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RESUMEN

En el tejido nervioso las neuronas son altamente sensibles a varios tipos de
dafio como la isquemia, la hipoxia, la hipoglicemia, la infeccion y el trauma. Al
respecto, también se sabe que la sensibilidad de las neuronas a estos tipos
de dafio varia entre diferentes zonas cerebrales. En el tratamiento de
patologias como aneurismas del sistema nervioso, o durante procedimientos
como la angioplastia intracraneana, con frecuencia es necesario realizar la
oclusion temporal de una arteria lo que bloquea el flujo sanguineo hacia
determinadas zonas del Sistema Nervioso. Esto conlleva a la falta de oxigeno
en las neuronas no irrigadas, y por lo tanto al desarrollo de fenémenos
isquémicos en el tejido nervioso. El dafio consecuente de proteinas
constitutivas de la membrana celular induce la activacion o la formacion de
proteinas de choque térmico (proteinas chaperonas), que buscan corregir o
minimizar dicho dafio. = Una vez revertida la oclusion arterial, viene la
reperfusion en la cual el flujo sanguineo se restituye. Al iniciarse la irrigacion
hay una gran suplencia de oxigeno para las células y éste constituye el
sustrato principal para la sintesis aumentada de especies reactivas de
oxigeno o radicales libres, que empeora la lesion del tejido.

Los radicales libres son moléculas altamente reactivas que estan implicadas
en la patologia de la isquemia cerebral y del trauma craneoencefalico, a
través de un proceso conocido como estrés oxidativo, el cual finalmente,
puede llevar a la muerte celular. Los radicales libres se forman como un
producto de la cadena respiratoria y de otros procesos metabadlicos normales
intracelulares, pero en algunos casos en los cuales los procesos bioquimicos
celulares normales se ven alterados, la célula produce mas radicales libres o
la contraparte antioxidante no es suficiente para contrarrestar su efecto

deletéreo.



Adicionalmente, existen otros sitios de produccion de radicales libres como la
superficie de los leucocitos polimorfo nucleares y de los macrofagos
activados, asi como también en las células endoteliales de los vasos
sanguineos, que también son afectadas por el fendmeno de

isquemia/reperfusion.

Un aspecto muy importante de la respuesta adaptativa y de regeneracion
cerebral a la isquemia es la induccidén de las proteinas de choque térmico,
Cuya expresion se aumenta tanto en neuronas como en células de la glia. Al
producirse la isquemia y la posterior reperfusién, como consecuencia de la
produccion de radicales libres y otros eventos moleculares, se induce la
desnaturalizacion de proteinas. Las proteinas denaturadas activan a su vez a
factores activadores de choque térmico, los cuales activan la trascripcion de
genes codificantes de proteinas de choque térmico como las proteinas
HSP40, HSP60, HSP70 y HSP90. Estas proteinas protegen a las neuronas
contra varios tipos de dafios, entre ellos el generado por la reperfusion

postisquémica.



SUMMARY

In the central nervous system, neurons are highly sensitive to different types
of insults such as: ischemia, hypoxia, hypoglycemia, infection and trauma.

Nevertheless, this sensitivity varies throughout different areas of the brain.

During some types of neurosurgical procedures such as aneurysm clipping or
endovascular angioplasty and stenting, it can be necessary to occlude
temporarily an artery which consequently diminishes blood flow to those brain
areas which the vessel irrigates. This process can lead to hypoxia and
secondary ischemia in a group of neurons. Secondary damage to cellular
membrane proteins, leads to the reactive formation of thermal shock proteins
(also called chaperones), which attempt to minimize the damages. Once the
occluded vessel is released, cerebral blood flow ensues and an increased
amount of oxygen is delivered to the ischemic cells. This constitutes the main
molecular substrate for the formation of new reactive oxygen species and free

radicals which can worsen cellular damage.

Free radicals are highly reactive molecules which are implicated in the
pathophysiology of cerebral ischemia and brain trauma through a process
known as oxidative stress which leads to cell death. These radicals are
commonly produced through normal cellular processes. Nonetheless, when
cellular homeostasis is altered, an excess of free radicals can be produced or
anti oxidative mechanisms can be defective in counteracting the deleterious

effects of these molecules



INTRODUCCION

En la préactica clinica puede ser necesario disminuir la perfusion del tejido
nervioso llevandolo a isquemia, en estas situaciones controladas la
reperfusion (restitucion del flujo sanguineo) genera un exceso de la
produccion de radicales libres. Por ejemplo, en cirugias de aneurismas, se
ocluye transitoriamente la arteria o arterias de la cual nace el aneurisma para
poder realizar la diseccion del cuello de la lesion, posteriormente al liberar o
al retirar el elemento oclusor se realiza la reperfusion. Adicionalmente, en
pacientes con hipertension intracraneana de cualquier etiologia, las
manifestaciones clinicas se dan por oclusion de las arterias cerebrales
secundaria al desplazamiento del tejido cerebral (hernia cerebral) y cuando
se realiza una craniectomia descompresiva, se corrige la hipertension
endocraneana y se presenta un fenomeno de reperfusion especialmente en
las zonas del cerebro que estan comprimidas. Como se conoce, el cerebro
tiene una tolerancia minima a la isquemia, debida, en parte, a la falta de la
suplencia de oxigeno, lo que conduce al desencadenamiento de una cascada
de eventos moleculares que llevan a la expresion de varios genes y proteinas
gue pueden provocar la muerte celular. Este es un proceso que se instaura
desde los primeros minutos de iniciada la isquemia y se ha observado que
durante la reperfusion se logra la restauracion del aporte de oxigeno y
nutrientes a las neuronas isquémicas, aungue existe riesgo de generacion de
sustancias deletéreas para el tejido como los radicales libres que pueden

aumentar su produccion durante la reperfusion.

Entre los genes que se activan tras un periodo isquémico cerebral, se
encuentran los genes que codifican para las proteinas de choque térmico
(HSP). Estas proteinas que se encuentran en forma constitutiva en todas las

células procariotas y eucariotas, cumplen diversas funciones fisiologicas:
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colaboran en la adquisicion de la estructura terciaria de las proteinas en
formacion, interviniendo en su ensamble, translocacion y secrecion, asi como
también en la degradaciéon o reparacion de proteinas anormales, actuando

como chaperonas moleculares.

Cuando las células son sometidas a distintos estimulos como el estrés del
shock caldrico, radiaciones, diversas drogas, infecciones virales, etc, las HSP
se sobreexpresan. De esta manera confieren proteccién a las células,

volviéndolas resistentes a la apoptosis.

Entre la familia de las HSP se encuentran algunas proteinas con expresion
constitutiva, como la hsc70 que se expresa sin aumentar significativamente
después de un periodo isquémico global o focal. Por el contrario, existen
otras HSP cuya expresion se induce significativamente tras cualquier tipo de
dafio celular, entre ellos el dafio desencadenado por la isquemia cerebral.
Entre este grupo de proteinas encontramos las HSP40, HSP60, HSP70 y
HSP90.

Debido al aumento en la produccién de radicales libres durante la reperfusion
post isquémica, se han utilizado varias aproximaciones experimentales como
el uso de sustancias antioxidantes, con el fin de disminuir el efecto deletéreo
de estas moléculas. Entre estas aproximaciones se encuentra la
administracién de N-acetilcisteina (NAC), la cual es una molécula altamente
reductora y precursora del glutatién, lo que potencia su actividad antioxidante.

Con base en lo observado en la practica clinica, existe una gran necesidad
de contrarrestar los efectos deletéreos de la reperfusion post isquémica del
tejido nervioso ya que, de no hacerlo, se aumenta la probabilidad de la
aparicion de déficit neurolégicos de menor o mayor grado en los pacientes.
Adicionalmente, es necesario minimizar el impacto psicosocial y econémico

de la morbilidad secundaria a la isquemia.

Por las razones antes expuestas, en este trabajo se evalla el efecto protector

de la NAC, administrada por via intra arterial durante la reperfusion post
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isquémica en un modelo murino, sobre la expresion de proteinas de choque
térmico HSP40, HSP60, HSP70 y HSP90.

12



OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar la expresion de las proteinas de choque térmico HSP40, HSP60,
HSP70 y HSP90 tras la administracion de N-acetilcisteina intrarterial en la
arteria aorta abdominal, por debajo del nacimiento de las arterias renales en
ratas Wistar, previo a la reperfusion post isquémica del tejido nervioso de la

meédula espinal.

ESPECIFICOS

1. Estandarizar la técnica abierta de isquemia medular, por oclusion de la
arteria aorta abdominal por debajo del nacimiento de las arterias
renales en ratas Wistar.

2. Estandarizar la técnica de reperfusion post isquemia medular en la
arteria  aorta abdominal, por debajo del nacimiento de las arterias
renales de ratas Wistar.

3. Estandarizar la técnica de la inyeccion directa de medicaciones en la
arteria aorta abdominal, por debajo del nacimiento de las arterias
renales de ratas Wistar.

4. Evaluar la expresion de las proteinas de choque térmico HSP40,
HSP60, HSP70 y HSP90 en médula espinal de ratas Wistar luego de
la isquemia/ reperfusion.

5. Determinar el efecto de la N-acetilcisteina intra arterial post isquémica
sobre la presencia de las proteinas de choque térmico HSP40, HSP60,
HSP70 y HSP9O0 en ratas Wistar.

6. Establecer si hay diferencia significativa entre la aplicacion pre-

reperfusion post isquémica de NAC versus Solucion Salina Normal.
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MARCO TEORICO

1.1. ISQUEMIA CEREBRAL

La isquemia se define como un proceso en el cual un tejido o parte de él
pierde la suplencia de sangre y por consiguiente de oxigeno (1). En el caso
especifico del cerebro, la isquemia se puede producir por varias causas, por
ejemplo es comun después de dafio cerebral, mal funcionamiento cardiaco y
shock. Al respecto, también se conoce que el treinta por ciento de los
pacientes con dafio cerebral tienen un episodio de hipotension sistémica
significativa (1, 2). La importancia clinica de la hipotension sistémica es
manifestada por multiples alteraciones; entre ellas, es frecuente el déficit en
la memoria en estos pacientes comparados con pacientes con dafio cerebral
gue no han sufrido hipotensién sistémica. El déficit en la memoria resulta del
dafo neuronal de la region CA1 del hipocampo y el dafio en esta area que se
observa en humanos es reproducible en un modelo animal en ratas tras

isquemia de los hemisferios cerebrales en el prosencéfalo (1, 2).

La isquemia cerebral puede causar muerte celular la cual es iniciada por
cambios que resultan directamente de la inhibicion de la fosforilacion
oxidativa (3). Adicionalmente otros cambios incluyen disminucion del pH,
disminucién de ATP, iniciacion de la produccion de radicales libres y
despolarizacion de la membrana como resultado de la disminucion de ATP

necesario para la bomba de Na-K (3).

La falta de oxigeno durante un periodo isquémico afecta el normal
funcionamiento de las células neuronales a nivel genético y bioquimico y

tales trastornos pueden llevar a la muerte celular por apoptosis. Los
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mecanismos que contribuyen a la muerte neuronal hipocampal incluyen
factores tales como la acumulacion de calcio intracelular, liberacion de
aminoacidos exitatorios, activacion de proteasas sensibles a calcio,
peroxidaciéon lipidica, generacion de radicales libres (4) y expresion de
chaperonas y proteinas de choque térmico. A pesar de la multiplicidad de
factores, hay una considerable interaccion entre ellos, y segun varios
estudios, una via comun en el dafio neuronal puede ser la produccién de
radicales libres. Por ejemplo Pellegrini-Giampietro y cols. (4) demostraron
gue la produccion y liberacion de glutamato es aumentada por radicales
libres. Adicionalmente, la naturaleza neurotoxica de las proteasas sensibles a
calcio y la peroxidacion lipidica esta relacionada con la produccion de
radicales libres (4).

1.2. REPERFUSION

Si después del periodo de isquemia focal o global se restituye el flujo
sanguineo, las neuronas son nuevamente irrigadas y una cantidad
significativa de oxigeno alcanza a estas células (5). A partir de los modelos
animales y de los estudios en humanos, se ha podido determinar que la
lesion por reperfusion es el principal factor promotor del estrés oxidativo en
las zonas de penumbra de las lesiones isquémicas, donde se encuentra
tejido cerebral viable (5, 6). Sin embargo, actualmente la reperfusion
temprana se acepta como una opcion terapéutica. Con la lesion por
reperfusion, el dafio de los vasos sanguineos cerebrales y la activacion del
proceso inflamatorio pueden producir transformacion hemorragica del tejido
infartado y edema cerebral grave (6). El dafio inducido por la reperfusién se
basa en la alteraciébn celular provocada por el periodo isquémico,
aprovechando cambios enzimaticos y metabdlicos que facilitan los
mecanismos fisiopatoldgicos de la lesion (6). Se conoce que los radicales
libres son producidos y liberados durante la reperfusion post isquémica (7).
Varias investigaciones realizadas en modelos animales de isquemia cerebral
han sugerido un papel particular de la enzima superoxido dismutasa (SOD)

en los fendmenos que acompafhan el dafio por reperfusion (7).
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1.3. PRODUCCION DE RADICALES LIBRES EN ISQUEMIA

Tras periodos de isquemia cerebral se aumenta la produccion de radicales
libres (8), los radicales libres pueden ser importantes en la muerte neuronal

después de isquemia cerebral temporal.

Los radicales libres de oxigeno u oxidantes han sido implicados en el
desarrollo de muchos desérdenes neurolégicos y disfunciones cerebrales
(8,9). Un papel de los radicales libres en el dafio cerebral parece involucrar la
reperfusion después de isquemia cerebral. Tanto en la isquemia cerebral
global como en la focal, el flujo sanguineo esta significativamente disminuido
en las regiones del cerebro que son suplidas con el oxigeno trasportado por
el vaso ocluido. La reoxigenacion durante la reperfusion provee oxigeno para
sostener la viabilidad celular y también provee oxigeno como sustrato de
numerosas reacciones de oxidacion enzimatica lo que lleva a la produccion
de oxidantes altamente reactivos (9). Adicionalmente, la restitucion del flujo
sanguineo después de la oclusion frecuentemente causa un incremento en
los niveles de oxigeno a niveles que no pueden ser utilizados por las
mitocondrias (10). Esta produccion constante de radicales libres en las
mitocondrias es contrarrestado por las enzimas superéxido dismutasa,
glutation peroxidasa y catalasa. Otros antioxidantes, incluyendo el glutation,
acido ascorbico y vitamina E estan también involucrados en la detoxificacion

de los radicales libres.

El estrés oxidativo aumenta cuando hay un desbalance entre los oxidantes y
los antioxidantes, y se asume que este balance juega un papel importante en
condiciones fisiologicas como el envejecimiento y las patologias de una gran
variedad de enfermedades (11). Entre estas se encuentran enfermedades a
nivel cardiovascular, hepatico, respiratorias (enfermedad pulmonar
obstructiva cronica, fibrosis pulmonar), renal (falla renal Terminal, nefropatia
cronica post transplante) y neurolégico (12—-18). En isquemia y reperfusion, el
cambio rapido en la presiéon parcial de oxigeno es la principal adaptacion al
estrés. El dafio por isquemial/reperfusion esta acompafiado por una

importante tasa de morbi/mortalidad y este dafio tiene que ver con factores
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inflamatorios activados por los ROS como son la activacion del factor de
trascripcion NF-kB el cual lleva a la expresiéon de TNF-a y a la generacion de

otras citoquinas pro inflamatorias (11).

Durante la reperfusion, la perturbacion de los mecanismos de defensa
antioxidante se da como resultado de la sobreproduccién de radicales de
oxigeno, inactivacion de sistemas de detoxificacion, consumo de
antioxidantes y falla en una adecuada suplencia de antioxidantes en el tejido
cerebral isquémico (9).

1.4. ANTIOXIDANTES

Las células producen radicales libres a partir del oxigeno y del nitrogeno
como resultado del metabolismo normal celular. Ya que estos radicales libres
son especies quimicas altamente oxidantes y reactivas, las células poseen
mecanismos antioxidantes de diferentes tipos. Entre las defensas
antioxidantes encontramos enzimas, vitaminas y el glutation. Las principales
enzimas con actividad antioxidante son: superoxido dismutasa (SOD),
catalasa y glutation peroxidasa. En cuanto a las vitaminas se encuentran la
vitamina C (acido ascorbico) y la vitamina E (tocoferol). El glutatién, por otro
lado es un tripéptido (L-glutamil,L-cisteinil, L-glicina) el cual contiene un grupo

sulfhidrilo (-SH) con capacidad reductora.

La prevencién de la produccion de radicales libres ha llevado a la promocién
de la supervivencia neuronal en algunos modelos animales (4). También se
ha observado que el aumento de las moléculas que atrapan los radicales
libres como las enzimas superéxido dismutasa y catalasa, mejoran la
supervivencia neuronal después de isquemia focal (19). Dentro de los
estudios en que se ha buscado una molécula antioxidante para neutralizar los
radicales libres producidos tras un periodo isquémico se encuentra el uso de
la enzima glutation peroxidasa, como una alternativa de un sistema enddgeno

barredor de radicales libres.
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En el trabajo de Dawson DA y cols (20) se encontrd que el ebseleno es un
compuesto que aumenta la actividad de la glutation peroxidasa lo que llevo a
disminucién de los radicales libres producidos, y en el trabajo de Matsui T y
cols (21), los autores encontraron que esta molécula disminuye el tamafio del
infarto cortical después de isquemia focal. Un compuesto alternativo es la N-
acetilcisteina (NAC), la cual ha sido ampliamente utilizada en clinica gracias a
sus propiedades reductoras (ver mas adelante)

1.5. PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO

Las proteinas juegan varios papeles importantes dentro de las células para lo
cual es indispensable que conserven su estructura tridimensional adecuada
para cumplir sus funciones. Cuando las proteinas se estan sintetizando en los
ribosomas otras proteinas las ayudan a plegarse en su estructura
tridimensional nativa y funcional. Estas proteinas se conocen como una gran
familia de proteinas llamadas Chaperonas. Estas chaperonas no solo
cumplen su funcion durante la sintesis de proteinas sino también en
situaciones de estrés para la célula en las cuales se puede alterar la
estructura tridimensional de las proteinas. Dentro de esta familia de
chaperonas se encuentran las chaperoninas, proteinas de choque térmico y
la familia de protein disulfuro isomerasas (PDI). Entre las situaciones de
estrés se encuentra la falta de oxigeno por un evento isquémico global o focal
y la disminucién en la suplencia de oxigeno en las células desencadena

eventos intracelulares bioquimicos y genéticos.

En el caso de isquemia cerebral, el tejido responde aumentando la expresion
de proteinas de choque térmico tanto en neuronas como en células de glia
(22).

Aunque la penumbra ha sido cldsicamente descrita sobre la base del flujo
sanguineo y parametros fisiologicos, se han descrito una variedad de

penumbras isquémicas en términos moleculares (23). Los genes
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relacionados con apoptosis que son inducidos después de isquemia cerebral
focal pueden contribuir a la muerte celular. La proteina de choque térmico
HSP70 es inducida en las células de la glia en los bordes del infarto y en las
neuronas frecuentemente a alguna distancia del sitio del infarto (23).

Las proteinas HSP70 son inducidas en las células en respuesta a la
presencia de proteinas desnaturalizadas lo cual ocurre como resultado de la
falta temporal de energia (Sharp). Adicionalmente, también se ha observado
gue el factor inducible de hipoxia (HIF) es también activado tras isquemia
focal en regiones que pueden extenderse mas alla de la induccion de HSP70.
Se ha propuesto que la region de activacion de HIF representa el &rea de
disminucién del flujo sanguineo y disminuciéon en la suplencia de oxigeno
(23). Los genes tempranos son inducidos en el cortex, hipocampo, talamo, y
otras regiones cerebrales. Estos cambios distantes en la expresion de genes
ocurren por la despolarizacién inducida por la isquemia lo que puede
contribuir a cambios en el cerebro después del trauma craneoencefalico (23).

La induccion de genes en el cerebro, particularmente después del evento
cerebrovascular, no puede ser estudiado en condiciones aisladas, esto quiere
decir que hay que tener en cuenta las bases espaciales, temporales y
celulares para conocer el cambio de la expresion genética (23). Se conoce
gue los genes inducidos después de isquemia temporal en cerebro pueden
reflejar el papel prominente de los radicales libres y el estrés oxidativo (23),
mientras que los mismos genes pueden jugar un papel menos importante en
la oclusion arterial permanente. Los genes inducidos en células inflamatorias
en el core de un infarto tienen diferentes implicaciones para los mecanismos
de dafio y terapia del evento cerebrovascular mas que los genes inducidos en
las neuronas fuera del sitio del infarto durante el mismo periodo de tiempo
(24).

Cada gen en cada célula puede variar espacial y temporalmente con varios
grados de isquemia, haciendo una representacion de una tremenda

simplificacion (Figura 1) (23).
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Figura 1. Esquema de las multiples penumbras moleculares después del evento cerebro vascular. Una zona de
muerte neuronal selectiva en los bordes del infarto. La zona de desnaturalizacion de proteinas se extiende alrededor
de esta zona y es demarcada como expresion de proteinas HSP70 en las neuronas dafiadas. El factor inducible de
hipoxia (HIF) es inducido en &reas donde el flujo sanguineo ha disminuido, a si como también la suplencia de
oxigeno. La dispersién de la isquemia induce la expresion de c-fos y muchos otros genes tempranos a la misma
distancia de la zona del infarto, incluyendo los I6bulos ipsilateral, occipital y frontal, cortex contra lateral y muchas

estructuras subcorticales (23).

La induccion de las proteinas de choque térmico (HSPs) después de la
isquemia focal y global continta siendo de interés ya que ellas son las Unicas
entre la mayoria de los genes estudiados que son especificamente inducidos
en células que responden al dafo post isquémico (23) y estos genes

protegen a las células contra un amplia variedad de dafios.

HSP70 es la principal proteina de choque térmico inducible y constitutiva y es
expresada en niveles bajos en todas las células. Cualquier dafio que
contribuya a la denaturacion de las proteinas lleva a la activacion
trascripcional de hsp70, incluyendo la isquemia, choque térmico, metales
pesados, hipoglicemia, bajo pH y estados de enfermedad (23). La presencia
de proteinas denaturadas parece ser el principal estimulo para la induccién
de hsp70 (25). La activacion trascripcional de hsp70 ocurre a través de

factores de choque térmico (HSFs). Los HSF se unen a HSP90 en las células
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normales en un estado inactivado. Ante la aparicion de proteinas
denaturadas, la proteina HSP90 se une a éstas liberando HSFs, los cuales
por medio de fosforilacion son activados y forman un trimero. Una vez han
sido activados, los HSFs se unen a proteinas de choque térmico, como

HSP70 y otros estimulando la respuesta al choque térmico (23).

Entonces la zona de induccién de HSP70 después de isquemia focal puede
ser vista como la zona de desnaturalizacion de proteinas asociado a dafio
(figura 2) (23). Ya que HSP70, en union con HSP90 y otras proteinas de
choque térmico actdan para reparar las proteinas denaturadas, la induccién
de HSP70 representa la zona de denaturacion de proteinas y la esperada
renaturacion de las mismas. Después de isquemia permanente o isquemia
focal temporal severa, el mMRNA de HSP70 no puede ser expresado en el
core de un infarto si el ATP es limitante. Sin embargo, aun en la oclusion de
un vaso que lleva a infarto MCA, el mMRNA de hsp70 puede ser expresado
dentro y fuera de la region de infarto, con la mayoria del mMRNA de hsp70

dentro de la zona del infarto (23).

Heat Shock Protein 70
Denatured Proteins Activated Heat
ISCHEMIA —> (' Gonals —‘?E: Shock Factors
PENUMBRA T

Elements

HSF70 Protein hsp70 mRNA

‘l'm Neurons in Penumbra)

Core

(hsp70 mRNA sometimes in neurons)

Figura 2. La penumbra de proteinas denaturadas. La induccion de HSP70 después de un traume craneoencefélico
delinea una regién que incluye el core (zona interna) del infarto y las regiones adyacentes donde la presencia de
proteinas denaturadas dentro de las células sefiala la induccién de hsp70. El mRNA de hsp70 puede ser detectado
en el core del infarto con isquemia focal moderada, pero puede no ser sintetizada después de oclusiones
permanentes en los vasos sanguineos donde el ATP rapidamente disminuye. El mRNA de hsp70 y la proteina son
expresados en algunas células gliales en muchas neuronas a una distancia del infarto en la penumbra definida

enteramente por la expresién de la molécula (23).

21



La proteina HSP70 es expresada principalmente en los vasos sanguineos y
algunas veces en microglia y astrocitos en areas dentro del infarto (23).
Como se explicé previamente, la expresion neuronal de HSP70 puede ser
interpretada como una penumbra molecularmente definida de denaturacion
de proteinas. La zona de denaturacion de proteinas se extiende mas alla de
de la zona de muerte neuronal, esto se conoce por los hallazgos hechos
después del evento cerebrovascular en los cuales se encontraron células
tefiidas para TUNEL (técnica para evidenciar dafio por ruptura en el DNA) en
la zona adyacente a la zona del infarto, mientras que las neuronas tefiidas
para HSP70 se encontraron e distancias mucho mayores del sitio del infarto

en los mismos cortes de cerebro (26, 27, 28).

La expresion de HSP 70 parece proteger las células contra varios tipos de
dafo. Sin embargo esta proteina no protege a las células contra la apoptosis
o dafio mas severo. De manera mas importante, la sobre expresion de
HSP70 puede proteger el corazén y el hipocampo tras un periodo de

isquemia.

HSP27: Hay muchas otras proteinas de choque térmico, por ejemplo la
proteina HSP27 es otra HSP inducible expresada en bajos niveles en la
mayoria de las células del cerebro. De manera notable, HSP27 es expresada
en altos niveles en las neuronas motoras en el tallo cerebral y médula osea.
HSP27 también es inducida dentro y fuera de las areas de infarto tras
isquemia focal en roedores (29,30), aunque su papel es claramente diferente
al de HSP70. HSP27 es expresada casi totalmente en astrocitos y puede ser
inducida por estimulos que no alternen las proteinas. Ya que la expresion de
HSP27 no parece reflejar la zona de denaturacion de proteinas, pero refleja
la regidén donde las células se encuentran en estrés en astrocitos a través de
un mecanismo no dilucidado aun (23). HSP27 puede estar asociada con
actina y otras a proteinas estructurales para proteger la glia durante el estrés

y tal vez, pueda contribuir a activar los astrocitos (23).

HSC70: es una proteina de choque térmico constitutiva encontrada en todas

las células. Esta probablemente tenga accién de chaperona sobre todas las
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proteinas. Esta proteina es modestamente inducida después de isquemia

global o focal y muchos otros tipos de dafio (23).

HSP32: (HO-1) La proteina heme oxigenasa-1 (HO-1) es un complejo, una
proteina de choque térmico inducible (también llamada HSP32) que
metaboliza el grupo heme a biliverdina, monodxido de carbono y hierro. El
sistema HO es analogo a la NOS ya que la HO-2 es la forma constitutiva de
HO de manera similar a las NOS-1 que es encontrada en las neuronas y no
es inducible. La induccién de HO-1 por choque térmico e isquemia sugiere
gue las células deben metabolizar proteinas que contengan grupos heme

durante los periodos de estrés (31).

HO-1 juega un papel importante en metabolizar los grupos heme liberados de
la hemoglobina después de la hemorragia subaracnoidea y hemorragia
intracerebral. HO-1 también es inducida después de isquemia cerebral, por

ejemplo tras isquemia focal cerebral (23).

Otra proteina de choque térmico regulada por ATP, pero también por
hormonas esteroideas, es la HSP-28, y aunque su funcion especifica se
desconoce, se postula su asociacibn con procesos de crecimiento y

diferenciacion celular (39).

Por otro lado, el proceso de plegamiento de proteinas mitocondriales
defectuosas tiene que ver con el autoensamblaje de éstas a chaperoninas
tales como la HSP-60 (GroEL), formada estructuralmente por 2 anillos y
relacionada con la HSP-10 (GroES) de estructura anular sencilla, para su
posterior desacople y restablecimiento de la forma funcional de la proteina,
luego de multiples ciclos de acople y desacople de la proteina alterada y
estas HSP. (37,39).

A estas chaperoninas se han atribuido también funciones en la replicacion del
DNA, la division celular, la secrecion de proteinas la sintesis, el acople de
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enzimas mitocondriales y el trafico y permeabilidad membranal de proteinas

desde el citoplasma hacia el exterior de la célula y viceversa. (36).

No se conoce con certeza que induce a estos tipos de HSP al ensamblaje y
autoensamblaje de proteinas, que llevan al restablecimiento de las funciones
gue les fueron conferidas a éstas, aunque estudios de ciertos investigadores
han podido comprobar que estos procesos de plegamiento y reconfiguracion
de la estructura proteica nativa, dependen del acople de las chaperonas o
chaperoninas previamente citadas a la proteina andmala a través de sus
aminoacidos hidrofébicos expuestos, mediante fuerzas termodinamicas. Al
final, la disociacion de este complejo se logra una vez la proteina ha
recuperado su configuracién funcional y asi el ATP puede fijarse a estas
HSP. (37,39,40)

Una de las chaperonas mas abundantes y con mayor actividad en fenédmenos
de crecimiento celular eucariético es la HSP-90, la cual con su forma de
bastén y estructura dimérica de cadenas a y B garantiza las funciones
reguladoras de la conformacion fosforilada y defosforilada de moléculas que
hacen parte de las vias de sefializacion intracelular, en particular de proteinas
tirosina kinasa asociadas al virus del sarcoma de Rous como la pp60src, de
receptores para hormonas esteroideas y de la sintesis de proteinas, pues
modifica la actividad del factor iniciador de la traducccion en eucariotas, elF-
2. Sin embargo, su mecanismo de accion especifico en células eucariotas no

esta aun lo suficientemente aclarado. (39)

El listado de chaperonas moleculares queda finalmente configurado por la
HSP-110, la cual incrementa su produccién al aumentar la temperatura, ya
sea en el citoplasma celular, el ntcleo o el nucledlo. Esta proteina de choque

térmico es considerada por lo tanto la mas termotolerante de las HSP (38,41)

1.6. N-ACETILCISTEINA

La N-acetilcisteina (NAC) fue introducida como un agente mucolitico para la

enfermedad crénica pulmonar hace 50 afios. Su efecto se basa en el
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rompimiento de los puentes disulfuro de las glicoproteinas de alto peso
molecular en el moco, lo que lleva a la reduccion en la viscosidad (11). Los
efectos favorables de la NAC pueden, sin embargo, extenderse mucho mas
all4 de la bronquitis cronica ya que esta molécula tiene una gama muy amplia
de propiedades las cuales pueden ser aprovechadas ampliamente en la
practica clinica. Casi todos los efectos benéficos de la NAC se relacionan con
su efecto sobre el estrés oxidativo (11). Como se menciond previamente, en
las células animales las especies reactivas de oxigeno (ROS) son generadas
como un subproducto del metabolismo normal durante la conversion de
oxigeno a agua. Los ROS tienen funciones especificas dentro de las células
como combatir los microorganismos por los macréfagos y servir como
mediadores en diferentes vias de sefializacion y expresion de genes. Pero
estas especies reactivas también pueden causar dafio a traves de la

oxidacion de macromoléculas como proteinas, lipidos y DNA (32)

El glutation (GSH) es el tiol m4s abundante en las células animales y juega
un papel central en la defensa antioxidante contra los ROS. Para la sintesis
de glutation en las células, la suplencia de cisteina es el determinante
limitante y uno de los precursores efectivos de la cisteina es su derivado
sintético N-acetilcisteina (11). La NAC puede proveer grupos sulfhidrilo (-SH)
y neutralizar radicales libres. Muchos medicamentos y venenos son
detoxificados a través de la conjugacion con GSH, la cual se provee por
administraciéon de NAC (11). Adicionalmente a su funcién antioxidante, la
NAC tiene otros mecanismos de accion, como la inhibicion de la activacion de

neutrofilos, disminucion de la adhesion microbial y vasodilatacion (11).

En el campo de la investigacion, la NAC ha sido ampliamente estudiada en
varios tipos de patologias (tabla 1) (11).
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Research subject

Results

Inflammation, infection, immunity

Endothelial cells

Vascular wall

Experimental models of
cardiovascular diseases, cardiac
surgery

Lungs

Nervous system

Castroenterology
Endocrinology/ pregnancy

Articular structures
Miscellaneous

Attenuating, alleviating, adding resistance, healing and strengthening the immune responss, including
Leishmania infection and influenza [12, 16-20]

Protection against several hazardous factors, including urban air fine particles and tobacco smoke [2, 14,
21]

Several protective effects [2, 22, 23]

Favourable effects in hypertension, in hypertensive cardiac injury, cardioprotection in ischaemia-
reperfusion injury/myocardial infarct and cardiopulmonary bypass [24-27]

Protective effect in injuries by different toxins (including tobacco smoke), in lung transplantation, in lung
reperfusion injury, attenuation of pulmonary fibrosis [2, 28-30]

Neuroprotection in transient hypoxic injury (Alzheimer-type) to cortical neurones, prevention of primary
sensory neuronal death, beneficial effects in deficits of learning and memaory and in hearing loss [31-
34]

Favourable effect in acute pancreatitis and liver injuries, inhibition of the growth of Helicobacter pylor
[2, 11, 35, 38]

Protection against complications of diabetes, insulin resistance, and cestrogen-deficiency bone loss,
restores nitric oxide-mediated effects in the fetoplacental circulation in pre-eclampsia [37—40]

Protection against various injuries [2]

Protection against acute high-dose irradiation, photoageing of human skin, decreases plasma total
homocysteine levels in healthy volunteers [41-43]

Tabla 1.N Acetil Cisteina en la investigacion. Tomada de referencia 11.

Desde hace unos afios se ha venido experimentando con la administracion
de NAC antes del evento isquémico en ratas y se ha encontrado una
disminucién de los efectos deletéreos de la reperfusion post isquémica. Por
ejemplo, en el trabajo realizado por Khan y cols. Utilizaron la NAC
administrada por via intraperitoneal antes de inducir un evento
cerebrovascular en ratas. En este estudio, los autores encontraron que los
animales que habian sido tratados con NAC presentaron una disminucion
significativa de en el area y volumen del infarto asi como una mejora en los

niveles de glutation y en la evaluacién neuroldgica.

26



2. METODOLOGIA

2.1. ANIMALES

En este trabajo se utilizaron ratas machos Wistar (Instituto Nacional de Salud)
de 200 g aproximadamente, siguiendo los protocolos establecidos. Los
animales se mantuvieron en jaulas con comida (Rodentia®) y agua ad libitum
sometidas a ciclos de luz/oscuridad de 12 horas cada uno. Se definieron
cuatro grupos de estudio y se incluyeron 6 animales dentro de cada uno de

los grupos asi:

Grupo 1: Grupo control, animales sin intervencion quirdrgica, sin
tratamiento con NAC

Grupo 2.  Animales con intervencion quirdrgica (isquemia) sin tratamiento
post isquémico

Grupo 3:  Animales con intervencion quirdrgica (isquemia) y reperfusion
post isquémica con NAC.

Grupo 4.  Animales con intervencion quirdrgica (isquemia) y reperfusion

post isquémica con solucion salina.

De cada grupo de animales se destinaron 3 animales para perfusion
intracardiaca y se realizaron cortes histologicos del tejido medular; los otros 3
animales se sacrificaron por sobredosis de anestésicos, se extrajo la médula
espinal y se congel6 inmediatamente en nitrégeno liquido. A partir de este
tejido se obtuvieron las proteinas de interés por ELISA y western blot (ver
mas adelante).
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2.2. TAMANO DE LA MUESTRA

El nimero de individuos utilizados para el presente estudio fue de 6 por

grupo, como consecuencia de la estandarizacion de la técnica

2.3. PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Los animales se anestesiaron por via intraperitoneal con ketamina (90 mg/kg)
Ixilasina (12 mg/ kg). El procedimiento se realizO0 bajo magnificacion con
microscopios quirargicos Vasconcellos® a 4 y 10 aumentos. Una vez
anestesiados, a cada rata se le afeito el abdomen y se limpio con isodine. Se
realizd una incision xifopubica por linea media atnto de la piel como del plano
muscular de la pared abdominal. La aorta abdominal se expuso después de
la apertura del retroperitoneo. La oclusion de la aorta se realizé con la
colocacién de un clip para aneurisma cerebral con una fuerza de cierre de 50-
g (Yasargil FE 693, Aesculap, Germany) en la aorta abdominal por debajo del
origen de las arterias renales, por un periodo de 45 min (32,33). La
interrupcion del flujo sanguineo se verificd por ausencia de flujo anterégrado.
Para los grupos experimentales 3 y 4, tras los 45 min de isquemia se realiz0
la perfusion con solucion salina (grupo 4) o NAC (grupo 3), y luego se retiro el
clip de aneurisma. El cierre de la herida se realiz6 con sutura absorbible de
acido poliglicélico (Vicryl® 3/0) y con monofilamento 3/0.

2.4. ADMINISTRACION DE N-ACETILCISTEINA Y DE SOLUCI ON SALINA
NORMAL.

Para el grupo 3, la dosis de NAC (Fluimucil®, Rhopson Pharmaceutics) que
se utilizé fue de 150 mg/kg, preparada en dilucion al 50% en DAD 5%, segun
recomendacion del fabricante para la administracion parenteral de NAC. Se
administré al final del periodo de isquemia de 45 min, antes de la restitucion
del flujo sanguineo medular, mediante infusion lenta controlada por puncién
directa de la arteria aorta. Al terminar la infusion del medicamento, se retir¢ el

clip de la arteria aorta para reiniciar el flujo sanguineo de la médula espinal.
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En el grupo 4, el volumen a administrar de SSN (Solucion Salina 0.9%,
Baxter) se calculd por extrapolacion de la dosis de NAC que corresponderia a
cada individuo. EI método de administracion de la SSN fue el mismo de la
NAC.

2.5. OBTENCION DEL TEJIDO DE LA MEDULA ESPINAL

A las 24 horas de la intervencion quirdrgica, los animales fueron anestesiados
con pentobarbital (100mg/kg) y se realiz6 perfusion transcardiaca con 200 ml
de Phospate Buffer Saline (PBS) (0.05mol/l) seguido por 200 ml de
Paraformaldehido al 4%. Se removié la médula espinal y fueron post fijados
en paraformaldehido toda la noche a 4 € y embebidos en parafina para
realizar los cortes en micrétomo y realizar inmunocitoquimica e

inmunofluorescencia (ver mas adelante).

2.6. DETERMINACION POR INMUNOHISTOQUIMICA E
INMUNOFLUORESCIENCIA DE LAS PROTEINAS DE CHOQUE TER MICO
HSP90, HSP70,HSP60 Y HSP40

Para detectar la presencia de las proteinas de choque térmico, se realizé la
determinacién por inmunocitoquimica. Para esto, los cortes histolégicos de 8
pum fueron desparafinados y luego se aplic6 PBS-triton al 1% por 10 min, se
retird, se lavaron los cortes y se coloco el anticuerpo monoclonal anti-HSP90,
anti-HSP70, anti-HSP60 o anti-HSP40 (Santa cruz) en dilucién 1:50, se
incubaron por una hora a 37T, se realizaron tres lavados con PBS
(Phosphate Buffer Saline) cada uno de 5 min. Se adicion6 el anticuerpo
secundario 1lgG-conjugado con peroxidasa (HRP horseradish peroxidase

Santa Cruz) en dilucién 1:3000 (Santa Cruz) para inmunocitoquimica.
Las laminas para inmunocitoquimica se revelaron utilizando como sustrato

aminoetilcarbazole 0,64 mg/ml (AEC) en buffer acetato (acetato de sodio
0,030 M-acido acético 0.012 M) y peroxido de hidrégeno al 0,36%. ElI AEC se
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prepar6 previamente a 4mg/ml en dimetilformamida; los cortes se incubaron
hasta observar células marcadas positivamente por coloracion roja. Una vez
coloreadas se colocaron en glicerol tamponado, se cubrieron con una
laminilla para evitar la deshidratacion y poder almacenar las laminas para su

posterior andlisis en el microscopio de luz.

Para fluorescencia, después de la permeabilizacion de los cortes se elimind
la fluorescencia basal con cloruro de amonio (50 mM) por 20 min. Se lavo y
se incubaron los cortes con anticuerpo primario, para inmunocitoquimica, tras
los lavados, se coloco el anticuerpo secundario (FITC-SC2024 Santa Cruz)
1:3000 por 20 min.

Las laminas para inmunofluorescencia se mantienen a -20°C protegidas de la
luz para el analisis en el microscopio de fluorescencia. Como control se
utilizaron cortes en los que no se colocé el anticuerpo primario, pero si el

secundario.

2.7. OBTENCION DE PROTEINAS DE LA MEDULA ESPINAL

Los animales anestesiados se sacrificaron y se realizé la diseccién de la
meédula espinal bajo el estereoscopio. El tejido se congel6 en nitrogeno
liquido, una vez congelado, se cortd en trozos pequefios cuidando de
mantenerlos congelados. Las muestras se conservaron en nitrégeno liquido
hasta ser procesados. Se sacaron los tubos del nitrégeno liquido uno por
uno, mientras la muestra estaba aun congelada y se colocaron en presencia
de una mezcla de detergentes, para cada médula espinal se colocd 1 ml de:
Triton 1%, DOC 0.5%, CHAPS 1%, Tween 0.2%, Nonident P-40 1%, PMSF
100 ug/mly EDTA 1mM. Se dio vortex por 5 min y se incub6 1 h a 37<C. al
cabo de ese tiempo se centrifugd a 12000 rpm 20 min, se recuperd y se
guardo el sobrenadante a 4C (primera extraccion). Al pellet, se le colocé
nuevamente el buffer anterior y se repitié todo el proceso cuatro veces con el
fin de realizar cuatro extracciones para separar los lipidos de las proteinas

del tejido.
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El pellet que quedd tras las cuatro extracciones se incubo6 con hidrocloruro de
guanidina 6M toda la noche en agitacion continua, con el fin de desnaturalizar
y precipitar las proteinas que pudieron haber quedado en el pellet. Al otro dia
se agregd 3 volimenes de acetona y se conservéd a -70C por una hora, al
cabo de ese tiempo se centrifugd a 12000 rpm por 30 min, se descarté el
sobrenadante y el pellet se resuspendio, en diferentes buffer dependiendo si
se iba a realizar ELISA o SDS-PAGE (ver més adelante)

2.8. ELISA

A partir del extracto proteico obtenido del tejido de médula espinal, se
tomaron 50 pl de este extracto y se colocaron en una placa para ELISA toda
la noche a 4°C. Al otro dia se retiraron las muestras y se lavaron tres veces
con PBS por 5 min cada lavado. Luego la placa se bloque6 con leche en
polvo descremada 5% durante una hora a 37T, se retird la leche y se lavé la
placa tres veces con PBS durante 5 min cada lavado. Luego se coloco el
anticuerpo primario: anti-HSP90, anti-HSP70, anti-HSP60 y anti-HSP40
(Santa cruz) en dilucién 1:1000, la placa se incubé por 1 h a 37C. Se lavo
tres veces con PBS (5 min cada lavado) y se coloco el anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa (Santa Cruz) 1:5000 durante una hora a 37<C. La
placa se reveldo utilizando como sustrato OPD (O-Fenilenediamina
dihidrocloruro) (Pierce) diluido en buffer peroxidasa durante 15 a 20 minutos.
El revelado se detuvo con &cido sulfurico 2,5 M y se leyo a 492 nm en un
lector de ELISA. Como control negativo se utilizaron pozos tratados con los
anticuerpos anteriormente descritos pero sin antigeno. Todos los anticuerpos

se diluyeron en PBS.
2.9. ELECTROFORESIS SDS-PAGE Y WESTERN BLOT
A partir de las proteinas obtenidas y purificadas de la médula espinal de las

ratas se realiz6 electroforesis SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 10%.

Para esto se tomaron alicuotas de las proteinas extraidas y se adiciond un
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volumen de buffer Laemli SDS 1x (0.125 M Tris-HCI (pH 6.8), 2% SDS, 10%
glicerol, 0.001% azul de bromofenol y 5% 2-mercaptoetanol correspondientes
a 10x el peso humedo de la muestra. Se dio vortex por 1 min a temperatura
ambiente. Se aseguré6 que el tejido estuviese solubilizado. Luego las

muestras se hirvieron por 5 min.

Una vez corrida la electroforesis, las proteinas se trasfirieron
electroforéticamente a una membrana PVDF a temperatura ambiente en una
camara semihumeda, durante toda la noche a 32 mA. Se retiré la membrana
de la camara. Se bloqueé con leche en polvo semi descremada al 5%
durante 1h a 37<C o toda la noche a 4C. Al otro dia se realizaron 3 lavados,
cada uno de 5 min, con PBS y se incubd con anticuerpo primario monoclonal
anti-HSP90, anti-HSP70, anti-HSP60 o anti-HSP40 (Santa cruz) en diluciéon
1:1000 por 1 h a 37<C. Luego se retird el anticuerpo primario y se realizaron 3
lavados, cada uno de 5 min, con PBS, después, se incub6 con anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa (Santa Cruz) 1:1000 y se reveld

usando como sustrato carbazole (ver arriba).

32



3. RESULTADOS

3.1. DETERMINACION DE LAS PROTEINAS DE CHOQUE TERMI CO POR
INMUNOFLUORESCENCIA E INMUNOCITOQUIMICA

Para determinar si la isquemia/reperfusion tenia algun efecto sobre la
expresion de las proteinas de choque térmico, se realizaron cortes
histologicos de las médulas espinales de tres individuos de cada uno de los
grupos experimentales. Para la inmunodeteccion se emplearon anticuerpos
especificos que reconocian las proteinas HSP90, HSP70, HSP60 y HSP40.
Inicialmente se examinaron los cortes histolégicos desparafinados. En este

caso, las células fueron negativas para los anticuerpos evaluados (Figura 3)

HSPso HSP70

HSPso HSsPao

Figura 3. Cortes histologicos desparafinados de médula espinal de rata pertenecientes al grupo experimental 2
(Isquemia) donde se muestran células negativas para los anticuerpos anti-HSP90, anti-HSP70, anti-HSP60 o anti-

HSP40 determinado por inmunofluorescencia. Aumento 100x, microscopio Vanguard.

Al desparafinar la muestra, en el cual se utilizan alcoholes como el xilol, dado
gue éste solubiliza lipidos, es de esperar que las células queden
permeabilizadas. Sin embargo queda la posibilidad de que no estén bien
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permeabilizadas y esto explicase el resultado negativo de la figura 3. Por
esta razon los cortes se incubaron con PBS + Tritdbn 1% por 10 min y se

repitié la inmunuflorescencia para las mismas proteinas.

En la Figura 4 se muestra que, a pesar del tratamiento con el detergente
Triton X-100 las células fueron negativas para los cuatro anticuerpos
evaluados en el grupo de animales denominado control negativo (G1). En el
grupo G2, isquemia/reperfusion, se encontré un 30% de células positivas
para las proteinas HSP70 y HSP60, los grupos G3 isquemia/reperfusion con
NAC presentd un 25% de células positivas, pero la fluorescencia, en
promedio es menos intensa que el grupo G2. ElI grupo G4,
isquemia/reperfusién tratado con NaCl, present6 un 30% de células
positivas. En conclusion las diferencias entre el nimero de células o la
intensidad de la fluorescencia entre los grupos de isquemia/reperfusion (G2)
y los grupos de reperfusiéon con NAC o NaCl (G3, G4), lo que explica la baja
sensibilidad del método de inmunofluorescencia para este tipo de proteinas,
ante la presencia de lipidos, a pesar de que se hicieron varios tratamientos
con detergente, probablemente influyo en el resultado .No obstante, se
observa una tendencia en nimero e intensidad de fluorescencia en el grupo
isquemia/reperfusion o isquemia/reperfusion tratado con NacCl, respecto a los

grupos isquemia/reperfusion tratado con NAC.

Figura en la pagina siguiente.
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Figura 4. Inmunofluorescencia de cortes histolégicos de médula espinal de rata pertenecientes a los cuatro grupos
experimentales (G1: control, G2: isquemia/reperfusion, G3: isquemia/reperfusion con NAC y G4:
isquemia/reperfusion con NaCl). Las muestras fueron incubadas con anticuerpos anti-HSP90, anti-HSP70, anti-
HSP60 o anti-HSP40 (1:100, Santa Cruz). Aumento 100X, microscopio VanGuard.

Se conoce que la inmunofluorescencia es un método sensible para
determinar la presencia de proteinas especificas en un tejido, pero a pesar de
la sensibilidad de este método no se detectaron de manera significativa las
proteinas de choque térmico evaluadas, ver arriba. A pesar de que la
inmunocitoquimica es un método menos sensible que la
inmunofluorescencia, se utilizd para corroborar el resultado. Adicionalmente,
se quiso determinar si hay alguna correlacion entre células positivas para las
proteinas HSP70 y HSP60 vy la fragmentacién de la cromatina, ya que se
conoce que las células que estan expuestas a estrés por isquemia aumentan
la expresion de las proteinas de estrés y éstas actian como chaperonas y
como proteinas antiapoptoéticas. Para evaluar esto, se empleo la técnica de
inmunocitoquimica, aunque es un método menos sensible que la
inmunofluorescencia, permite combinarse simultdneamente con una tincion
fluorescente como el Hoechst.
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Figura 5. Inmunocitoquimica de las proteinas HSP70 y HSP60 en cortes histolégicos de médula. A y C.
Inmunohistoquimica de las proteinas de choque térmico HSP70 y HSP60 para cada uno de los cuatro grupos
experimentales. G1: control, G2: isquemia/reperfusién, G3: isquemia/reperfusion con NAC vy G4:
isquemia/reperfusion con NaCl. B y D el mismo campo con tincién de hoescht. Aumento 100X, microscopio
VanGuard.

La figura 5 muestra que las proteinas de choque térmico evaluadas (HSP70 y
HSP60) por inmunocitoquimica, en general, son negativos para los cortes de
los cuatro tratamientos. Sin embargo los cortes isquemia/reperfusion y
isquemia/repercusion NaCl presentaron un porcentaje aproximado de 10% de
células positivas mientras que los de isquemia/reperfusion tratados con NAC
mostraron menos del 5% de células positivas para las proteinas de choque
térmico. La figura muestra que estas células positivas tienen una coloracion
con la tincion de hoescht menos intensa que otras células. Es probable que la
coloracion con EAC (sustrato de la peroxidasa) esté interfiiendo con la
adherencia de la con tincion de hoescht. Sin embargo, si existe correlacion
entre las células uniformemente tefiidas con la coloracion de hoechst y las

células negativas para peroxidasa.
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3.2. ANALISIS ELECTROFORETICO DE LA PURIFICACION DE
PROTEINAS A PARTIR DE MEDULA ESPINAL DE RATA

Debido a que el tejido nervioso posee gran cantidad de lipidos, fue necesario
estandarizar un método de extraccion y purificacion de las proteinas para
garantizar que por los métodos de ELISA y western blot se pudieran

determinar las proteinas de interés.

Cuando se utilizé solamente una extraccion con la mezcla de detergentes
(ver materiales y métodos) no se observo una separacion de las bandas
proteicas en el SDS-PAGE.

En la figura 6, se observa el corrido electroforético para los cuatro
tratamientos y se observan bandas muy tenues y distorsionadas en los
carriles 1 y 4, esto indicaba que las muestras podrian estar contaminadas,
probablemente con lipidos.

Albumina 66KDa

Ovoalbumina 45 KDa

Figura 6. Corrido electroforético de muestras proteicas obtenidas tras una extraccion con la mezcla de detergentes.
Los carriles del 1 al 4 corresponden a G1: control, G2: isquemia/reperfusion, G3: isquemia/reperfusién con NAC y

G4: isquemia/reperfusion con NaCl, respectivamente. El gel fue tefiido con azul de coomassie.

Con base a los resultados anteriores se procedio a realizar mas extracciones
con la mezcla de detergentes. El mejor resultado se obtuvo realizando cuatro

extracciones con los detergentes.

Como se describi6 en materiales y métodos, se utilizaron dos estrategias
para purificar las proteinas: la mezcla de detergentes y el hidrocloruro de
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guanidina, para verificar si existian diferencias entre estos dos tratamientos
en cuanto a la purificacién de proteinas, se realizé una electroforesis SDS-

PAGE comparandolos.

En la figura 7 se muestra que en el tratamiento con los detergentes, tras 4
extracciones, se observan bandas aunque aun no son del todo claras
(carriles 2-5). Por otro lado, en los carriles 6 y 7 se observan bandas mas
nitidas las cuales corresponden al tratamiento con hidrocloruro de guanidina.
Segun este resultado, a las muestras procesadas con los detergentes se les
adicion6 hidrocloruro de guanidina y se sigui6 el protocolo segun materiales y
métodos, con el fin de alcanzar una mayor purificacion de las proteinas. En la
figura 8 se observa que tras tratar las proteinas purificadas con los
detergentes y con hidrocloruro de guanidina se obtienen bandas mas claras

en el corrido electroforético.

Abdmina  » w

66 kDa

Ovoalbdmina-p

45 kDa —

Figura 7. Corrido electroforético de muestras proteicas obtenidas de médula espinal de rata. Carril 1: marcador de
peso molecular albimina y ovoalbimina. Carriles 2-5: proteinas extraidas tras cuatro extracciones con la mezcla de
detergentes, corresponden a G1: control, G2: isquemia/reperfusion, G3: isquemia/reperfusion con NAC y G4:
isquemia/reperfusion con NaCl, respectivamente. Los carriles 6 y 7: proteinas extraidas con hidrocloruro de

guanidina. El gel fue teflido con azul de coomassie.
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Figura 8 . Corrido electroforético de muestras proteicas obtenidas de médula espinal de rata. Carril 1: marcador de
peso molecular albumina y ovoalbimina. Carriles 2-5: proteinas extraidas tras cuatro extracciones con la mezcla de
detergentes y tratamiento con hidrocloruro de guanidina, corresponden a G1: control, G2: isquemia/reperfusién, G3:
isquemia/reperfusion con NAC y G4: isquemia/reperfusion con NaCl, respectivamente. Los carriles 6-9: proteinas
extraidas con hidrocloruro de guanidina, corresponden a los cuatro grupos experimentales (G1-G4). El gel fue tefiido

con azul de coomassie.

Una vez se comprobd que el extracto de proteinas estaba libre de moléculas
gue interfirieran con su corrido electroforético, se procediéo a calcular que
cantidad del extracto se debia correr en la electroforesis para realizar el

western blot.

En la figura 9 se observan las concentraciones evaluadas (0.05 mg/ml, 0.035
mg/ml, 0.0175 mg/ml, 0.00875 mg/ml, 0.00437 mg/ml, 0.0021 mg/ml, 0.001
mg/ml y 0.0005 mg/ml) las cuales fueron calculadas con base en la
concentracion de albamina y ovoalbumina del patrén de peso molecular.
Teniendo en cuenta este resultado, se decidio realizar las electroforesis para

western blot con un volumen de 0.05 mg/ml de extracto proteico.
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Figura 9 . Electroforesis de proteinas extraidas de médula espinal de rata. Se muestran diferentes concentraciones
del extracto. Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2 (0.05 mg/ml), carril 3 (0.035 mg/ml), carril 4 (0.0175
mg/ml), carril 5 (0.00875 mg/ml), carril 6 (0.00437 mg/ml), carril 7 (0.0021 mg/ml), carril 8 (0.001 mg/ml), carril 9

(0.0005 mg/ml). El gel fue tefiido con azul de coomassie.

3.3. DETERMINACION DE LAS PROTEINAS DE CHOQUE TERMI CO POR
WESTERN BLOT

Con el fin de determinar la presencia o cambios en la expresién de las
proteinas de choque térmico, se realizo electroforesis SDS-PAGE y western
blot.

En la figura 10 se observa que entre los cuatro grupos experimentales
existen pequefas diferencias en cuanto a la cantidad de proteina HSP70. El
grupo que corresponde a isquemia/reperfusion (G1G2, carril 2) mostré una
intensidad similar con isquemia/reperfusion tratado con NaCl (G4, carril 4).
Estos dos a su vez tienen una intensidad mayor que el grupo control el cual
estd formado por animales a los cuales se anestesiaron, se les realizé la
incision abdominal pero no se les realiz6 isquemia ni reperfusion. Es
interesante que el grupo isquemia/reperfusion tratado con NAC (G3, carril 3)
presente una intensidad menor que aquellos que solo recibieron NaCl o no
recibieron nada, aunque presenta una intensidad mayor que el grupo control.
Esto sugiere que la isquemia si aumenta la expresion de la proteina HSP70 y
gue el tratamiento con NAC disminuye la expresion de dicha proteina. Es
probable que la accion sea indirecta es decir a través de mecanismos de

oxidaciéon-reduccion.
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<—— HSP70

Figura 10. Determinacion de la proteina HSP70 por western blot. Se corrieron 0.05 mg/ml de proteinas extraidas de
médula espinal de rata por SDS-PAGE. Se realiz6 el western blot segin materiales y métodos. Carril corresponde a
grupo control, sin isquemia ni reperfusion. Carril 2 corresponde isquemia/repercusion (G1G2). Carril 3,

isquemia/reperfusion tratado con NAC (G3). Carril 4 isquemia/reperfusion tratado con NaCl (G4).

<—— HSP60

Figura 11. Determinacion de la proteina HSP60 por western blot. Se corrieron 0.05 mg/ml de proteinas extraidas de
médula espinal de rata por SDS-PAGE. Se realiz6 el western blot segiin materiales y métodos. Carril corresponde a
grupo control, sin isquemia ni reperfusion. Carril 2 corresponde isquemia/repercusion (G1G2). Carril 3,

isquemia/reperfusion tratado con NAC (G3). Carril 4 isquemia/reperfusion tratado con NaCl (G4).

En la figura 11 se observa que entre los cuatro grupos experimentales no
existen diferencias en cuanto a la cantidad de proteina HSP60. EIl grupo que
corresponde a isquemial/reperfusion (G1G2, carril 2) mostré una intensidad
menor respecto a los demas tratamientos. Sin embargo los tres tratamientos
restantes muestran intensidades similares. No tenemos explicacion adecuada
para esta disminucion, dado que se utilizé la misma muestra para la figura 8.
Esto sugiere que la isquemia no aumenta la expresion de la proteina HSP60

o por lo menos no se hace evidente por esta técnica.

3.4. DETERMINACION DE LAS PROTEINAS DE CHOQUE TERMI CO POR
ELISA

Para determinar la presencia de las proteinas de choque térmico en los
tejidos provenientes de los cuatro tratamientos, se procedié a realizar su
cuantificacion por ELISA a partir de los extractos proteicos purificados.
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En la figura 12 muestra valores de absorbancia relativamente bajas,
sugiriendo que no hay una expresion abundante de las proteinas de choque
térmico en ninguno de los cuatro tratamientos o que la proporcion de estas
proteinas es baja respecto a las demas y al aplicarlas a la placa de ELISA, la
competencia entre todas las proteinas hace que se adhieran en baja
proporcién. No se observan grandes diferencias entre las muestras de los
cuatro tratamientos. Sin embargo hubo un aumento en la expresion de la
proteina HSP70 en el grupo 2 (isquemial/reperfusion) y una disminucion
significativa de esta proteina en el tratamiento de isquemia/reperfusion con
NAC. Esto sugiere que la proteina HSP70 aumenta en el tratamiento

isquemia/repercusion y que el tratamiento con NAC atenua dicho aumento.

0,40 = HSP90 OHSP70
0,35 OHS P60 B HS P40
0,30
e 025~
o
S
g 020
S o015
0,10
0,05
0,00 - \
G1 G2 G3 G4 control (-)

Figura 12. Determinacion de las proteinas de choque térmico por ELISA. Se realiz6 ELISA directo segun materiales
y métodos. Como controles positivo y negativo de la técnica se utilizaron HSC70 recombinante humana, como
control interno de la técnica. Los grupos de tratamiento corresponden a grupo sin isquemia ni reperfusion, G1:
control. G2: isquemia/reperfusion. G3: isquemia/reperfusion tratados con NAC y G4: isquemia/reperfusion tratados

con NaCl. Se muestra el promedio + desv prom.
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3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Dado el numero reducido de individuos de este estudio, el andlisis estadistico
se plantea en forma descriptiva, teniendo en cuenta las diferencias

encontradas en cada uno de los grupos planteados.

Los resultados de este estudio muestran una tendencia del grupo 3
isquemia y reperfusion con NAC a la disminucion en la expresion de
proteinas de choque térmico HSP70, lo cual corrobora la hipotesis inicial
del estudio, basada en el efecto antioxidante en las celulas de la N-
acetilcisteina reduciendo la disponiblidad de radicales libres, la
administracion intra arterial de este compuesto en reperfusion pos isquémica
en tejido nervioso de medula espinal de ratas, genero un aumento en la
biodisponibilidad del antioxidante para su utilizacién por el tejido sometido al

estrés oxidativo;

Por otro lado se calcularon los promedios, y se grafico encontrando en la
Figura 13, diferencias significativas en cada una de las proteinas de choque

térmico.
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Figura 13. Determinacion de las proteinas de choque térmico por ELISA. Se realiz6 ELISA directo segun materiales
y métodos. Como controles positivo y negativo de la técnica se utilizaron HSC70 recombinante humana, como
control interno de la técnica. Los grupos de tratamiento corresponden a grupo sin isquemia ni reperfusion, G1:
control. G2: isquemia/reperfusion. G3: isquemia/reperfusion tratados con NAC y G4: isquemia/reperfusion tratados

con NaCl. Se muestra el promedio + desv prom ( ver capitulo 7)
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4. DISCUSION

Las proteinas de choque térmico también se conocen como proteinas de
respuesta ante mecanismos de estrés celular que incluyen deplecion de
aminoacidos, aumento de radicales libres intracelulares, aumento o
disminucién de temperaturas y demas factores que alteren el plegamiento
normal de las proteinas. La anoxia generada por disminucion de la perfusion
sanguinea es un factor de estrés que puede aumentar la presencia de
radicales libres, por esto, se espera el aumento la expresion de proteinas de
choque térmico, en un tejido determinado al disminuirse la perfusién

sanguinea.

En nuestro experimento se obstruyo la perfusién sanguinea de la arteria aorta
abdominal por debajo de las arterias renales, utilizando un clip para
aneurisma durante 45 minutos, con el cual se pretendia disminuir la

circulacion sanguinea de la médula espinal.

Al hacer los cortes histolégicos de la médula, en la figura 3 se observa que a
pesar de tratar los cortes con diferentes alcoholes para desparafinar la
muestra e incubar con anticuerpos especificos contra las proteinas de
choque térmico, no hay una buena resolucion de fluorescencia. Es conocido
gue el sistema nervioso es rico en lipidos y se sospechd una permeabilidad
parcial, es decir, que los alcoholes utilizados para desparafinar no hubiesen
permeabilizado completamente el tejido. Por esto se procedié a tratar los
cortes con Tritdbn-X 100 al 1% y se repitié la inmunofluorescencia. Como se
observa en la figura 4 los anticuerpos detectan mejor los antigenos, dado que
la inmunofluorescencia es mas intensa, en especial para HSP70, seguido de
HSP60. La proteina HSP70 es una proteina inducible y constitutiva, es decir

aumenta su expresion en casos de estrés agudo. Dado que el numero de
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células positivas para las proteinas de estrés es de 30%, significa que
probablemente el tiempo de exposicion para obstruir la perfusion no es
100% efectiva como consecuencia de la perfusién colateral de la medula
espinal. Probablemente las proteinas de choque térmico HSP70 necesitan
mas tiempo de Isquemia y o de radicales libres o agentes inductores para

sobre expresarse en mayor proporcion.

A pesar que la inmunocitoquimica es menos sensible que la
inmunofluorescencia, se procedié a realizar esta técnica dado que permite
combinarla con una técnica fluorescente como el Hoechst. Como se aprecia
en la figura 5 las células que son positivas para la inmunocitoquimica no
incorporaron el Hoechst lo cual sugiere que el sustrato empleado (carbazol)
para revelar la inmunocitoquimica esta interfiriendo con el ingreso del
Hoechst al DNA celular. Por esta razon no se puede determinar si la
sobreexpresiéon de HSP70 o HSP60, en aquellas células que se colorearon
en la inmunocitoquimica, protegen a las células de la apoptosis. A pesar de
gue el carbazol utilizado en la inmunocitoquimica no permite evidenciar
claramente la fragmentacion del DNA, se alcanza a observar hay células con
un ndcleo fragmentado. Esto sugeriria que algunas células sobre-expresan
HSP70 pero esto no impide que entren en apoptosis. Es decir seria
interesante determinar si en las células sometidas a estrés por isquemia y
reperfusion existe una correlacion entre expresion de proteinas de choque
térmico y proteccion contra apoptosis, adicionalmente, teniendo en cuenta
gue la médula espinal es un tejido complejo formado por diferentes tipos de
células, es posible que el efecto que tenga la isquemia/reperfusion sea
diferente entre las poblaciones celulares y por lo tanto exista diferencias entre
la expresion de las HSP entre células de la glia, neuronas y células
endoteliales. Se conoce que las proteinas de choque térmico son
antiapoptoticas y se sobrexpresan en condiciones de hipoxia, por ejemplo en
los tumores sélidos. Sin embargo, observamos que el numero de células que
sobre-expresan las proteinas de estrés son muy bajas en la

inmunofluorescencia.
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Otra técnica utilizada para determinar la expresion de las proteinas de estrés
fue el Western Blot. Para esto se aislaron las proteinas totales de la médula
espinal, pero uno de los inconvenientes es la gran cantidad de lipidos que
posee este tejido. Inicialmente se lisé el tejido medular empleando varios
detergentes, a concentraciones utilizadas para lisar otros tejidos, pero esto
no fue suficiente, como se evidencia en la figura 6. Por esta razon, luego de
lisar, centrifugar y retirar el sobrenadante, se repitieron las extracciones al
precipitado y luego de esto el precipitado remanente se desnaturalizd
completamente con Guanidina 6 M. Esta técnica desnaturaliza
completamente las proteinas y solo de esta manera se pudo obtener corridos
electroforéticos con bandas definidas, como se aprecia en las figuras 7 a 9.
Lo anterior sugiere que el alto contenido de lipidos y la composiciéon de los
mismos no son facilmente solubilizados por detergentes utilizados
comunmente para lisar otro tipo de células. Una vez estandarizada la
obtencién y purificacion de proteinas, para todos los tratamientos examinados
en este trabajo, se procedid a realizar el Western Blot, previa calibracion de
las concentraciones y volimenes corridos por SDS-PAGE. Como se observa
en la figura 10, la banda correspondiente a la proteina HSP70 claramente
aumenta en el grupo 2 de isquemia/reperfusion (G2) e isquemial/reperfusion
tratado con NaCl (G4), comparado con el grupo control (G1) o al grupo
isquemia/reperfusion tratado con NAC (G3). Este resultado apoya
fuertemente la idea que el tratamiento isquemia/reperfusion sobre-expresa la

proteina HSP70 y que si se trata con NAC disminuye dicha sobre-expresion.

La NAC esta compuesta por el aminoacido cisteina, el cual actia como
agente reductor y forma parte del glutation, molécula importante implicada en
los mecanismos de oxidacion - reduccion celular. Es probable que al
disminuir la irrigacion sanguinea la médula entre en hipoxia y esto aumente la
expresion de las proteinas de choque térmico como mecanismo necesario
para evitar la desnaturalizacién de proteinas debidas al aumento de radicales
libres y a un fendbmeno generalizado de oxidacién o reduccion de los
mecanismos de reduccion celular. Al suministrar NAC, este aminoacido
restablece las condiciones de reduccién por su accion como donador de

cisteina y ser precursor del glutation. Esto a su vez puede llevar a disminuir
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los niveles de expresion de las proteinas de choque térmico, dado que
disminuye la oxidacion celular y de esta manera se reduce los niveles de
proteinas desnaturalizadas.

Se conoce que HSP70 es una proteina inducible y constitutiva y es la que
primero se eleva cuando hay condiciones agudas de estrés celular, en
cambio las demas proteinas como las HSP60 y HSP90, tienen una respuesta
retardada o0 se elevan mas ante eventos crénicos y menos ante eventos
agudos, como es el caso del presente trabajo. Esto concuerda con lo
observado en la figura 11, la cual indica que HSP60 no tiene cambios
evidentes en los diferentes tratamientos. Sin embargo, HSP60 se evidencia
por inmunofluorescencia, junto con HSP70, sugiriendo que la sobreexpresion
de HSP60 es leve y solo se puede detectar mediante técnicas sensibles
como la inmunofluorescencia pero no por técnicas menos sensibles como el
Western Blot. Esta apreciacion se corrobora con la técnica de ELISA de la
figura 12, en la cual se evidencia que HSP70 esta en aumento respecto a las
demas proteinas. La técnica de ELISA es tan sensible como la
inmunofluorescencia, sin embargo en este caso HSP60 no aumenta respecto
a HSP90 o HSP40, esto se puede explicar porque la concentracion de
HSP60 no es muy alta y al aplicar la totalidad de proteina extraidas de la
médula espinal a la placa de ELISA las demas proteinas compiten y
desplazan a HSP70 impidiendo una unién adecuada al pozo de la placa de
ELISA. Es decir, la concentracion de HSP60 es baja y la cantidad de proteina
gue se adhiere a la placa es muy baja y no se puede detectar a pesar de la
sensibilidad de la técnica.

En su conjunto, los resultados del presente trabajo sugieren que al disminuir
la perfusion, e inducir anoxia, como compensacion por la disminucién de los
mecanismos de reduccién celular y posible aumento de proteinas
desnaturalizadas, la célula sobre-expresa las proteinas de choque térmico.
De estas proteinas se aumenta principalmente la de respuesta aguda, HSP70
seguido de la HSP60. No se evidenciaron cambios en la expresién de HSP90
ni HSP40. Igualmente, al administrar NAC probablemente se restablece la
capacidad reductora de la célula y de manera indirecta restaura a niveles

basales de expresion de las proteinas HSP70.
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CONCLUSIONES

Se logr6 estandarizar el método de isquemia y reperfusion medular, por
oclusion de la arteria aorta abdominal por debajo del nacimiento de las

arterias renales en ratas Wistar durante 45 minutos.

Se estandarizo la técnica para obtener y purificar las proteinas . Para esto
se aislaron las proteinas totales de la médula espinal, por su alto contenido
de lipidos que posee este tejido. Se liso el tejido medular empleando varios
detergentes, a concentraciones utilizadas para lisar otros tejidos, luego de
lisar, centrifugar y retirar el sobrenadante, se repitieron las extracciones al
precipitado y luego de esto el precipitado remanente se desnaturalizd
completamente con Guanidina 6 M. Esta técnica desnaturaliza
completamente las proteinas y solo de esta manera se pudo obtener corridos
electroforéticos con bandas definidas.

La sobre expresion de proteinas de choque térmico en respuesta al dafio de
proteinas estructurales de membrana durante la Isquemia y Reperfusién del
tejido nervioso puede ser modificada por el uso o administracion de N Acetil

Cisteina inmediatamente previa a la reperfusion.

Las proteinas de choque térmico se expresan en su mayoria durante la
isquemia. Es posible que por esta razon la administraciéon de medicamentos
antes o durante la reperfusion, no modifique en forma exagerada la presencia
de dichas proteinas. Sin embargo, los resultados del estudio sugieren que si
hay una diferencia estadisticamente significativa entre administrar y no

administrar el medicamento.
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A partir de estos resultados se pueden plantear estudios adicionales como la
administracion de la NAC al inicio del periodo isquémico comparada con la no
administracion del medicamento. Son necesarios ademas, estudios
adicionales que comparen otros esquemas y dosis de administracion de la
NAC.

En general, las posibles aplicaciones clinicas de los resultados de este
estudio representan una esperanza de disminucion de la morbilidad y de la
mortalidad asociada a la isquemia transitoria pero prolongada del tejido
nervioso, asi como del riesgo de transformacion hemorragica del tejido

isquémico tratado con trombolisis intravascular.
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