABA

M
Glutarmsta _, GAES .
\ GABA"I/(

.' GABA,
GABA-T
f
2 Cetogutar Y j
NH
P

I 2

HOOC-CHz- CHz-CH -COOH

Figura-R&D23. Esquema de los receptores metabotropicos e ionotropicos de
GABA. Ca,": i6n calcio; GAD: glutamato descarboxilasa; GABA: &cido y-
aminobutirico; CI: ion cloruro; GTP. guanosin trifosfato; GMP: guanosin
monofosfato.

El glutamato, es un neurotransmisor excitador. Cuando es liberado, en un
proceso dependiente de calcio, por la neurona pre-sinaptica, activa a los
receptores NMDA y no-NMDA (ambos canales de iones), los cuales permiten
que entre Na* y Ca®" y la activacion de receptores acoplados a proteina G. El
glutamato es recaptado del ambiente extracelular por transportadores
localizados en los astrocitos y en las neuronas, donde se transforman a
glutamina mediante la glutamina sintetasa. El transporte de glutamato esta
acoplado al transporte de Na+/K+. Existen cuatro transportadores de alta
afinidad en el sistema nervioso central (SNC): EAAT1 (GLAST) y EAAT2 (GLT-
1), especificos de astrocitos; EAAT3 y EAAT4, especificos de neuronas. En
pacientes con EH los niveles intracelulares son decrecientes, pero los niveles
extracelulares son crecientes, lo que sugiere que la recaptacién del glutamato

estd inhibida. Esto se traduce en una alteracion en el sistema glutamina/
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glutamato. Ademas, la hiperamonemia se ha sugerido que participa en el
edema (swelling o hinchazén) de los astrocitos, (principales centros de sintesis
de glutamina a partir de amonio y glutamato), los cuales juegan un papel
importante en la neurotransmision de sefales. Si existe edema en los
astrocitos, se desencadenan una serie de procesos como: a) disminucion de la
concentracion de osmolitos ( como el mio-inositol), b) incrementos en la
expresion de canales acuosos (aquaporina 1V), ¢) acumulacion de glutamina
(aumento del cociente glutamina/glutamato), d) incremento del pH en vesiculas
endosomales y e€) sobre-regulacion de los receptores periféricos de
benzodiacepinas, entre otros, que incrementa la produccién del sistema

gabaérgico (Haussinger et al., 2000)

ii) En el edema (swelling) de los astrocitos.

Este proceso esta mediado por proteinas de la familia de las MAPs kinasas
(de la familia Erks; Mitogen-activated protein kinases) en una ruta dependiente
de fosfatidil-inositol cuya cadena de sefializacién celular estd mediada por
proteina G. Cuando ocurre edema en los astrocitos una consecuencia clinica
es el incremento de la presion intracraneal. Ademas, a nivel celular, la cadena
de sefalizacion activada produce cambios como el aumento de la
concentracién del Ca®" intracelular, se incrementa la expresiéon de los
receptores periféricos de benzodiazepinas, afectandose multiples canales de
iones y transportadores de aminoacidos, y se detecta un incremento en la
sintesis de neuroesteroides, que son potentes moduladores de la actividad de
los receptores GABAA, |0 que podria explicar o seria una de las causas por las
gue el tono gabaérgico se encuentra incrementado en la EH. Todo ello llevaria
a las alteraciones en la comunicacién neurona-astrocito/glia-neurona. Dado el
importante papel de un pH bajo (acido) endosomal para el transporte de
ligandos mediado por receptores, la significativa alcalinizaciéon que tiene lugar
como respuesta al hinchamiento de los astrocitico cabria esperar que afectara
a la distribucién (densidad) de los receptores y al procesamiento de los
neurotransmisores (Haussinger et al., 2002). La alcalinizacion 6 subida de pH
citosélico conduce al incremento de liberacion de Ca®" del reticulo
endoplasmatico, lo que resulta en una mayor tasa de liberacion de los

neurotransmisores como el glutamato y de aquellas moléculas como receptores
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que viajen en el interior vesicular, afectdndose la comunicacion del sistema

nervioso central (Rosse et al., 2005).

- Enzima activadora de la ubiquitina (E1).

La enzima activadora de la ubiquitina (E1) forma parte de sistema de
degracion proteica ubiquitina dependiente o sistema del proteasoma (Lee and
Schindelin, 2008; Scheffner et al., 1995). Las proteinas para ser degradadas
por el sistema del proteosoma o bien deben estar marcadas con 4 residuos de
ubiquitina en cadena, con la ayuda de tres enzimas: E1, E2 y E3, o bien el
proteasoma reconoce ciertos motivos (secuencias) en la estructura de las
proteinas que van a ser degradas. La E1 se encarga de hidrolizar el ATP y
adenilar una molécula de ubiquitina para luego transferirse al centro activo de
E1l donde existe una cisteina, coincidiendo con la adenilacién de la segunda
ubiquitina La primera ubiquitina adenilada se transfiere a una cisteina de la E2
(enzima conjugadora de la ubiquitina) y, por ultimo, E3 (ligasa de ubiquitina)
reconoce la proteina especifica a ser ubiquitinizada y cataliza la transferencia

de la ubiquitina de E2 a la proteina especifica.

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha

identificado se detalla en la Figura-R&D24.

En presencia de niveles moderados de amonio, la actividad proteolitica
de los lisosomas esté inhibida y la actividad del proteasoma va a depender del
grado o balance entre un umbral de dafo-degradacion. Esta podria ser la
causa de la acumulacién de los pigmentos de lipofusina en los astrocitos, otra
caracteristica presente en los astrocitos (Grune et al., 2004), ya que estos son
compuestos oxidados que se acumulan y el proteasoma no actta sobre ellos,

salvo que se sobrepase el citado umbral.
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Figura-R&D24. Secuencia peptidica de la enzima activadora de la
ubiquitina(E1). Los péptidos en rojo son los que han sido identificados
mediante MALDI-TOF a partir del spot n°29 identificado en el gel.
porcentaje de cobertura aminoacidica fue del 23% (243 de 1058
aminoéacidos).

- Grp75 (proteina regulada por glucosa).

El

La Grp es una proteina mitocondrial de estrés de choque témico (heat

shock protein, hsp) perteneciente a la familia de hsp70. Participa en el

plegamiento y ensamblaje de proteinas en el interior mitocondrial (Mizzen et

al., 1991). En condiciones normales en la célula, las proteinas hsp se producen

frente a situaciones de estrés, en presencia de téxicos o bajo cualquier

circunstancia o agente que pueda alterar el ensamblaje y el plegamiento de las

proteinas en la célula. La familia de proteinas hsp70 participa en el proceso de

maduracion

de

las proteinas (sintesis,

ensamblaje y transporte post-

traduccional), es lo que se conoce como proteina chaperona, cuyo buen

funcionamiento es clave para la correcta funcionalidad de la proteina

sintetizada. Todas ellas tienen la capacidad de unién al ATP.
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Figura-R&D25. Secuencia peptidica de la proteina Grp 75. Los péptidos
en rojo son los que han sido identificados mediante MALDI-TOF a partir

del spot n°37 identificado en el gel.

aminoacidica fue del 49% (333 de 679 aminoacidos).

- Aminopeptidasa sensible a puromicina.

El porcentaje de cobertura

Las aminopeptidasas sensibles a puromicina son un grupo de proteasas

relacionadas con la formacion de péptidos ricos en glutamina (poliglutaminas).

En ciertas enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de

Huntington, aparecen péptidos insolubles y potencialmente toxicos,
denominados, poliglutaminas, que son repeticiones de 6-35 veces de grandes
secuencias de restos de glutamina. Estas poliglutaminas pueden ser
degradadas, en primer lugar, por el proteasoma y, posteriormente, los péptidos
resultantes por otras peptidasas, donde en primer lugar actian endopeptidasas
y luego aminopeptidasas como la aminopeptidasa sensible a puromicina (PSA).
La PSA es una metaloproteasa dependiente de Zn**, presente en el cerebro de
mamiferos. Participa en el metabolismo de neuropéptidos, regulacién del ciclo
celular, presentacién de péptidos antigénicos en el Complejo Mayor de

Histocompatibilidad de Clase | (MHC-l) y en la hidrélisis de productos
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proteasomales a amino 4cidos. Reconoce el residuo N-terminal del péptido con
preferencia sobre aminoacidos hidrofébicos o basicos (Bhutani et al., 2007).
Existen trabajos que relacionan a esta proteina con otras funciones, asi el
grupo de Osada ha descrito que en ratones knockout homocigotos PSA se
desarrollaba enanismo y desequilibrio en la funcién reproductora en ambos
2001a, b);

previamente, encontraron alteracion en la actividad motora, incremento en la

sexos (Osada et al. ademas estos mismo investigadores,
ansiedad y desequilibrio en la respuesta al dolor en ratones deficientes en PSA
(Osada et al., 1999). Quizds estos comportamientos y anormalidades

neuroldgicas estén relacionadas con el fallo en el metabolismo de las

poliglutaminas.

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha identificado se
detalla en la Figura-R&D26.
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Figura-R&D26. Secuencia peptidica de la aminopeptidasa sensible a
purinomicina. Los péptidos en rojo son los que han sido identificados
mediante MALDI-TOF a partir del spot n°31 identificado en el gel. El
porcentaje de cobertura aminoacidica fue del 25% (206 de 825
aminoacidos).
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- Dihidrolipoillisil acetiltransferasa.

La dihidrolipoillisil acetiltransferasa (DLAT) es la unidad E2 del complejo
multienzimatico piruvato deshidrogenasa. Este, a su vez, esta formado por las
unidades E1 y E3 que son la piruvato deshidrogensa acetiltransferasa y la
dihidrolipoil  deshidrogenasa  (DLD), respectivamente. ElI  complejo
multienzimético realiza la descarboxilacion oxidativa del piruvato a acetato,
utilizando como co-factor la tiamina difosfato, desprendiéndose di6xido de
carbono. Cataliza una reaccion irreversible en los tejidos animales que es
previa y necesaria para incorporar los glicidos al ciclo de Krebs o ciclo de los
acidos tricarboxilicos. EI metabolismo aerobio del piruvato mediante el ciclo de
Krebs y su posterior continuacion con la cadena de transporte de electrones
producen mas energia que si el piruvato siguiera una ruta anaerdbica con su
conversion a lactato 0 etanol. Podriamos pensar que el mal funcionamiento de
esta enzima esta relacionado con el desequilibrio del balance energético, con el
aumento en la sintesis de glucogeno y la disminucién en el proceso glucolitico

gue se encuentra en el estado hiperamonémico (Zamora et al., 1973).

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha

identificado se detalla en la Figura-R&D27.

La unidad E2 cataliza la reacciéon de transferencia de un grupo acetilo
desde la enzima N(6)-(S)-acetilhidrolipoil)lisina al acetil-CoA, es decir, la
transferencia del grupo acetilo al CoA. Se conoce que los pacientes con Cirrosis
primaria biliar presentan auto-anticuerpos contra la DLAT (la cirrosis primaria

biliar se caracteriza por la obstruccion inflamatoria del conducto biliar).

Otro aspecto interesante de ser comentado seria la posible relacion
entre el glutamato-ciclo de Krebs-piruvato deshidrogenasa. Uno de los
sustratos aportados para el ciclo de Krebs seria el acetato, producto de la
piruvato deshidrogenasa. Por otra parte, el a-cetoglutarato es un producto
intermediario de este ciclo, el cual es necesario para la sintesis de glutamato y
a su vez el glutamato es uno de los sustratos de la glutamina sintetasa del

astrocito. Con todo ello se podria decir que tanto la piruvato deshidrogenasa
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como la glutamina sintetasa son enzimas que se afectan por el estado oxidativo

generado por el estado de hiperamonemia, afectando también a la relacion que

se podria establecer entre ellas.
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Figura-R&D27.
acetiltransferasa. Los péptidos en rojo son los que han sido identificados
mediante MALDI-TOF a partir del spot n°38 identificado en el gel. El

porcentaje de cobertura aminoacidica fue del

Secuencia

peptidica

de la

dihidrolipoaillisil

26% (164 de 632

aminoacidos).

El edema producido en los hepatocitos y en los astrocitos como
consecuencia del estado de hiperamonemia conduce a un aumento de la
sintesis de glucogeno e inhibe la glucolisis, esto explicaria el incremento en los
depdsitos de glucdgeno encontrados en el higado de ratas en los modelos

animales de EH cronica (Zamora et al., 1973).

- Precursor de la aldehido dehigrogenasa mitocondrial.

La aldehido deshidrogenasa cataliza la oxidacion de acetaldehido a
acido acético. Se concentra, mayormente en el higado, pero existe en otros
tejidos como el cerebro. La isoenzima 2, mitocondrial, participa en el

metabolismo del alcohol, y es fundamental para mantener los niveles
sanguineos de acetaldehido. El intermediario que se forma es téxico cuando

los niveles que se alcanzan son elevados o cuando las rutas para eliminarlos
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estan bloqueadas. En ese caso, cuando se acumula se generan sintomas

como nauseas, dolor de cabeza, vomitos, palpitaciones, serian lo que

vulgarmente se conoce con el nombre de “resaca’.

La poblacién oriental

presenta una baja tolerancia al alcohol debido a una mutacién en esta enzima

(un residuo de lisina por un glutamato en el sitio activo en la posicién 487). Si

bien su relacion con la hiperamonemia y por ende con la EH no esta clara.

La secuencia peptidica de la proteina

identificado se detalla en la Figura-R&D28.

a partir de la cual se ha
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Figura-R&D28. Secuencia peptidica del
deshidrogenasa mitocondrial. Los péptidos en rojo son los que han sido
identificados mediante MALDI-TOF a patrtir del spot n°45 identificado en el
gel. El porcentaje de cobertura aminoacidica fue del 36% (184 de 510
aminoéacidos).

- ARNt—alanina sintetasa.

precursor

de

la aldehido

La ARNt-alanina sintetasa es una enzima citoplasmatica que se encarga

de unir el aminoacido alanina al ARN transferente (ARNt). Su relacion con la

hiperamonemia y por ende con la EH no esta clara.

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha

identificado se detalla en la Figura-R&D29.
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Figura-R&D29. Secuencia peptidica del precursor de la ARNt-alanina

sintetasa. Los péptidos en rojo son los que han sido identificados
mediante MALDI-TOF a partir del spot n°30 identificado en el gel. El
porcentaje de cobertura aminoacidica fue del

aminoacidos).

- Precursor mitocondrial del factor de elongacién Tu.

36% (348 de 968

El factor de elongacion Tu participa en el proceso de elongacion de la

cadena de ADN. Media la entrada del aminoacil ARNt.

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha

identificado se detalla en la Figura-R&D30.
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451 WS

Figura-R&D30. Secuencia peptidica del precursor mitocondrial del
factor de elongacién Tu. Los péptidos en rojo son los que han sido
identificados mediante MALDI-TOF a partir del spot n°48 identificado
en el gel. El porcentaje de cobertura aminoacidica fue del 62% (280 de
452 aminoacidos).

- Glutamina sintetasa 6 Glutamato-amonio ligasa (Glul; GS).

La GS participa en el metabolismo del nitrogeno, cataliza la
condensacion del glutamato y el amonio para formar glutamina (GIn). Esta
enzima esta presente en cerebro, rifilones e higado. Su funcién en el cerebro es
fundamental para detoxificar o asimilar el amonio, regular el glutamato, reciclar
y parar las sefiales de los neurotransmisores. En el cerebro se encuentra,
fundamentalmente, en los astrocitos, los cuales protegen a las neuronas contra

la neurotoxicidad del exceso de amonio y de glutamato.

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha

identificado se detalla en la Figura-R&D31.

La acumulacion de glutamina esta implicada como una de las principales
causas del edema en los astrocitos y, en consecuencia, del incremento del
contenido en agua en el cerebro (edema) ya que es un electrolito osmético.
Aunque, no soélo la acumulacién de GIn es la responsable de la generacién del
edema-hinchazon en el cerebro ya que factores como el incremento intracelular
de Na* debido a la bomba ATPAsa Na'/K* (Seda et al., 1984), acumulacion de
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alanina y los efectos neurotéxicos del glutamato derivado de la Gin, también
contribuyen a ese estado. Este fendbmeno de edema en los astrocitos también
se relaciona con procesos como la proliferacion celular o la apoptosis (Reeds

and Burrin.,

2001).
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Figura-R&D31. Secuencia peptidica de la glutamina sintetasa. Los
péptidos en rojo son los que han sido identificados mediante MALDI-
TOF a partir del spot n°49 identificado en el gel. El porcentaje de
cobertura aminoacidica fue del 50% (186 de 373 aminoacidos).

Ademas la acumulacion de GIn en el estado hiperamonémico contribuye

al desequilibrio de los aminoacidos al estimular el transporte de los
aminoacidos aromaticos a través de la barrera hematoencefalica, en concreto
el contenido de triptéfano es incrementado al ser intercambiado por la GIn tanto
en fallo hepéatico agudo como crénico (Hilgier et al., 1992), promoviendo la
sintesis de neurotransmisores inhibidores, serotonina (5-hydroxytriptamina, 5-
HT), la cual esta implicada en la EH y esta implicada en el desequilibrio de la

actividad motora.

Otra consideracion con respecto al papel de la glutamina en el entorno
celular es con referencia a la regulacién del pH, ya que como consecuencia de
su metabolismo se produce la eliminacién neta de dos protones por cada
molécula de glutamina catabolizada (Solbu et al., 2005). El proceso catabdlico
comienza por la accion de la glutaminasa fosfato dependiente (PAG) y la
glutamato deshidrogenasa, produciéndose 2-oxoglutarato y dos moléculas de
NH," (Curthoys, 2001). El amonio generado pasa ser eliminado en el ciclo de

la urea y el 2-oxoglutarato entra en el ciclo de Krebs y en la gluconeogénesis

- 150 -



- Resultados & Discusion -

via fosofoenolpiruvato. Esto genera dos iones HCO3 que pasan a la circulacion
y a ejercer su funcion tampdn con los iones H* (Curthoys and Gstraunthaler,
2001). El metabolismo renal de glutamina se incrementa como mecanismo de
defensa frente a la acidosis metabdlica (Parry and Brosnan, 1978). A nivel
cerebral no se conoce este tipo de regulacion, pero si podriamos pensar que el
incremento de glutamina cerebral podria dar lugar a un desequilibrio local
acido-base, lo que podria estar relacionado con la creatina quinasa, enzima

relacionada con el equilibrio 4cido-base.

En condiciones hiperamonémicas, no so6lo se produce edema en los
astrocitos, sino cambios en la expresion de la glutamina sintetasa, aumenta su
expresion en areas glutamatérgicas para retirar el exceso tanto de amonio
como de glutamato. Esto conlleva a una elevacion en la produccion de
glutamina, que actia como osmolito en el interior celular, contribuyendo al

edema en el astrocito y generandose un bucle de retroalimentacion positiva.

Esta enzima se regula mediante modificacion covalente reversible, un
residuo de tirosina en cada subunidad de la GS puede ser adenilado por la
adenilil transferasa, perdiendo actividad la enzima. A su vez la adenilil
transferasa puede ser regulada por dos proteinas reguladoras: Proteina A, Pay
Proteina D, Pp. La Pa disminuye la actividad de la GS uniéndole una molécula
de adenosina monofosfato (AMP); en cambio la Pp retira esa molécula de AMP
ejerciendo la accidon contraria. También puede regularse por productos o
metabolitos del metabolismo de la glutamina: triptéfano, histidina, carbamil
fosfato, glucosamina-6-fosfato, citidina trifosfato y AMP, todos ellos actian
como inhibidores. También se regula por su propio producto: niveles bajos de
glutamina la activan y niveles altos la inhiben. El glutamato, que es otro

producto del metabolismo de la glutamina, también actia como inhibidor.

El proceso fisiopatologico del estrés oxidativo de la EH esta también
asociado a la acumulacibn de manganeso en el cerebro, un cofactor de
enzimas como la glutamina sintetasa o la Mn-superoxido dismutasa. Esta
Ultima enzima posee una funcidon antioxidante (dismutacion del superoxido en

oxigeno y perdxido de hidrégeno) clave en los mecanismos biolégicos de
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defensa contra el estrés oxidativo en la mitocondria. La acumulacién de
manganeso induce estrés oxidativo y fallo en el balance energético de la

mitocondria.

La Metionina Sulfoximina (MSO), es un inhibidor que se une al sitio
activo (lugar de unién del glutamato) y si éste se fosforila por ATP, resulta en
una inhibicion no covalente irreversible de la GS. ElI MSO se ha utilizado en
ratas hiperamonémicas y en ratas con EH (Albrecht et al., 2010) y se ha visto
gue los efectos causados por el amonio los revierte: disminucién del consumo
de glucosa (reduccién en la demanda energética cerebral por disminucién en la
actividad cerebral), prevenciéon del edema en los astrocitos, aumento del
transporte de amonioacidos aromaticos a traves de la barrera
hematoencefalica, disminucion del aumento de la presion intracraneal,

normalizacion de los niveles de GIn, entre otros.

Durante el proceso de edema se ha visto que se induce una rapida
nitracion dependiente de Ca®* en determinados residuos de tirosina en
proteinas (glutamina sintetasa y receptores RPB) de los astrocitos (Haussinger
et al., 2002), lo que implica la activacion de los receptores NMDA (receptores
ionotrépicos del glutamato) y la induccion de la oxido nitrico sintetasa. Estos
dos ultimos procesos pueden ser inhibidos por MSO, el antagonista del
glutamato, que a su vez es un inhibidor de la glutamina sintetasa, hecho
mencionado con anterioridad. Estos resultados sugieren una serie de
observaciones:

a) Antagonistas de los receptores NMDA y el MSO inhiben la nitracion
de tirosinas (Schliess et al., 2002) y se utilizan para atenuar la toxicidad del
amonio.

b) Factores como el amonio, el edema en los astrocitos, las
benzodiazepinas y las citoquinas inflamatorias, todos ellos factores conocidos
gue contribuyen a la EH, pueden inducir la nitracién de tirosinas.

c¢) La nitracion de residuos de tirosina es mas pronunciada y selectiva en
los astrocitos que forman parte de la barrera hematoencefalica. Esto es usado

como marcador de la EH (Ferenci, 1991).
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La oxidacion de esta enzima también podria afectar a la liberacion del
glutamato. El glutamato se sintetiza en los astrocitos a partir del a-cetoglutarato

via ciclo de los acidos tricarboxilicos o ciclo de Krebs.

- ATPasa de vesiculas de fusion.

También denominada con las siglas NSF (N-ethylmaleimide sensitive
fusion protein). Participa en el proceso celular de fusibn de membranas, ya sea
de
endoplasmatico-Golgi-membrana, exocitosis) o externo (sinapsis).

a nivel transporte interno (transporte de vesiculas del reticulo

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha

identificado se detalla en la Figura-R&D32.
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Figura-R&D32. Secuencia peptidica de la ATPasa de
fusién. Los péptidos en rojo son los que han sido
mediante MALDI-TOF a partir del spot n°39 identificado en el gel. El
porcentaje de cobertura aminoacidica fue del 39% (290 de 744
aminoéacidos).

vesicula de
identificados

El proceso de fusion de membrana consiste en la union de dos bicapas
de fosfolipidos en un entorno acuso, donde hay que vencer fuerzas como la

tensién superficial 6 la repulsiéon de cargas. Para ello, la célula intenta crear un
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- Resultados & Discusion -

ambiente adecuado con una serie de proteinas, ademas de aportar energia
mediante la hidrdlisis del GTP. La ubicacion de la vesicula y el compartimento
diana ocurre por un proceso donde interaccionan proteinas de la pared de la
vesicula (sinaptobrevina y sinaptotagmina) y de la membrana del
compartimento diana (sintaxina y SNAP-25). Alguna de estas proteinas se
asocian para formar un complejo, SNARE (sintaxina, synaptosomal-associated
protein 25, SNAP-25, y sinaptobrevina), que interacciona con dos proteinas
solubles, una asociada a proteinas de membrana, NSF (factor sensible a N-
etilmaleimida; con actividad ATPasa) y otra que se une a la anterior, a-SNAP
(NSF-attachment protein). Cuando el Ca?* se une a la sinaptotagmina (proteina
que actiia como sensor de Ca®*) ésta permite que a-SNAP se una al complejo;
a su vez, la actividad ATPasa de NSF disocia el complejo SNARE
desencadenando el proceso de fusion. Por ultimo, una proteina situada en la
membrana vesicular, Rab-3, hidroliza el GTP a GDP, el GDP se une a una
proteina de membrana plasmatica, n-sec 1 y esto permite la fusion de ambas

membranas.

El funcionamiento de esta proteina podria estar relacionado en el estado
de hiperamonemia con la alteracion del proceso de liberacion de los

neurotransmisores GABA y glutamato en las neuronas sinapticas.

- a-Internexina.

Es un tipo de filamento intermedio (neurofilamento), forma parte del
citoesqueleto de las células, el cual ayuda en la organizacion de los organulos
celulares y en la estructura de la célula, en consecuencia en su tipologia y

funcionalidad.

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha

identificado se detalla en la Figura-R&D33.
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- Resultados & Discusion -

Figura-R&D33. Secuencia peptidica de la a-internexina. Los péptidos
en rojo son los que han sido identificados mediante MALDI-TOF a
partir de los spots n°40 y 41 identificado en el gel. El porcentaje de
cobertura aminoacidica fue del 61% (308 de 505 aminoacidos).

- rCG49429.

Proteina perteneciente a la familia de las septinas. Las septinas son

proteinas integrantes del citoesqueleto celular.

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha

identificado se detalla en la Figura-R&D34.

1 M3VAVEFRDY LGDFIEHYAQ LGPIQFPPDLA QACDEPERAL ESEFLVRENE

51
101
151
201

KYYMDLKEN(Q RGRFLRIRQT VHRGPGLGST QGQTIALPA(Q GLIEFRDALL
KLIDDYGVEE EPAELPEGTS LTVDHNKRFFF DVGSHKYGVF MRVSEVKPTY
RHSITVPYKV WAKFGHTFCK YSEEMEKIQE KQREERAACE (LHOQQ00Q0Q0
EETTAATLLL QGEEEGEED

Figura-R&D34. Secuencia peptidica de la rCG49429. Los péptidos en
rojo son los que han sido identificados mediante MALDI-TOF a partir del
spot n°55 identificado en el gel. El porcentaje de cobertura aminoacidica
fue del 68% (156 de 229aminoéacidos).
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-Septina 3, isoforma CRA_a.

- Resultados & Discusion -

La septina-3 (SEPT-3) es una proteina con dominio GTPAasa que juega un

papel fundamental en la sinaptogénesis y en el desarrollo neuronal y en el

reciclaje de las vesiculas sindpticas. Puede interaccionar con otras septinas

formando

filamentos,

los oligbmeros septina3-septinab-septina7 (SEPT3-

SEPT5-SEPT7) se han encontrado en cerebro de rata (Lukoyanova et al.,

2008). Se encuentra altamente expresada en neuronas.

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha identificado se
detalla en la Figura-R&D35.

1 MMACLPFSVS
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151
201
251

VETEATGHYI
FLEEEVHIAR
TPV TAEADTHM
ETROEZMFF A
FVIRTHLQDL

PSCAAGQSGL
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TLEEESEFEQ
WGSDEETOV
KFEYTHHIHYE

GESTLYHTLF
WIDTRGFGDO
CCLYFI3PTG
FEVEREELEWVN>
NGERVLGERET
TYRAKRLIDIN

E3COWIEELSS
INNENCWEPT
H3LEFPLDLEF
IEFYFQEEED
FUGIIEVENL
GGLPPVIVDT

WHNREEEEIFET
EF¥THEQYEE
MEHLSEVVHY
EDLEDETEHND
NHCEFALLED
EESHDSNF

Figura-R&D35. Secuencia peptidica de la septina 3. Los péptidos en
rojo son los que han sido identificados mediante MALDI-TOF a partir del
spot n°54 identificado en el gel. El porcentaje de cobertura aminoacidica
fue del 38% (117 de 308 aminoacidos).

- CDCrel-1Al 6 Septina 5.

La septina 5 (SEPT5) se encuentra altamente expresada en neuronas.

Puede

involucrada en procesos de fusion de vesiculas con membranas.

interaccionar

directamente con

la proteina SNARE sintaxina,

La

fosforilacién por una kinasa, Cdk5, hace disminuir su capacidad de union con la

sintaxina.

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha identificado se
detalla en la Figura-R&D36.
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- Resultados & Discusion -

Figura-R&D36. Secuencia peptidica de la septina 5. Los péptidos en rojo
son los que han sido identificados mediante MALDI-TOF a partir del spot
n°56 identificado en el gel. El porcentaje de cobertura aminoacidica fue del
48% (175 de 365 aminoacidos).

- rCG53214, isoforma CRA_a, Septina 6.

La septina-6 (SEPT6) es una proteina con GTPasa requerida en la
organizacion del citoesqueleto, en los filamentos de actina. Las septinas
polimerizan en complejos de proteinas hetero-oligoméricas, formando
filamentos de orden superior que se asocian con las membranas celulares, los
filamentos de actina y los microtdbulos. La actividad GTPasa se requiere para
formar los filamentos de actina. Los filamentos son ensamblados a partir de
heterotrimeros asimétricos, compuestos por SEPT2, SEPT6 y SEPT7 que se
asocian cabeza a cabeza para formar una unidad hexamérica. La interaccion
de este complejo con los paquetes de actina es a través de la proteina
adaptadora anilina. También interactian con otras septinas. Participan en el
proceso del ciclo celular, en la citocinesis, en la formacién del surco. El
complejo septina6-septina8 (SEPT6-SEPT8) estd implicado en el tethering o

fusién de vesiculas exociticas hacia la membrana plasmatica.

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha identificado se
detalla en la Figura-R&D37.
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Figura-R&D37. Secuencia peptidica de la septina 6. Los péptidos en rojo
son los que han sido identificados mediante MALDI-TOF a partir del spot
n°47 identificado en el gel. El porcentaje de cobertura aminoacidica fue del
39% (167 de 429 aminoéacidos).

VI.4.2.- Estudio 2D-Oxy-blot, e identificacion de proteinas oxidadas en

cerebelo de ratas-sham y ratas-dpc.

Para el estudio de la oxidacion de proteinas en el cerebelo de ratas-dpc
se ha seguido el mismo planteamiento realizado con las muestras de la
corteza. Es decir, para analizar el dafio causado a las proteinas por los
radicales libres y que proteinas eran mas vulnerables al estrés oxidativo
generado por el estado de hiperamonemia en el cerebelo de ratas-dpc tras 6
semanas de la operacion, se ha estudiado la deteccion y cuantificacion de
grupos carbonilos (carbonilacién) en las proteinas mediante inmunodeteccion,
previa separacion en 2D, transferencia a membrana (Wester-blotting) y post-

derivatizacion con DNPH.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura-R&D38 y se

resumen en la Tabla-R&D14. Como podemos observar en el cerebelo de las
ratas-dpc podemos distinguir 10 proteinas con un indice fox estadisticamente

significativamente mayor que en el cerebelo de las ratas controles o ratas-

sham. Como mas abajo discutiremos estas proteinas pueden agruparse en
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- Resultados & Discusion -

diferentes grupos: proteinas relacionadas con el metabolismo (36%), proteinas
de union (9%), proteinas relacionadas con el transporte de vesiculas (9%),
proteinas relacionadas con el citoesqueleto (37%), proteinas implicadas en la
regulacién génica (0%), proteinas implicadas en el recambio de proteinas (0%),
y otras proteinas (9%) (Figura-R&D39).
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Tabla-R&D14. Proteinas oxidadas diferencialmente en el cerebelo de ratas-dpc a las 6 semanas.

N° N° de Proteina identificada Protein score Punto Peso molecular (Da)
SPOT acceso isoeléctrico (pl)
1 Qil47477769 Snap?2 protein 311 5.19 283004.3
3 gi|9506811 alpha-internexin 427 5.2 56252.7
54 0i|149032469 guanine nucleotide binding protein, alpha o, 659 5.18 35118.1
isoform CRA b
37 gi|38512104 Arginyl aminopeptidase (aminopeptidase B) 297 5.39 73355.6
38 0i|158138568 serum albumin precursor 475 6.09 70709.9
61 0i[38328248 Tubulin, alpha 1A 396 4.94 50815.9
Extra gi|31543764 spectrin alpha chain, brain 970 5.19 285218.4
35 0i[149064296 rCG46767, isoform CRA ¢ 571 5.11 66873.8
56 0i|6981146 L-lactate dehydrogenase B chain 308 5.7 36874.2
46 0i[290677865 Septin 6, rCG53214 isoform CRA_a 397 6.23 49146
57 0i|149041704 isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+) alpha, 614 5.87 39408.9
isoform CRA f
C 0i[56388799 Ckb protein 288 5.4 45561.8
Protein ScoreCl1%=100. Especie Rattus norvegicus.
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Figura-R&D38. Analisis representativo de 2D-Oxyblot de proteinas del
cerebelo de ratas-dpc de 6 semanas. (A) Oxiblot de ratas-sham de 6 semanas;
(B) Oxiblot de ratas-dpc de 6 semanas; (C) 2D-Electroforesis de ratas-sham de
6 semanas (150 ug; tefiidos con Sypro-Ruby); (D) Cociente de oxidacion fox
(x1000) de 11 spots oxidados en cerebelo. Los circulos en rojo indican los
spots con diferencias en el cociente fo, estadisticamente significativos (cociente
> 1,5) entre las muestras de ratas-sham y ratas-dpc. Para el andlisis se

utilizaron tiras de isoelectroenfoque de 13 cmy pH 4-7.
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Cerebelo

B Metabolismo

B De unidn
Transporte vesiculas
Citoesqueleto

W Regulacion génica

W Recambio-degradacién

Otras funciones

Figura-R&D39. Clasificacion de las proteinas identificadas en cerebelo de
ratas-dpc segun su relacion con diferentes funciones celulares.

Seguidamente discutiremos el papel o funcidbn de cada una de estas
proteinas, haciendo especial hincapié en su posible relacion con la

fisiopatologia de la EH asociada a hiperamonemia.

- a-internexina
La a-internesina es un proteina relacionada con la formacion del
citoesqueleto. La funcidon y caracteristicas de la a-internexina han sido

comentadas en el apartado anterior (ver pagina 154).

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha identificado se

detalla en la Figura-R&D33 (ver pagina 155).
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- Snap?2.

Las proteinas alpha-slouble NSF attachment

- Resultados & Discusion -

protein 2 (Snap2)

pertenecen al grupo de las proteinas implicadas en el transporte vesicular. Las

proteinas Snap son proteinas solubles que se asocian a las vesiculas de

fusion por medio de las proteinas NSF y que participan en los procesos

especificos de anclaje y fusidén de las vesiculas con las membranas aceptoras

(ya sea plasméatica o de cualquier compartimento), asi como a las proteinas

SNARE que son proteinas
de membrana o bien estan

ancladas a lipidos.

La secuencia peptidica
de la proteina a partir de la
cual se ha identificado se
detalla en la Figura-R&D40.

Figura-R&D40. Secuencia
peptidica de la proteina
Snap2. Los péptidos en
rojo son los que han sido
identificados mediante
MALDI-TOF a partir del
spot n°1 identificado en el
gel. El porcentaje de
cobertura  aminoacidica
fue del 17% (417 de 2452
aminoacidos).
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Las vesiculas de secrecion, ademas de transportar en su interior
neurotransmisores también pueden llevar asociadas proteinas de membrana.
La liberacibn de proteinas de sefializacion de membrana, receptores y
transportadores a la membrana plasmatica son de especial importancia para la
comunicacion entre los astrocitos, entre los astrocitos y las neuronas y entre
éstos y otras células adyacentes. Parece ser que en la EH esta comunicacion
se encuentra afectada ya que los astrocitos presentan tanto cambios
morfolégicos como alteraciones en su metabolismo (aspectos comentados con

anterioridad).

- Subunidad a (o Gy) de la proteina G.
Esta proteina ha sido comentada ampliamente en el apartado anterior

(ver pagina 137).

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha identificado se

detalla en la Figura-R&D22 (ver pagina 138).

- Arginil aminopeptidasa 6 aminopeptidasa B.

La arginil aminopeptidasa es una exopeptidasa que corta residuos de
lisina 6 arginina por el extremo N-terminal de péptidos como las encefalinas y la
somatostatina. También participa en la sintesis de leucotrienos (hidrolisis de
leucotrieno A4 a leucotrieno B4). Posee zinc como cofactor. Puede localizarse
en el aparto de Golgi, en la parte extracelular de la membrana plasmatica, de la

fraccidn soluble del citosol o0 en vesiculas de secrecion o bien en sinaptosomas.

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha identificado se
detalla en la Figura-R&D41.

Las encefalinas son unos péptidos que intervienen en la regulacion del
dolor y en la percepcion corporal del mismo. Son endorfinas unidas al receptor
opioide corporal. Se producen en la glandula pituitaria y se liberan como
hormonas. Reducen el dolor, aumentan la secrecion acido gastrica, relajan la

musculatura del estdbmago y del ileon, bloquean la secrecién pancreética de
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insulina y glucagon, inhiben a la somatostatina, y estimulan la liberacion de

dopamina.

1 HMGEIFDATID ALEHLTAFEF KEFEMELL3V PLEEGYGRIF RGTLLPMDAM
51 DLTDELVSFY LEEYGZAELTA VWLEDIGHMOQE TAERLOET3IH EWSTLELAQL
101 PSSILPGASH FVDQHRAAIT TREVTEVDEVL DALTGEWLSE QOYQAVRAES
151 THPGEMRELF SFAFPAWNTTC KDLLLTALEM TQPYLWVADLE E3

Figura-R&D41. Secuencia peptidica de la aminopeptidasa B. Los
péptidos en rojo son los que han sido identificados mediante MALDI-
TOF a partir del spot n°37 identificado en el gel. El porcentaje de
cobertura aminoacidica fue del 44% (84 de 192 amino&cidos).

La somatostatina es una hormona secretada por los islotes de
Langerhans (pancreas). Regula el estado de glucemia, inhibe la secreciéon de
insulina y glucagon. Se secreta cuando los niveles de glucosa, aminoéacidos,
acidos grasos libres y otras hormonas se encuentran elevados. Por tanto un
desequilibrio en su regulacion provoca alteracion en el metabolismo de los
carbohidratos. También es secreteada por el hipotdlamo y otras partes del
sistema nervioso central como la glandula pineal. Esta hormona inhibe la
sintesis o la secrecibn de la hormona del crecimiento (GH, STH 0
Somatotropina), ademas de inhibir el eje hipotalamo-hipdfisis-tiroide
bloqueando la hormona estimulante del tiroides (TSH) 6 la hormona liberadora
de tirotropina (TRH). Pude ser secretada por la mucosa gastrointestinal, por
ciertas células cancerosas y se ha encontrado como neurotransmisor en el
sistema nervioso central. Otras acciones que puede ejercer esta hormona son:
disminuir la tasa de digestion y absorcion de nutrientes en el tracto
gastrointestinal, con lo que inhibe la motilidad gastrica, duodenal y biliar, reducir
la secrecion de acido clorhidrico, pepsina, gastrina, secretina, jugo intestinal y

enzimas pancreaticas.

Los leucotrienos participan en los procesos inflamatorios, aumentando la

permeabilidad vascular y la aparicion de edema cerebral en el astrocito.
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Se ha comentado que en los astrocitos ocurren procesos de edema
(swelling) como consecuencia de los elevados niveles de amonio. La
aminopeptidasa B corta a los precursores de las hormonas que han sido
comentadas para que sean activas. Si la enzima responsable de la activacion
de estas hormonas no es funcional o su funcionalidad no es completa, los
procesos a los que afecta se veradn alterados como la inflamacion, la

percepcion del dolor y la regulacion en el metabolismo de los carbohidratos.

- Precursor de la albumina sérica.

Es la principal proteina del plasma. Su principal funcion es la regulacion
de la presion coloidal osmatica en sangre. Proteina transportadora de zinc.
Otras funciones que desarrolla son ayudar al transporte de las hormonas
tiroideas, de los acidos grasos libre, de ciertos farmacos, control de pH, entre
otros. Sin embargo su presencia es este tejido cabe atribuirse
fundamentalmente a un efecto contaminante probablemente debido a la
dificultad para eliminar de manera completa la sangre. Por lo que seria

recomendable depletar de albumina la muestra.

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha identificado se
detalla en la Figura-R&D42.

a1
101
151
201
251
301
351
401
451
a0
a5
601

MEWVTFLLLL
FSQYLQKCPY
IPELRDNYGE
FQENPTSFLG
CLTPRLDAVE
EFAEITRLAT
ACCDRPVLQK
LGTFLYEYSR
FQPLVEEPEN
ARNLGRVGTK
CSGSLVERRP
TALAELVKHEK
ARSKERLL

FISGSAFSRG
EEHIRLVQEV
LADCCARQEP
HYLHEVARRH
ERALVAAVR(Q
DLTKINKECC
SQCLAEIEHD
RHPDYSVSLL
LVETNCELYFE
CCTLPEAQRL
CFSALTVDET
PRATEDQLET

VFREEAHKSE
TDFAKTCVAD
ERNECFLQHE
PYFYAPELLY
FEMECS55HMQRF
HGDLLECADD
HIPADLESIA
LRLAKKYEAT
ELGEYGFQHA
PCVEDYLSAT
TVPEEFEAET
VMGDFAQFVD

TAHRFEDLGE
EHNAENCDESI
DODNFHNLEEFQ
YAEKYNEVLT
GERAFEAWAY
RAELAKYMCE
ADFVEDEEWVC
LERCCREGDF
ILVEYTQEAF
LHNRLCVLHEE
FTFHSDICTL
FCCEAADFEDN

QHFRGLVLIA
HT LFGDRLCA
RPEAELMCTS
QCCTESDRAA
ARMSQRFPNA
NQATISSKLQ
KNYAEAKDVF
PACYGTVLAE
OVSTPTLVEA
TEVSEKVTEC
PDEERQIKEQ
CFATEGPNLV

Figura-R&D42. Secuencia peptidica de la albumina sérica. Los
péptidos en rojo son los que han sido identificados mediante MALDI-
TOF a partir del spot n°38 identificado en el gel. El porcentaje de
cobertura aminoacidica fue del 49% (298 de 608 aminoacidos).
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- Subunidad a de la tubulina.

La tubulina es una proteina formada por el ensamblamiento ordenado de
un heterodimero de subunidades a y B que al ensamblarse de manera
altamente organizada constituyen el principal constituyente de los microtabulos.
El dimero de tubulina une dos moléculas de GTP (una se sitla en un sitio
intercambiable (B) y la otra molécula en un sitio no intercambianle (a)) cuya

hidrélisis depende del ensamblaje-desensamblaje (Oakley, 2000).

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha identificado se
detalla en la Figura-R&D43.

Presentan modificaciones como la glutamilacion, que aunque aun no
esta clara su funcion, parece ser que participan en el dinamismo y ensamblaje
de

acetilacion de determinados restos de

los microtdbulos. Otra modificacion encontrada en la tubulina es la

lisina en las cadenas a. Estas
modificaciones estabilizan los microtdbulos, afecta a la afinidad y a la motilidad,

teniendo una gran repercusion en determinadas funciones celulares como

motilidad celular, regulaciéon del ciclo celular,

sefnalizacion.

para transporte vesicular y

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451

MERECISTHVG
TFFSETGAGE
HHYARGHYTI
SLIMERLSVD
AFMVDNEATY
DLTEFQTNLY
MVECDEFEHG
FENVGINYQFFP
FRAFVHWYVG
hii

QAGVQIGNAC
HVPRAVFVDL
GREIIDLVLD
YGRKSKLEFS
DICRRNLDIE
PYPRIHFPLA
KYMACCLLYR
TVVPGGDLAR
EGMEEGEFSE

WELYCLEHGI
EFTVIDEVET
RIEFLADQCT
IYPLPQVSTL
RPFTYTHLHEL
TYRPVISAEE
GOV ERDWVHA
VQBELVCHMLSH
AREDMAATEE

QPDGQMESDK
GTYRQLFHPE
GLQGFLVFHS
VVEBYNSILT
IGQIVSSITA
AYHEQLSVAE
ATATIRTERT
TTAIAEAWAR
DYEEVGVDSV

TIGGGDDSFH
QLITGEEDAA
FGGGIGSGET
THTTLEHSDC
SLEFDGALNV
ITHACFEPAN
IQFVDWCETG
LDHEFDLMYZS
EGEGEEEGEE

Figura-R&D43. Secuencia peptidica de la tubulina. Los péptidos en
rojo son los que han sido identificados mediante MALDI-TOF a partir
del spot n°1 identificado en el gel. El porcentaje de cobertura
aminoacidica fue del 18% (81 de 451 aminoacidos).
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- Cadena alfa (a) de la espectrina.

Las espectrinas son unas proteinas del citoesqueleto originalmente
descritas en los eritrocitos. Estan formadas por dos cadenas (a, B) de
heterodimeros que posteriormente se asocian en tetrameros para enlazarse o
asociarse con otras proteinas del citoesqueleto. En conjunto estas proteinas
van a formar una especie de malla densa e irregular que esta asociada a la
membrana plasmatica de la célula. Esta se une a otra proteina del
citoesqueleto, la anquirina, que a su vez se une a una proteina de membrana
gue constituye un canal i6nico, quedando anclado el esqueleto del
citoesqueleto a la membrana plasmatica. La espectrina no sélo se encuentra en
eritrocitos sino en otras células y tejidos como en el cerebro, por ejemplo la
fodrina (espectrina Il) es tipica de los axones y la B-espectrina en dendritas y
somas de células maduras del cerebro, asi como en las células postsinapticas
del cerebelo (Malchiodo-Albedi et al., 1993). Otras proteinas con las que
establecen conexion son las sinapsinas, f-actinas, amelinas y las calmodulinas,
entre otras, ademas de establecer también conexiones con organulos
(mitocondria, reticulo endoplasmico) y vesiculas sinapticas. Entre sus funciones
se destaca la capacidad de organizacion de la membrana plasmatica en las
células excitables ya que participan en la creacién de dominios en la membrana
donde se localizan proteinas que segun el tipo de asociacion o estructura que
conformen pueden dar lugar a la creacion de los denominados dominios. Lo
mismo ocurre con los dominios de “rafts lipidicos” (balsas lipidicas) o zonas de
la membrana donde se concentran fosfolipidos saturados, colesterol y

proteinas de membrana.

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha identificado se
detalla en la Figura-R&D44.
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1 MDPSGVEVLE

51 RDAEELEKWI
101 KLDETGNLMI
151 L¥QYLRECED
201 HEERVMEVNQ
251 LFGRAEVQRF
301 EFDLAALEDE
351 AEPHARLDDS
401 DRHOEHFEGET
451 ALLELWELERER
501 SVEALLFEHE
551 LLESRPMALHE
601 YEDPENLQGE
651 ARMNEVISLII
T01 LASDDYGEDL
751 DAENIEFEQE
801 REEEPIRLAST
§51 VEEGHFRAED
901 EAESTMEREEE
951 EQAQSCRQOV
1001 NEDUTEVEYVH
1051 NOTELITEEAL:
1101 NELQQWINEE
1151 NEVAEDLESE
1201 TYATFNSIKE

TREDIQERERQ
QEKLQVASDE
SEGHFRASETI
VML INDEEA
FAAFLIOEQH
NEDVDETIGEF
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TRLOQRFLADF
DAHEDEFESH
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EFLLEATELE
THYONLOEEH
ALVAFYERLE
NEGEDLIGYQ
VEAELSELNQ
PIVGETDYGE
APMDDETGEE
DROGFWPALT
SVELPMEQVE
EAALTEEEVG
GLMAEEVQAY
LNERWESLOO

1251 EENOALNTDN YGHDLASYOAR

1201 QSHPESAEDL
1351 LMSWINGIRG
1401 FGOQLLAHGH
1451 HREDCEQAENW
1501 IAALQAFADQ
1551 OTLOOQESRDV
1601 ANADRIRGVYT
1651 ZQELEELNEDQ
1701 QLLEADISAH
1751 SMATSREAEL
1801 NLEEFHEERLE
1851 HWMEELEQLAR
1901 TLRARIOGLLE
1951 MEGLNGEVSD
2001 TDDYGREDLES
2051 SFAIEAPHAS
2101 SAFNSWFEMA
2151 AELDRQIESF
2201 EENDNVEQEF
2251 FHOEIRLMES
2301 CGHNEHMOHNLEQ
2351 CLRSLGYDLP
2401 ENVESSEEIE
2451 GEGRELPTRAFE
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EPYUTEEELY
i
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LEHVEVLQEK
EEVHARMNEL
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GHYRSDEVEE
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ARLAALAT QI
LASEDYCGEDL
DTEQVEEERD
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SDDNTIGOEE
EEEAWINEFM
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FNWEADWWES
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ERQSHEREVE
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NLQEIIEERE
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EYTEHSETVGL
MFEHFDEFDES
NEDGHVSLQE
ONLTREQADT

EDSYRFOFEQ
EVQRNSGRIV
EGIELLOAQE
FEEEFQTDLRAR
EGLALQROGE
QALLPEHEGL
THNWEOIBTLA
NDVAGAEALL
ELSILZEERR
LNEDLGDSLD
MEDVATRED A
EFMETATDEL
UYNHYAKEEVAR
ELWLTEVEGH
ARQFQLAGHF
IDWVEDEETWI
EAWT QEGNAM
QAQQTFADAN
ATGESTI0ALR
GDILTLLNET
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CEEFHNLFREL
EANEZRLED I
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DADETEEWIE
SLGETAORLI
LOQRFLELFRD
BLGTFQAFED
LDHCLELQLF
DEATHVOEEK
IEERSKLGES
FHQAFEAELH
QFLVOESAEE
ASVNNLLEFH
TINGRFQEIE
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Figura-R&D44. Secuencia peptidica de la espectrina. Los péptidos en
rojo son los que han sido identificados mediante MALDI-TOF a partir del

spot n°extra identificado en el gel.
aminoacidica fue del 29% (716 de 2472 aminoacidos).

El porcentaje de cobertura

- Resultados & Discusion -

Los cambios tanto en las conexiones que establecen con otros

elementos como en la asociacion entre cadenas de las espectrinas se pone de
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manifiesto en los primeros dias del desarrollo neuronal donde incrementan los
niveles de (B-espectrina en el hipocampo, hecho que refleja su participacion en
la sinaptogénesis (Steward et al., 1989).

- rCG46767.

Proteina con una secuencia conservada que se encuentra en proteinas

de los filamentos intermedios.

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha identificado se
detalla en la Figura-R&D45.

1 MATATEVQQR

51 RSLETENSAL
101 AKLOIELGEF
151 TALGDEKSLE
201 LTEDLEFREN
251 EQHDAQVRLY
301 ESLSSQLSHL
351 DQMQQQLNDY
401 SRASSSRSVR
451 GKFIRLENTS
501 ANAGVTASEP
551 PEEEEEEEEE

AGSRASAPAT
OLOVTEREEV
KAEHDQLLLN
GDLEDLEDQI
MYEEEINETR
KEELEQTYHA
OFESRLCLER
EQLLOVELAL
TTRGKREKRVD
EQDQEMGGHE
TDLIWKNQNS
PIGVAIEEER

PLSPTRLSRL OEEEELEELN
RGEELTGLER LYETELADAR
YAKKESDLSG AQIKLEEYEA
AQLEASL.SAA EEOLADETLL
EEHETRELVEY DSGROIEYEY
FELENARLSSE MNTSTVHSAR
IQELEDMLAE ERDNSEEMLS
DMETSAYEKL. LEGEEERLEL
WVEESERAS55V SISHSASATG
MIBEETGDTSY SYEYTSEYVL
WEIGEDVEVV LENSOGEEVA
FHOOQGTPRAS NESCLAIM

DRLAVYIDEV
RALDDTARER
ALNSEDAALA
EVDLENRCOS
KLAQALHEMR
EELMESRMRI
DEEREMAEIR
SPSPSSRVIV
NVCIEEIDVD
FAGQTVIVWA
ORSTVFKITI

Figura-R&D45. Secuencia peptidica de la proteina rCG46767.
Los péptidos en rojo son los que han sido identificados mediante
MALDI-TOF a partir del spot n°35 identificado en el gel. El
porcentaje de cobertura aminoacidica fue del 50% (293 de 587
aminoéacidos).

Los astrocitos de tipo Il de Alzheimer son caracteristicos por sus
cambios morfolégicos respecto de los astrocitos normales. Podria pensarse
gue una de las posibles causas seria una alteracién en esa red que conforma
el esqueleto de la célula, el citoesqueleto, siendo responsable de algunos de

los cambios en cuanto a morfologia y compaosicion que se encuentran en ellos.
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- Cadena B de la L-lactato deshidrogenasa.

La lactato deshidrogenasa es una enzima citoplasméatica que cataliza la
fermentacion 6 reduccion del piruvato (procedente de la glucolisis) a lactato 6
acido lactico gracias a la oxidacion de la nicotinamida adenina dinucleotido
(NADH) a NAD" en condiciones anaerobias. Bajo estas condiciones la tasa de
oxigeno en sangre es baja y la piruvato deshidrogenasa no es capaz de
convertir el piruvato a acetil-CoA lo suficientemente rapido como para que no
se acumule; para evitar que la glucolisis se inhiba y se reduzca la produccion
de ATP, la lactato deshidrogenasa actlia. De esta manera se produce el NAD”
necesario para continuar la glucolisis (Nelson and Cox, 2005).

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha identificado se
detalla en la Figura-R&D46.

1 MATLKEKLIA PVADDETAVP NNEITVVGVG QVGMACAISI LGKSLADELA
51 LVDVLEDKLE GEMMDLOHGS LFLOTPKIVA DEDYSVTANS EIVWVTAGVR
101 QUEGESRLNL VORNVNVFKF IIPQIVEYSP DCTIIVVSNE VDILTYVIWK
151 LSGLPKHRVI GSGCHLDSAR FRYLMAEKLG IHPSSCHGWI LGEHGDSSVA
201 VWSGVNVAGV SLQELNFEMG TDNDSENWKE VHEMVWDSAY EVIKLKGYIN
251 WAIGLSVADL IESMLENLSR IHPVSTMVEG MyGIENEVEL SLPCILNARG
301 LTSVINOKLK DDEVAQLRES ADTLWDIQKD LKDL
Figura-R&D46. Secuencia  peptidica de la lactato

deshidrogenasa. Los péptidos en rojo son los que han sido
identificados mediante  MALDI-TOF a partir del spot n°56
identificado en el gel. El porcentaje de cobertura aminoacidica fue
del 55% (183 de 332 aminoéacidos).

Su paso a sangre es como consecuencia de la destruccién de los tejidos
(traumatica, neoplasica o infecciosa) donde se encuentra (corazén, higado,
cerebro, rifiones, musculo, glébulos rojos y pulmones), por lo que su elevacién
en suero se utiliza como biomarcador de procesos como cardiopatias (infarto
de miocardio),

hepatopatias (hepatitis, obstruccion de vias biliares),

alcoholismo, neumonias, entre otros.
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Cuando los requerimientos energéticos en el cerebro no son suficientes
con el aporte de glucosa, se utiliza el lactato como sustrato energético. El
aporte de lactato al cerebro depende de un transportador de monocarboxilatos
en la barrera hematoencefélica. Cuya constante de Michaelis-Menten (Km) es
relativamente baja (3mM), aunque cuando el pH sanguineo disminuye, su
capacidad de transporte aumenta. En el estado de hiperamonemia el pH
sanguineo disminuye, favoreciéndose la capacidad de transporte del lactato.
Esto, ademas de la modificacion de la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica, podria explicar que en el cerebro, bajo estas circunstancias,
se obtuviese la energia a través de esta serie de reacciones y no tanto a partir
de glucosa. El piruvato formado atraviesa la membrana mitocondrial utilizando
el transportador de monocarboxilatos y se convierte a acetil-CoA mediante el
complejo piruvato deshidrogenasa liberando CO,. Este acetil-CoA se incorpora
al ciclo de los acidos tricarboxilicos, por lo que los carbonos procedentes del
lactato pueden también incorporarse en CO; en las reacciones catalizadas por
la isocitrato deshidrogenasa-NAD, el complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa

y la glutamato descarboxilasa, ésta ultima en el ciclo del GABA.

En el cerebro el lactato es el principal intermediario metabdlico liberado
por los astrocitos en cultivo. Este puede ser tomado por las neuronas a través
de un transportador especifico. La produccion de lactato en los astrocitos
puede estimularse a través del glutamato, principal neurotransmisor excitatorio
en el sistema nervioso central, el cual desencadenaria la estimulacion de la
ruta glucolitica en los astrocitos. Por lo tanto la glucosa procedente de los
capilares sanguineos es tomada por los astrocitos, alli se metaboliza a lactato
mediante la glucolisis, y este lactato es liberado al espacio extracelular, es
tomado por las neuronas y alli es metabolizado, por ejemplo, de nuevo a

piruvato para continuar con el ciclo de Krebs.

En cuanto a las isoenzimas, la de tipo H predomina en el cerebro de

adulto.
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- Subunidad a de la isocitrato deshidrogenasa 3 (IDH 3).

La isocitrato deshidrogenasa es una enzima del ciclo de Krebs que
cataliza la descarboxilacion oxidativa del isocitrato en 2-oxoglutarato. En
eucariotas existen tres isoenzimas: IDH 1 citoplasmatica, IDH 2 mitocondrial,
ambas dependientes de NADP”, e IDH 3 mitocondrial dependiente de NAD"
como aceptor de electrones. Como cofactores utiliza magnesio o manganeso.
Se induce por sustrato (isocitrato, NAD*, Mg?*, Mn?*) y se inhibe por productos
(2-oxoglutarato, NADH), por ATP por inhibicion competitiva (Nelson and Cox,
2005).

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha identificado se
detalla en la Figura-R&D47.

1 MEPGVARVAR WBEVDAMAGS AWVSEVQIVI LIPGDGIGFE ISASVMEIFD
51 AAFAPIOWEE BINVTAIOGPG GEWMIPPEAK ESMDENEMGL HGPLETPIAM
101 GHPSMNLLLE ETEDLYANVE POVSIEGYET PYTIWVHNIVTI RENTEGEYSG
151 IEEVIVDGA QSIELITEGR SERIAEFAFE YABNNHESHV TAVHERNIME
201 MSDGLFLOEC BEVAENCEDI EFNEMYLDTV CLENMVQDPSQ FOVLVMENLY
251 GDILSDLCAG LIGGLGVIPS GNIGANGVAI FESVHGTAFD IAGEDMANPT
301 ALLLSAVMML BHMGLFDHAA FIEAACFATI FDGESLIEDL GEMNSKCSDET
351 EEICREVELL D

Figura-R&D47. Secuencia peptidica de la isocitrato
deshidrogenasa 3. Los péptidos en rojo son los que han sido
identificados mediante MALDI-TOF a partir del spot n°57
identificado en el gel. El porcentaje de cobertura aminoacidica fue
del 52% (188 de 361 aminoacidos).

- Proteina Ckb.

La creatina kinasa cataliza la fosforilacion de la creatina con el consumo
de una molécula de ATP, formando la fosfocreatina. Esta puede constituir una
reserva rapida de energia en el musculo esquelético pero también en el
cerebro en condiciones anaerdbicas. La isoenzima del cerebro es un dimero de

2 subunidades B, tiene como sustrato principal la creatina pero también puede
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utilizar ciclocreatina, glicociamina y N-etilglicociamina. Como cofactores puede

utilizar el Mn* y el Mg®. Su aparicién en sangre se puede deber a la

destruccion de musculo o a procesos inflamatorios.

La secuencia peptidica de la proteina a partir de la cual se ha identificado se
detalla en la Figura-R&D48.

31
101
151
201
251
301
351
401

ALRPELQAQA
5 SHNNHMARY
LVAGDEESYD
NYVLSSRVRT
YALKSMTEAE
TFLVWINEED
NPHLGYILTC
GVDTARVGGY
DDLMPAQK

VCVEABSGIP
LTPELYAELR
VFKDLFDEII
GRSIRGFCLP
QQQLIDDHFL
HLRVISMOKG
PSNLGTGLRA
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Figura-R&D48. Secuencia peptidica de la creatina kinasa. Los
péptidos en rojo son los que han sido identificados mediante
MALDI-TOF a partir del spot n°C identificado en el gel. El
porcentaje de cobertura aminoacidica fue del 46% (188 de 408

aminoacidos).

IV.5.- Resumen general de las funciones de las proteinas identificadas

tanto en corteza cerebral como en cerebelo.

Para facilitar la comprension y el analisis global de los resultados

obtenidos en la corteza cerebral y en cerebelo de las ratas-dpc vamos a

resumir las proteinas identificadas en grupos de funciones relacionadas con las

diferentes funciones celulares:
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A. METABOLISMO.
Del conjunto total de proteinas relacionadas con el metabolismo, en
nuestro analisis hemos encontrado proteinas referentes a los siguientes

procesos metabolicos:

1. Ciclo de Krebs (ciclo de los &cidos tricarboxilicos).

Es una cadena de reacciones metabdlicas donde el acetil-CoA se oxida
hasta CO, liberando energia en forma de poder reductor, NADH vy flavin adenin
dinucledtido (FADH,). La procedencia del acetil-CoA puede ser de la glucolisis
(glucosa), de la beta oxidacion de los acidos grasos (lipidos) o de la
desaminacion oxidativa (aminoacidos). El poder reductor generado continda
hacia la fosforilacion oxidativa (cadena respiratoria) para obtener energia en
forma de ATP.

De las proteinas identificadas en este estudio se incluyen: isocitrato

deshidrogenasa

2.- Metabolismo de los hidratos de carbono.

Aqui se incluyen los procesos de la glucolisis y la gluconeogénesis. La
glucolisis es la via metabdlica catabdlica donde se oxida una molécula glucosa
(de seis atomos de carbono) hasta dos moléculas de piruvato (de trés atomos
de carbono) generando energia en forma de ATP y poder reductor, NADH. La
gluconeogénesis es una ruta metabolica anabdlica donde se sintetiza glucosa a
partir de precursores no glucidicos como lactato, piruvato, glicerol y ciertos
aminoécidos. De las 10 reacciones enzimaticas que conforman la glucolisis, 7
son compartidas pero en sentido inverso con la gluconeogénesis, asi la
conversion de glucosa a glucosa 6-fosfato, la fosoforilacion de fructosa 6-
fosfato a fructosa 1,6-bifosfato y la conversion de fosfoenolpiruvato a piruvato

son realizadas en cada caso por enzimas diferentes.

En este grupo podemos citar: piruvato deshidrogenasa, lactato
deshidrogenasa, ambas enzimas glucoliticas o gluconeogénicas segun hacia

donde esté desplazado el equilibrio de la reaccion.
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3. Metabolismo nitrogenado (proteinas y aminoacidos).

Las enzimas identificadas que pertenecen a este grupo son: glutamina
sintetasa, creatina kinasa, asi como la aminopeptidasa sensible a
purinomicina encargada de la degradacion de acumulos de poliglutamina, la
aminopeptidasa B que es una exopeptidasa que corta a las encefalinas,

somatostatina, y leucotrienos para activarlos.

4. Metabolismo de xenobidticos.

Los xenobidticos son moléculas cuya estructura quimica es poco
frecuente o inexistente en la naturaleza (agentes quimicos, farmacos, toxicos,
insecticidas, hormonas de origen exdgeno...). En este grupo de ha identificado
la aldehido deshidrogenasa mitocondrial encargada de metabolizar el
alcohol ingerido por via oral o bien cualquier molécula de acetaldehido que se
forme en el organismo como consecuencia del metabolismo de otras

moléculas.

B. PROTEINAS DE UNION.
En este grupo se ha querido representar las proteinas de union a GTP y
al ATP. La principal caracteristica es que estas proteinas tienen que unirse a

otros elementos para desarrollar su funcion.

Hemos identificado a la proteina G tiene capacidad de union-hidrolisis
del GTP y que actia en la cascada de sefializacion celular activando a otras
moléculas o segundos mensajeros; y a Grp75 que pertenece a la superfamilia
de Hsp-70 6 proteinas de choque térmico, que presenta capacidad de union al
ATP y que participa en el ensamblaje y plegamiento de otras proteinas

actuando como chaperona.

C. TRANSPORTE VESICULAR.

Aqui se hace alusion a las proteinas que participan en el transporte
mediado por vesiculas ya sea para moléculas que van a ser secretadas al
espacio extracelular o que van a formar parte de la estructura/composicion de

la célula.

- 176 -



- Resultados & Discusion -

Las proteinas identificadas en este grupo son la ATPasa de fusién, que
participa en el proceso de fusibn de membranas en el transporte de las
vesiculas; y Snap2 que se asocia a las vesiculas de fusion y forma parte del

complejo de anclaje y fusién vesicular.

D. CITOESQUELETO.

Habria que hacer una diferencia entre las proteinas que forman parte del
citoesqueleto y aquellas que se asocian a ellas ya sea para unir a otras
proteinas del citoesqueleto o bien a otras estructuras como las vesiculas de

fusion citadas en el apartado anterior.

Citamos a la a-internexina, espectrina y tubulina, como proteinas
integrantes del citoesqueleto; y a las proteinas asociadas al citoesqueleto:
rCG49429, septina 3, septina 5, septina 6, rCG46767.

E. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA.

Las proteinas que se han identificado en este estudio y que pertenecen
a este grupo son: sintetasa ARNi-aa, Cuya funcion es cargar, unir el
aminoacido alanina a su ARN transferente; y el precursor del factor de

elongacion Tu.

F.- DEGRADACION-RECAMBIO.
Dentro de este reducido grupo incluimos la enzima activadora de la
ubiquitina (E1) encargada de activar la ubiquitina para “etiquetar” las proteinas

gue van a ser degradas por el proteasoma.

G.- OTROS.
Donde se incluye la albamina sérica implicada en el equilibrio de la
presiéon coloidal osmoética, pero que en este caso se considera una

contaminacioén debida a la presencia de restos de sangre en la muestra.
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En la Figura-R&DA49 se la distribucién porcentual de estas proteinas.

Proteinas oxidadas en corteza
cerebral y en cerebelo

B Metabolismo

M De union
Transporte vesiculas
Citoesqueleto

B Regulacidn génica

B Recambio-degradacién

Otras funciones

Figura-R&D49. Distribucién porcentual segun su funcién de las
proteinas oxidadas en la corteza cerebral y cerebelo de ratas-dpc.

El papel de estas proteinas en la fisiopatologia de la EH parece estar
afectado por el estado de hiperamonemia. El amonio, en condiciones normales,
llega al higado desde la mucosa intestinal (producido por la rotura del amino
acido glutamina por la glutaminasa de las bacterias intestinales, pero
fundamentalmente debido a un incremento de la actividad glutaminasa fosfato
dependiente (Romero-Gdémez et al., 2006, 2005, 2004) y desde los rifiones por
deamidacion de la glutamina. La funcion principal del higado es la de la sintesis
de urea a partir de amonio y otras sustancias. Parte del amonio generado
también se utiliza para volver a sintetizar glutamina. EI amonio restante puede
ser absorbido en otros 6rganos tales como el rifion, cerebro y musculos. El
cerebro y el masculo carecen de ciclo para detoxificar el amonio, dependiendo
de la sintesis de glutamina para ello. Al ser un ciclo, la glutamina creada desde
el amonio llegaria a convertirse en el intestino y en los rifiones, de nuevo, en

amonio.
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La hipdtesis del amonio mantiene que, durante el fallo hepético, no es
posible la detoxificacibn del amonio, resultando en un estado de
hiperamonemia. Este amonio va a generar una serie de cambios en el

metabolismo que tendra como consecuencia diferentes efectos a nivel celular.

El amonio induce despolarizacion en células nerviosas in vivo o in vitro
genera un incremento en la liberacién glutamato dependiente de Ca®" en varias
regiones cerebrales (Hilgier et al., 1991), produciéndose como consecuencia
directa de la excesiva liberaciéon de glutamato la sobre-estimulacion de los
receptores ionotropicos de glutamato, en particular los receptores NMDA. La
estimulacion se cree que es reforzada por un incremento en la glicina
extracelular, la cual actia como moduladora positiva de estos receptores, y por
una pérdida de los receptores GABAg que modulan negativamente la liberacion
del glutamato. Esta activacion de los receptores NMDA inducida por el amonio
conduce a una serie de cambios metabdlicos en el sistema neuronal: a)
incremento de la actividad ATPasa dependiente de Na*/K" en las membranas
de las células nerviosas, conduciendo a una disminucion en los niveles de ATP
celular; b) protedlisis de los microtubulos asociados a la proteina MAP-2,
disminuyéndose la polimerizacion de los mismos y desequilibrando el
transporte axonal de vesiculas neurotransmisoras; y ¢) un incremento en la
generacion del NO, lo cual aumenta la acumulacién de peroxidos, reduce la
actividad antioxidante de los enzimas y genera un estado oxidativo que como

consecuencia del mismo causa un dafo en la célula nerviosa.

El amonio es una neurotoxina que inhibe los canales de cloruro,
contribuyendo a la depresién del sistema nervioso central. En un principio, se
pensé que el amonio se unia al a-cetoglutarato depletando los intermediarios
del ciclo de Krebs en el sistema nervioso central. Sin embargo, esto es poco
probable dado que el amonio se metaboliza en el cerebro a través de su
combinacién con el glutamato formando glutamina, pudiendo afectar al
metabolismo energético, alterando la lanzadera del malato aspartato. EI amonio
facilita la captaciéon de triptéfano en el cerebro el cual es punto de partida para

la sintesis de varios metabolitos neuroactivos, entre ellos la serotonina. El
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amonio disminuye la neurotransmision  glutamatérgica, provocando

neurodepresion (Haussinger et al., 2002; Jalan and Hayes, 1997).

Por otro lado, hemos visto que en las ratas-dpc de 6 semana aparecen
oxidadas las proteinas G, éstas no podran ejercer su funcién en las rutas de
sefializacion de los receptores GABAg,: los receptores de GABAg
metabotrépicos (permeables al K* y al Ca®") son receptores asociados a
proteina G. Estos se pueden encontrar tanto en el terrminal pre-sinaptico
(donde la unién de GABA/agonista disminuye la entrada de Ca?*, originandose
una menor liberacién de glutamato y monoaminas) asi como en el terminal
post-sinaptico (donde se incrementaria la salida de K* al medio extracelular,

produciendo un potencial inhibitorio lento).

Existen autores que no confirman la hipotesis de la correlacion del nivel
de amonio en sangre o en los tejidos con el grado de desarrollo de la EH. Se
ha postulado que la razon para esto podria ser que los niveles fuesen medidos
en muestras de sangre venosa (Mullen, 2000), argumentando que no seria una
buena medida, ya que el cerebro esta expuesto a sangre arterial. En cambio,
existen otros trabajos que lo refutan, donde se argumenta que la correlacion se
observa tanto en los niveles medidos en sangre arterial asi como en venosa
(Nicolao et al., 2003).

En nuestros resultados un 33% del total de proteinas identificadas en
corteza y cerebelo de ratas-dpc pertenecen al citoesqueleto, ya sea como
proteinas estructurales o bien asociadas al citoesqueleto. Podriamos decir que,
en su mayoria, las septinas en estados de hiperamonemia presentan un alto
porcentaje de oxidacion (carbonilacién), como hemos comprobado en nuestros

resultados.

Las septinas son una familia de proteinas conservadas con actividad
GTPasa que actuan como anclaje o punto de reclutamiento de otras proteinas,
en la organizacion de microtibulos y de filamentos de actina, en el
establecimiento de la polaridad, en el trafico de vesiculas y su organizacion,

exocitosis, citocinesis, formacién del surco, membrana asociada al movimiento
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celular, en el desarrollo neuronal y respuesta relacionada con el dafio en los
chekpoint 6 puntos de regulacion. Las septinas polimerizan entre ellas de forma
hetero-oligomérica u homo-oligomérica para formar estructuras superiores o
filamentos que se asocian con las membranas celulares, los filamentos de
actina y los microtubulos. Otra funcién que tienen las septinas es prevenir la
degradacion de proteinas como c-Junk-n-terminal kinasa (JNK) y la agregacion
de la sinucleina (Chao et al., 2009). El ensamblaje de estas proteinas es
regulado por la proteina cell division control protein 42 homolog (cdc42) y
mediante fosforilacion. Su asociacion a membrana, a veces, ocurre a traves de

proteinas adaptadoras como la anilina.

Existe una estrecha relacion entre el grupo anterior y los grupos de las
proteinas de unién y del transporte vesicular (8% en cada caso), ya que el
citoesqueleto se encuentra asociado al transporte de vesiculas
(neurotransmisores, lipidos, proteinas de membrana...) directamente o

indirectamente mediado por proteinas de union.

En el cerebro de pacientes o bien de ratas con un modelo de EH, las
neuronas presentan una morfologia normal, en cambio los astrocitos, desde un
punto de vista histolégico, presentan una morfologia que se conoce como
astrocitos tipo Il de Alzheimer. Se caracterizan por edematizacion con
crecimiento nuclear, nucléolo prominente y marginacion del patron de
cromatina. Las funciones alteradas de estos astrocitos, asi como la interaccion,
no sélo entre ellos, sino con las neuronas, son importantes en la patologia de la
EH. Las funciones desempefiadas por los astrocitos comienzan en la
neurogénesis y el desarrollo del individuo, sirviendo de andamios para la
migracion y el crecimiento adecuado de las neuronas, definen la orientacion de
las sefiales y participan en la proliferacion neuronal. En el periodo adulto
mantienen la homeostasis neuronal (neurotransmision, regulaciéon del medio
idnico, etc) y la plasticidad sindptica, son constituyentes principales de la
barrera hematoencefélica y capturan las sustancias que requieren de
transporte desde la sangre al cerebro. En este cambio morfoldgico del astrocito
podrian estar implicadas todas aquellas proteinas, que, de alguna manera,

estan asociadas a la red que conforma, no sélo la arquitectura del astrocito,
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sino que dirige el trafico vesicular en el interior, el citoesqueleto y proteinas
asociadas. Hacemos referencia a la a-internexina, tubulina, espectrina y a las
septinas (SEPT3, SEPT5, SEPT6), que como hemos visto se encuentran
modificadas por el estrés oxidativo causado por el estado de hiperamonemia.
Desde un punto de vista general, no sélo estas proteinas podrian estar
implicadas en el cambio morfoldgico del astrocito, si no que habria que hacer
referencia a todas aquellas interconexiones entre los componentes del
citoesqueleto (microtubulos, microfilamentos de actina- miosina, filamentos
intermedios) y proteinas que ayudan tanto a la formacién- degradacion de los
miembros del citoesqueleto (septinas, vinculina...) asi como a su movimiento
(troponina...) o al transporte de moléculas, organulos o vesiculas (transporte
axonal) que forman parte de la fisiologia de la propia célula o que van a ser

secretadas al exterior (exocitosis).

Por una parte, hay que recordar que todo lo referente al trafico vesicular
en el interior celular, transporte axonal (Figura-R&D50), esta asociado a
microtubulos y a los filamentos de actina. En las neuronas los microtibulos
forman haces que recorren las prolongaciones celulares (dendritas y axon).
Muy relacionado con los microtubulos axénicos hay neurofilamentos y
organulos, principalmente reticulo endoplasmatico liso y mitocondrias
(Paniagua et al., 2007). Durante este transporte axonal también se transportan
moléculas desde el citoplasma al reticulo, a Golgi y al terminal axénico o bien a
la membrana plasméatica. Todo ello se realiza mediante la formacién de
vesiculas, las cuales van madurando (su interior se acidifica, captan ATP, Ca?",
se reordenan las proteinas que van destinadas a la membrana e incluso
aquellas que forman parte de la propia vesicula) a lo largo de ese proceso.
Hemos visto que la ATPasa de vesiculas de fusién se encuentra oxidada,
pudiendo pensar que ello contribuye al desequilibrio del transporte endocitico y
en consecuencia podria afectar al metabolismo neuronal y a la composicion

propia de las neuronas y de los astrocitos, estados presentes en la EH.

Como consecuencia del cambio del volumen celular (swelling) o debido
a ello, se producen cambios en la expresién y/o modificaciones en proteinas

del citoesqueleto (Haussinger, 1996). Los microtdubulos juegan un papel
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importante en la transduccion de sefiales que se generan como consecuencia
de las alteraciones metabdlicas en respuesta a los cambios de volumen celular.
Por ejemplo, la disrupcion de los microtibulos con colchicina reduce: la
alcalinizacion de las vesiculas endociticas inducidas por el edema; la inhibicion
de la protedlisis; y la estimulacion del transporte transcelular de los acidos
biliares. Todo ello como consecuencia de cambios en el estado de fosforilacién
y desfosforilacion de las proteinas asociadas a microtubulos y de las proteinas
MAP kinasas. Ademas en el edema celular ocurre un incremento en la
polimerizacién de la B-actina e incrementos en la estabilidad de los
microtUbulos. Con todo ello se podria establecer una conexion entre el
citoesqueleto, las proteinas asociadas a él, el edema y el cambio morfologico

de los astrocitos.
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Figura-R&D50. Representacion esquematica de posibles
mecanismos del transporte axénico. La quinesina participa en
el transporte anterogrado (direccion hacia el extremo del axén
respecto del cuerpo neuronal o soma) y la dineina
citoplasmatica en el transporte retrogrado (direccion desde el
axon hacia el soma) (Paniagua et al., 2007).

Desde los afios 80 existen descripciones de autores que describen que
los mecanismos de toxicidad del amonio generan alteracién del metabolismo
de las enzimas/proteinas (Cooper and Plum, 1987; Noremberg, 1981), y, mas
recientemente, estrés oxidativo (Murthy et al., 2000). Nosotros hemos

encontrado que un 33% del total de proteinas en corteza cerebral y cerebelo de
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ratas-dpc presentaban un elevado estado de oxidacion. Esto enlazaria el hecho
de que el estado de hiperamonemia genera tanto estrés oxidativo como
alteracion en el metabolismo, lo cual hace pensar que no sélo las alteraciones
en el metabolismo podrian ser originadas por el estado de hiperamonemia,
sino, también podria estar influenciada por el estado oxidativo creado.

A principios de este siglo, el grupo de Butterworth sugirid la inhibicién del
ciclo de Krebs tanto a nivel de la piruvato deshidrogenasa como de la a-
cetoglutarato deshidrogenada (Zwingmann et al., 2003), ambos pasos
limitantes del metabolismo oxidativo. Nosotros hemos descrito la oxidacion de
la piruvato deshidrogenasa generada por el estado de hiperamonemia.
Podriamos pensar que esa oxidacion podria ser una de las causas por la cual

esta enzima aparece inhibida en estados de hiperamonemia.
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CONCLUSIONES

1. La derivacion porto-cava en ratas es un buen modelo de Encefalopatia
Hepética, que mimetiza un estado de hiperamonemia crénica y disfuncion
hepatica, caracterizado por la elevacion del amonio en sangre y en otros

tejidos como en el cerebro.

2. Las ratas-dpc muestran un claro estado de estrés oxidativo, como se refleja
en los siguientes parametros (biomarcadores):

a) Los niveles de “oxidantes activos” (ERO y ERN) medidos por el
meétodo de la DCFH-DA, son el doble en ratas hiperamonémicas (dpc)
gue en ratas controles (sham).
b) El incremento en la produccion de NO en el tejido cerebral de ratas-
dpc, que podria interpretarse como la induccién de la NO-sintetasa
inducible (NOS-II;) de la microglia, por parte del amonio.
c) Los niveles de peroxidacion lipidica medidos como TBARS, MDA y
HNE son mas elevados en las ratas-dpc que en ratas-sham, lo que
indica que el estrés oxidativo causado por la enfermedad aumenta los
niveles de peroxidacion lipidica.
d) La oxidacion de proteinas (medida como los niveles de grupos
carbonilos) es un 50% mayor en ratas hiperamonémicas (dpc) que en
ratas control (sham), demostrando que la oxidacion de proteinas ocurre

de manera clara en la EH.

3. No se ha encontrado diferencias estadisticamente significativas en cuanto al
patron de expresion diferencial de proteinas ni en cerebelo ni en corteza
analizada mediante DIGE, lo cual reforzaria el hecho de que las

modificaciones que ocurren podrian ser post-traduccionales.

4. En estudios preliminares sobre la oxidacion de proteinas (carbonilacion) en

ratas con dpc se observd que los animales hiperamonémicos presentaban
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un mayor nivel de oxidacién que los animales control (ratas-sham) y que no
todas las proteinas se oxidan por igual, habiendo proteinas mas sensibles
a la oxidacién que otras.

El estudio detallado de las proteinas oxidadas mediante técnicas
protedbmicas (Redox-proteomic) pone de manifiesto que estas proteinas
estan implicadas en diferentes procesos celulares y/o metabdlicos:

- el 33% implicadas en el metabolismo energético (ciclo de Krebs,
metabolismo de los carbohidratos, de los compuestos
nitrogenados y de los xenobiéticos) (isocitrato deshidrogenasa,
piruvato deshidrogenasa, lactato deshidrogenasa, glutamina
sintetasa, creatina quinasa, aminopeptidasa sensible a
purinomicina, aminopeptidasa B y la aldehido deshidrogenasa
mitocondrial)

- el 8% relacionadas con las proteinas de unién (en cascada de
sefalizacion celular del sistema GABA-glutamato, en el hinchazon
de los astrocitos asi como en el ensamblaje y plegamiento de las
moléculas) (proteina G y Grp75)

- el 8% implicadas en el transporte mediado por vesiculas (ATPasa
de fusién y Snap2)

- el 33% forman parte del citoesqueleto de las células (a-
internexina, espectrina, tubulina, rCG49429, septina 3, septina 5,
septina 6, rCG46767)

- el 8% implicadas en la regulacion de la expresion génica
(sintetasa ARN¢-a1a, Y €l precursor del factor de elongacion Tu)

- el 5% relacionadas con la maquinaria previa al proteasoma
(enzima activadora de la ubiquitina, E1)

- el 5% clasificada en otros (albumina sérica)

5. La alteracion de la mayor parte de estas proteinas puede relacionarse con
la fisiopatologia de la EH, por lo que su identificacion y caracterizacion
(levada a cabo en este estudio) nos permitira profundizar en el
conocimiento de la fisiopatologia de la EH y posiblemente utilizarlas como

dianas para prevenir y/o tratar esta patologia.
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CONCLUSIONS

1. Portacaval-anastomosis (pcs) in rats is a suitable animal model for Hepatic
Encephalopathy (HE). Such intervention induces chronic hyperammonemia
and hepatic dysfunction, characterized with an ammonia increase in both,

blood and brain.

2. According to oxidative biomarkers, pcs-rats show a clear oxidative stress
induction:

a) “Reactive Oxygen Species” and “Reactive Nitrogen Species” levels
measured with the DCF-DA method are 2,4-fold higher in
hyperammonemic rats (pcs) compared in control rats (sham).

b) Increased generation of nitric oxide in the brain of pcs-rats suggests

ammonia-induced expression of INOS in the microglia.

c) Lipidic peroxidation levels measured by TBARS, MDA and HNE are

found to be higher in pcs-rats compared to sham-rats. These data

suggest that the increased lipid peroxidation is a consequence of the
oxidative stress induced by this metabolic alteration.

d) Protein oxidation (measured as carbonyl groups) is 50% higher in

hyperammonemic rats (pcs) than in control rats (sham) which is a

consequence of oxidative stress.

3. There are not significant differences in protein expression in samples of
cortex and cerebellum analyzed by DIGE. These findings agree with the
hypothesis that post-translational modifications are one of the main causes

implicated in HE induced hyperammonemia.

4. Hyperammonemic animals showed increased and differential levels of
protein oxidation. These oxidized proteins can be classified into different

cellular process:
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- 33% in energy-related metabolism (Krebs cycle, carbohydrate
metabolism) or in nitrogen and xenobiotics metabolism
(aminopeptidase puromycin sensitive; dihydrolipoyllysine-residue
acetyltransferase = component of mitochondrial pyruvate
dehydrogenase complex; mitochondrial aldehyde dehydrogenase
precursor; Glul protein; Arginyl aminopeptidase (aminopeptidase
B); L-lactate dehydrogenase B chain; isocitrate dehydrogenase 3
(NAD+) alpha, isoform CRA_f; Ckb protein).

- 8% related with binding proteins (in GABA-glutamate cellular
signalling pathway, in astrocytes swelling and in assembly and
folding proteins) (protein G; grp75).

- 8% related with transport process involving vesicles trafficking
(Snap2 protein; vesicle-fusing ATPase).

- 33% are members of cell cytoskeleton (Tubulin, alpha 1A; spectrin
alpha chain, brain; rCG46767, isoform CRA_c; alpha-internexin;
rCG53214, isoform CRA_a; rCG49429; septin 3, isoform CRA_a;
CDCrel-1Al).

- 8% are related with gene expression regulation (alanyl-tRNA
synthetase; cytoplasmic, elongation factor Tu, mitochondrial
precursor).

- 5% are involved in the initial steps of proteasome pathway
(ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1)

- 5% are involved in other functions

5. Changes in the most of these proteins can be related with the
pathophysiology of the Hepatic Encephalopathy, therefore, their
identification and characterization (shown in this study) can be useful in the
knowledge of the HE pathophysiology and can be used as therapeutic target

to prevent and/or treat this pathology.
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