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EGTA
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GLUT-1
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Introduccion

1. ENCEFALOPATIA HEPATICA

La encefalopatia hepética (EH) es un sindrome
neurologico-psiquiatrico. Se caracteriza por alteraciones de la
conciencia y de la conducta, trastornos de la personalidad,
alteraciones  electroencefalograficas, signos  neuroldgicos
fluctuantes, acumulacion de manganeso en cerebro, aparicion
de astrocitos tipo Il de Alzheimer, manifestaciones de estrés

oxidativo y edema cerebral.

La EH puede ser aguda y reversible o cronica y
progresiva. En los casos graves puede llegar a coma irreversible
y muerte (Ferenci y col,, 2002).

Clinicamente es una grave complicacion de la cirrosis
hepatica, tanto por las serias manifestaciones clinicas, como por

las necesidades terapeuticas y su pronostico.

Numerosas hipétesis intentan explicar la patogenia de
este sindrome. Estas teorias abarcan a muchas y diversas
sustancias como responsables de la disfuncion cerebral y de las
alteraciones estructurales y/o metabdlicas que modifican la
funcion neurotransmisora como: amonio, manganeso, acido v

amino butirico y otros neurotransmisores.

Aunque, actualmente, el problema no estd resuelto, la
opinidn general es que el amonio juega un papel crucial en el

desarrollo de esta patologia (Conn y Bircher, 1994).
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La hiperamoniemia es un factor fundamental en la
patogenia de la EH. Si bien, la teoria de la neurotoxicidad del
amonio no esta del todo clara, tiene numerosos elementos a su
favor, como es que el 80% de los pacientes con EH presentan
niveles altos de amonio en sangre. Ademas, la hiperamoniemia
origina  disfuncion  cerebral tanto en animales de
experimentacion, estudiado ampliamente en el modelo de ratas
con hiperamonemia inducida por dieta rica en amonio, como en
personas con alteracién del ciclo de la urea. Por otfro lado, en el
liquido cefalorraquideo (LCR) se encuentran altos niveles de
glutamina como via de destoxicacion cerebral de amonio, que se
correlacionan adecuadamente con el grado de EH (Romero-
Goémez y col., 2004).

Hoy dia, la base del tratamiento de la EH se basa en
medidas dirigidas a evitar la formacién, y el paso a la circulacion,
de sustancias nitrogenadas intestinales, en general, y de amonio
en particular (Ferenci y col., 2002; Conn y Bircher, 1994). No
obstante no existe un tratamiento totalmente eficaz para la cura
de la EH.

En la presente tesis se ha estudiado el papel de la
hiperamoniemia sobre la actividad glutaminasa en diferentes
tejidos y el estres oxidativo, en relacion a mecanismos
fisiopatologicos y moleculares de la EH en un modelo animal
(ratas con derivacidén porto-cava). Para este trabajo se han
puesto a punto diferentes metodologias desarrolladas en

nuestro laboratorio, a partir de técnicas muy diversas que
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abarcan tecnicas de biologia molecular, protedmica, asi como

técnicas analiticas y bioguimicas clasicas.

En esta introduccion se muestra una vision global de la
EH, haciendo especial hincapie en algunos de los nuevos
conceptos en este campo, como por ejemplo, a influencia de la
hiperamonemia en diferentes tejidos y su papel en el estrés
oxidativo cerebral. También se describen los distintos modelos
animales que se utilizan actualmente para el estudic de la EH y
la toxicidad del amonio, resaltando la importancia, dentro de las
perspectivas en la quimica farmacéutica, del desarrolio de un
modelo animal éptimo para el ensayo de diferentes tratamientos.

1. 1. Nuevos conceptos en la fisiopatologia de la
Encefalopatia Hepatica

La encefalopatia hepatica es un complejo sindrome
neuropsiquiatrico que aparece en pacientes con disfuncion
hepética o grandes comunicaciones portosistémicas, que hacen
que las sustancias nitrogenadas, procedentes tanto de la
digestion intestinal como de fuentes todavia no establecidas,
alcancen el cerebro sin la depuracidn que supone su paso por el
higado y dan lugar a los signos caracteristicos de la EH. La EH
se caracteriza por alteraciones de la conciencia y de la
conducta, trastornos de la personalidad, signos neurolégicos
fluctuantes, axterisis o “temblor aleante”, y  alteraciones
electroencefalograficas caracteristicas. En los casos graves se

puede llegar a un coma irreversible y a la muerte. Como ya se
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ha indicado, la EH puede ser aguda y reversible o crénica y

progresiva.

En la Tabla-l1 se muestran los distintos tipos de EH. Se
clasifica en: tipo A: cuando acontece en pacientes con fallo
hepatico agudo; tipo B: aparece en pacientes con
comunicaciones (by-pass) porto-sistémicos y tipo C: la EH
ocurre en pacientes con cirrosis hepatica (Ferenci y col., 2002).

Tipos Nomaenclatura

A Encefalopatia en la insuficiencia hepatica
aguda grave

B Encetalopatia en pacienies con
comunicaciones  porto  sistémicas  sin
disfuncion hepatica.

C Erncefalopatia en ia cirrosis hepatica con
hipertension portal y comunicaciones porto

Categorias Subtipos

EH Episddica | Con factor precipitante
Espontanea

Recurrente

EH Persistente [Leve

Grave
Tratamiento-dependiente
EH Minima (EHM)

Tabla-l1. Clasificacion de la Encefalopatia Hepatica

Durante afios se ha aceptado que los mecanismos
patogénicos implicados en la EH del tipo A eran distintos de los
que acontecen en la EH del tipo C. Recientemente se ha

constatado que las similitudes son mas que las diferencias. Por
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ejemplo, el edema cerebral, que contribuye al cuadro clinico e
incrementa la mortalidad en el conjunto de pacientes con
encefalopatia, se consideraba exclusivo de la EH de tipo Ay se
ha confirmado que puede jugar un papel fundamental en el
desarrollo de las manifestaciones clinicas de la EH en pacientes
con cirrosis hepatica (Cérdoba y col. 2001). También, la
respuesta inflamatoria sistémica (RIS) puede ser un factor
patogenico importante en ambos tipos de EH (Muckart y
Bhagwanjee, 1997).

En algunos estudios existe una falta de correlacion entre
el grado de EH y amoniemia {venosa o arterial) y esto supuso la
consideracion de otros factores, ademas del amonio, como el
aumento del tono gabaérgico, por el incremento en el numero o
de la sensibilidad de los receptores cerebrales de
GABA/Benzodiazepinas, o bien la presencia en sangre de
sustancias semejantes a las benzodiazepinas (benzodiazepin-
like), endbgenas, de origen intestinal (Ahboucha y col., 2003).

Otra hipétesis se basa en el conocido trastorno del patrén
de aminoacidos plasmaticos que aparece en los pacientes
cirrdticos, con aumento de los aminodacidos aromaticos respecto
a los ramificados. Esto supondria el predominio de los
aminoacidos aromaticos en el paso competitivo al cerebro, con
la formacion de “falsos neurotransmisores”, que darian lugar a
los signos de la EH al desplazar a los “verdaderos” (Herneth y
col., 1998).
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Las diferentes hipdtesis de los "falsos neurotransmisores”
(octopamina, feniletanolamina), los mercaptanos, los acidos
grasos de cadena corta o el GABA producido a nivel intestinal
han ido sumando datos en contra a lo largo de los Ultimos afios,
de forma que hoy dia no se aceptan como causas patogénicas

directas en la EM.

Por ultimo, el depdsito de manganeso en los ganglios
basales es responsable de que aparezca una senal
hiperintensa en la fase T1 de la resonancia magnética cerebral y
se ha asociado al desarrollo de signos extrapiramidales en
pacientes con cirrosis hepdtica, por lo que dada su
neurotoxicidad, parece ser responsable al menos de una parte
del espectro de las manifestaciones clinicas de la EH (Spahr y
col. 2000).

Basicamente, los nuevos conceptos en la fisiopatologia
de la EH giran sobre: 1) una mayor evidencia del papel del
amonio en la fisiopatologia de la EH, 2) un mejor conocimiento
sobre el metabolismo del amonio en pacientes con cirrosis
hepatica, 3) la importancia del desarrollo de edema cerebral de
bajo grado en la EH de tipo C, 4) la implicacién del 6xido nitrico
intracerebral en la patogenia de la EH, 5) el papel de la
respuesta inflamatoria sistémica (RIS) en la patogenia de la EH
y 6} el estrés oxidativo (Norenberg y col, 2004a).

El desarrollo de EH condiciona un mal prondstico de la
enfermedad, de forma que se estima que la supervivencia se

8
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sitia en torno al 25% a los 3 anos de sufrir un episodio de EH
clinica {(Bustamante y col., 1999). Por tanto, un reconocimiento
precoz de alteraciones neuropsicologicas y su tratamiento es
fundamental para el paciente cirrético.

Desde 1978 se han publicado diferentes estudios sobre el
diagnéstico de la Encefalopatia Hepatica Minima (EHM),
considerada iniciaimente latente, posteriormente subclinica y
recientemente EHM. Se supone como la antesala para el
desarrollo de episodios de EH. La EHM se define como una
situacién en la que los pacientes con cirrosis hepatica
compensada, muestran un numero cuantificable de defectos
neurofisiolégicos, a pesar de un estado mental y neurologico
aparentemente normal en la exploracion clinica rutinaria (Gitlin
y col., 1986).

La importancia diagnostica de la EHM radica en cuatro
aspectos:

i) Una alta prevalencia que afecta entre un 25% y un 33%
de los pacientes con cirrosis hepética compensada (Das y col.,
2001).

ii) La EHM se ha relacionado con un elevado riesgo de
desarrollar EH clinica, por lo que se considera la primera
manifestacion en el espectro de alteraciones clinicas que tienen
lugar en el sindrome de la EH (Das y col,, 2001; Hartmann y
col., 2000). En un estudio prospectivo, incluyendo 63 cirréticos,
se comprobd que 5 de cada 6 pacientes que desarrollaron EH
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presentaban datos de EHM en el estudio basal (Romero-
Gémez y col., 2001). Por tanto, el estudio de la presencia de
EHM es fundamental en el manejo del paciente cirrético.

iii) La EHM deteriora la capacidad de conduccion de
vehiculos. Inicialmente se postulé que la EMM podria tener un
efecto negativo sobre la capacidad de conducir, basado en que
un 60% de cirrdticos no eran capaces de superar ias pruebas de
aptitud para la misma (Schomerus y col., 1981); sin embargo,
un estudio piloto posterior demostrd que los pacientes con EHM
no presentaban diferencias con un grupo control corregidos por
edad, sexo y profesion (Srivastava y col, 1994). Recientemente
se ha demostrado que los pacientes con EHM requieren con
mas frecuencia la intervencidén del instructor para evitar
accidentes de trafico o errores en la conduccién (36%) respecto
a pacientes sin EHM (6%) y controles (8%) (Wein y col., 2004).
Las discrepancias entre los estudios pueden ser explicadas por
el nimero de muestras, la seleccion de pacientes (incluyen
pacientes con antecedentes de EH) y la duracién del test de

conduccion (90 minutos frente a 30 minutos).

iv) Por ditimo, la EHM condiciona alteraciones en la
calidad de vida. En un estudio realizado por investigadores
holandeses se ha encontrado que cirréticos con EHM muestran
un deterioro en las funciones de la vida diaria, valoradas
mediante un cuestionario de Perfil de Impacto de la Enfermedad
(Groeneweg y col., 1998}, con mayor alteracion en las
categorias de tiempo libre, alerta, sueno/descanso, interaccion
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social, gestion del hogar, comportamiento emocional y trabajo
{Groeneweg y col., 2000). E| deterioro en la aptitud laboral
puede considerarse como el mayor impacto en la calidad de
vida, siendo especialmente importante la afectacion en
profesiones que requieren destreza manual, ya que, el deficit
especifico se aprecia en la funcidén psicomotora e inteligencia
practica con el mantenimiento de la capacidad verbal
{(Schomerus y Hamster, 2001).

1. 2. Hiperamoniemia como causa fundamental del
desarrolio de Encefalopatia Hepatica

La primera evidencia de la asociacion entre la EH y el
amonio se remonta a finales del siglo XIX (1893),
concretamente al trabajo de Hahn y colaboradores (citado por
Shawcross y Jalan, 2005) en el que se describe el "sindrome
de intoxicacion por camne” en perros. Estos investigadores
observaron el desarrollo de estupor, desorientacion y coma en
perros sometidos a derivacion porto-cava tras su alimentacion
con una comida rica en proteinas. La asociacion entre
hiperamoniemia y las alteraciones del comportamiento en
pacientes con cirrosis hepatica se descubrio posteriormente, en
fos afios 50 (Mc Demrmott y Adams, 1954; Philips y col,
1952).

Se han publicado numerosos trabajos que demuestran el
papel patogénico de la hiperamoniemia en la E. Estas

evidencias se basan en:
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a) Que la concentracion de amonio en sangre arterial
aparece frecuentemente elevada en pacientes con diferentes
grados de EH, encontrandose una correlacion entre los niveles
de amonio y la gravedad de la EH (Ong y col., 2003). La
concentracion arterial de amonic en voluntarios sanos suele ser
del orden de 40-45 pmoles/l (Clemmesen y Kondrup, 2000),
mientras que en pacientes con EH tipo C se detectan niveles del
orden de 60-80 umoles/i (Plauth y col., 2000). En algunos
estudios se ha detectado la correlacion entre los niveles de
amonio y la gravedad de la EH; pero en otros no se detecta
dicha correlacion y ademas, mas de la mitad de los pacientes
cirrgticos sin EH presentan hiperamoniemia. Estas discrepancias
pueden explicarse por dos motivos: 1°) Factores que influyen en
la detem?nacién de la amoniemia. Aunque pareceria razonable
que la amoniemia arterial reflejase de forma mas fidedigna la
concentracion de amonio toxico, se ha comprobado que la
amoniemia arterial, venosa ¢ la presion parcial de amonio,
muestran un valor de correlacion con el grado de EH similar
entre ellas, por ello, la amoniemia venosa, aunque imperfecta,
puede ser suficiente en el manejo del paciente con EH (Nicolao
y col., 2003). Por otro lado, factores como el tabaquismo, cifras
altas de GGT, el uso de diuréticos, la hipopotasemia, el pH
urinario y el pH de la sangre, junto con el tiempo que franscurre
desde la extraccion de la muestra hasta su determinacion,
pgzeden’inftuir en los resultados de la prueba (Yurdaydin, 2003).
2°} Factores que modulan la extraccién cerebral de amonio y su
neurotoxicidad. £l 11-20% (Alman y col,, 1956; Bessman y
Bradley, 1955) del amonio circulante pasa al cerebro a través
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de la barrera hematoencefalica (BHE). En controles sanos la
concentracion de amonio en cerebro suele ser el doble que en
sangre, mientras que en pacientes con cirrosis hepaética, el
cociente amonio cerebral/amonio plasmatico esta aumentado,
siendo de aproximadamente 4 veces superior el amonio cerebral
(Lockwood y col., 1991).

E! paso del amonio desde la sangre hasta el cerebro a

través de la barrera hematoencefalica depende de:

- el pH, estando aumentado en situaciones de
alcalosis (Stabenau y col., 1959),

- el flujo cerebral, de forma que si este disminuye se
produce un mayor tiempo de contacto y una mayor
difusion

- la permeabilidad de la barrera hematoencefalica
(Butterworth, 2002).

Por tanto, todos estos factores, que dependen tanto de
las condiciones en las que se realiza la determinacion de la
amoniemia como del propio individuo, pueden explicar la amplia
variabilidad de resultados descritos respecto a la relacion entre
los niveles de amonio y la gravedad de la EH tipo C.

b) En estudios neuropatolégicos se han detectado la
presencia de astrocitos Alzheimer tipo ll, tanto en cerebro de
pacientes con EH tipo C (Norenberg, 1987) como en astrocitos
en cultivo expuestos a concentraciones elevadas de amonio
{Gregorios y col., 1985). Se acepta que la hiperamoniemia
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cerebral induce cambios estructurales en el astrocito, de forma
que este adquiere la morfologia caracteristica de los astrocitos
Alzheimer tipo II; aparicién de un nlcleo palido, con nucleolo

prominente y cromatina rechazada.

c) Estudios de neuroiméagenes, como la resonancia
magnética espectroscopica, han puesto de manifiesto un
aumento de la concentracion de glutamina cerebral. La
glutamina es sintetizada en el interior de los astrositos, por
accion de la enzima glutamina-sintetasa, en el proceso de
destoxicacion del amonio. En pacientes con EH tipo C se
detecta una triada compuesta de elevacion de glutamina junto al
descenso de mioinositol y colina (Spahr y col., 2000), que surge
como resultado de la metabolizacién cerebral del amonio hacia
la sintesis de glutamina, provocando esta acumulacion una
salida de otros osmolitos como el mioinositol y la colina.

d} La hiperamoniemia parece estar implicada en la
sobrexpresion de genes, como acuoporina IV, en el aumento de
la permeabilidad de transicidén mitocondrial y en la disminucion
de la expresion de proteina glial acida fibrilar. Elementos
implicados en el desarrollo de edema cerebral. Nétese que el
edema cerebral de bajo grado se considera un signo patogénico
muy importante en la fisiopatologia de la EH.

e) Ciertos componentes de la respuesta inflamatoria
sistémica, como el factor de necrosis tumoral (TNF), vy otras
citoquinas, como IL-6, IL1a, pueden potenciar el efecto
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neurotdxico del amonio (Jalan y Kapoor, 2003). También, la
hiperamoniemia puede inducir la sintesis de oOxido nitrico
intraneuronal que a su vez puede bloquear la unica via de

destoxicacion del amonio y perpetuar el efecto toxico de éste.

e Producciéon de amonio: papel del intestino delgado y
el rindn en la hiperamoniemia
El metabolismo del amonio depende basicamente de tres
vias metabdlicas:

i) el ciclo de la urea, que permite la eliminacién de
amonio mediante la sintesis de urea (Figura-11),
i) ia sintesis de glutamina por accion de la glutamina

sinietasa,

%

ili) la desamidacion de la glutamina, por la actividad
glutaminasa (Figura-i2).

€0, ¢ps1
Urea NH,{ " Carbamil P
2ATP

. ‘\ > PG ooy 0TI ¥
Arginasa /” .
{

,

Y

4

Arginine  Arg-Succinato Orniting !
Yasa Trarscarbamilosa
Fumarato
2ATP ,
Arg-Succinato ~ Citruling e Citrulin
sirtasy
Aspartato
Citoplasma Mitocondria

Figura-11. Representacion esquematica del ciclo de la urea.
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El ion amonio (NHs") es la forma mas abundante en
situaciones basales, mientras que la forma gaseosa (amoniaco,
NH3) supone solo el 2%. La fuente principal de amonio es el
intestino delgado. Inicialmente se publicod que la mayor parte del
amonio se producia a partir del desdoblamiento de productos
nitrogenados llevado a cabo por las bacterias del colon (Wolpert
y col.,, 1970). Posteriormente se aceptd que este mecanismo
era responsable del 50% de la produccidén de amonio (Weber y
Veach, 1979); mientras que estudios recientes demuestran que
el amonio se genera basicamente en el intestino delgado y es
producido a partir de la desamidacion de la glutamina, siendo el
colon responsable del 10% - 15% del amonio generado (Olde
Damink y col., 2002).
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Figura-i2. Reacciones metabolicas implicadas en la sintesis de

glutamina y metabolismo del amonio.
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(GAP, PAG, en inglés). Esta enzima esta elevada cuatro veces
en pacientes con cirrosis hepatica en comparacién con controles
sanos (Figura-I13) y, a su vez, se relaciona con la presencia de
EHM, asi como con la concentracion intracerebral de glutamina
(Grande y col.,, 2003). Ademas, la administracion oral de
glutamina induce un fuerte incremento de la amoniemia venosa
en pacientes con cirrosis hepatica y EHM, mientras que este
aumento no se aprecia en controles sanos o en cirrdticos
después del trasplante hepatico. Los resultados de esta prueba
dependen de la funcion hepatica, del grado de comunicaciones
portosistémicas y de la actividad glutaminasa intestinal, y por
tanto, avalan la importancia de la produccidn intestinal de
amonio, independiente de la accion de las bacterias (Romero-
Goémez y col., 2002).

17
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Figura-13. Actividad glutaminasa fosfato-dependiente tipo
renal {K) en intestino delgado. Pacientes con cirrosis hepatica
{n=48) frente a controles sin hepatopatia (n=36) (medido en exiracto
de mitocondrias de biopsias endoscopicas duodenales} (Romero-
Gomez y col,, 2002).

El amonio producido en el intestino alcanza el higado por
via portal y es destoxicado mediante el ciclo de la urea, cuyas
enzimas se localizan en los hepatocitos periportales. Es la via
metabdlica mas eficaz, ya que retira mas del 80% del amonio
portal y no consume energia. En caso necesario, el amonio es
metabolizado hacia la sintesis de g¢lutamina mediante la
actividad glutamina sintetasa localizada en los hepatocitos
pericentrales (Figura-l4). En la cirrosis hepatica se ha
constatado que la capacidad de sintesis de urea disminuye
paralelamente a la disfuncion hepdtica y ademas resulta
insensible a las principales vias de estimulacion, como la
concentracion de alanina (Krahenbuhl y col., 1991). Por ello,

en esta situacion, el musculo juega un papel fundamental en la
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destoxicacién del amonio, de forma que representa una via mas
eficaz que el propio higado. Se basa en una captacion neta de
amonic para la sintesis de glutamina por la actividad glutamina
sintetasa, sin una liberacion posterior del aminoacido, de forma
que el musculo extrae la mayor parte del amonio arterial y
apenas libera glutamina, permaneciendo en el musculo como

reserva de amonio no toxico (Lockwood y col., 1979).

El rifidn posee, al igual que el intestino, actividad
glutaminasa, por lo que produce amonio derivado de la
desamidacion de la glutamina. En condiciones normales un
tercio de este amonio es eliminado por la orina, mientras que el

resto pasa a la circulacion sistémica (Figura- 14).
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Figura-l4. Representacién esquematica de la circulacion de
amonio y glutamina entre los diferentes ¢rganos implicados en su

metabolismo.
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En situaciones de hiperamoniemia y/o acidosis el cociente
se invierte, mientras que se acentua en condiciones de
hipopotasemia. La génesis de amonio renal, producida
basicamente por la desamidacion de la glutamina en el tubulo
proximal, depende de la actividad glutaminasa, de la
concentracion de glutamina en el tabulo proximal y del flujo
luminar (Good y DuBose, 1987). Ademas, el metabolismo del
amonio y la glutamina a nivel renal parece estar modulado por el
equilibrio acido-base, el flujo renal y los niveles plasmaticos de
angiotensina || (Hamm y Simon, 1990), de forma que las
alteraciones hemodinamicas del sindrome de hipertension portal
estan implicadas en la amoniagénesis renal y por ello en la

patogenia de la EH.

La hemorragia digestiva por varices eséfago-gastricas o
una situacion simulada, mediante la administracion de una
concentracion de diferentes aminoacidos sin  leucina
(aminoéacido ausente en la hemoglobina), se ha asociado a un
aumento de la produccién renal de amonio y su liberacion al
torrente circulatorio (Olde Damink y col., 2003). Por otra parte,
se ha demostrado que la reposicion de volumen en pacientes
cirréticos se acompana de una mayor excrecion renal de amonio
y un descenso de la amoniemia plasmatica (Jalan y Kapoor,
2003), lo que avalaria estd via de eliminacion como una

potencial diana terapéutica.
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« Metabolismo cerebral del amonio

l.a principal ruta del metabolismo del amonio en el
cerebro es su incorporacion al aminoacido glutamato para
formar glutamina, reaccidn catalizada por la enzima glutamina-
sintetasa, localizada exclusivamente en los astrocitos
(Norenberg y Martinez-Hernandez, 1979). Un pequefio
porcentaje de amonio es metabolizado por via de la aminacion
reductiva del 2-oxoglutarato a glutamato. En las neuronas se
detecta actividad glutaminasa, encargada de sintetizar glutamato
a partir de la glutamina (Cooper y Lai, 1987). Recientemente se
ha implicado (Waagepetersen y col, 2000) la transaminacion de
glutamato a alanina, como un importante paso en la

transferencia intracelular de amonio.

La acumulacién de amonio en el cerebro provoca una
serie de cambios neuroguimicos que son responsables de, al
menos en parte, las alteraciones neuropsiquiatricas detectadas
en la EH (Figura-I5).
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Figura-15. Interaccion entre las neuronas, astrocitos y
endotelio vascular. Glu: Glutamato. Gin: Glutamina. GS: Glutamina
sintetasa. EAATs: Receptores de glutamato. RPB: Receptor periférico
de benzodiacepinas. NMDA: Receptor de glutamato. ROS: Especies
reactivas de oxigeno. NO: Oxido nitrico.

+ Desarrollo de edema cerebral de bajo grado

La hiperamoniemia induce cambios morfolégicos en el
astrocito (astrocitos Alzheimer tipo ). Estas alteraciones
estructurales parecen ser el final de un proceso que comienza
con el edema astrocitario. De hecho, en situaciones de
hiperamoniemia, se produce un descensc en la expresion de la
proteina acida fibrilar glial, una proteina del citoesqueleto
encargada de la requlacion del volumen celular (Sobel y col.,
1981). Por otro lado, la expresidn de acuoporina IV, una proteina

a7
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de membrana que regula el movimiento de agua a traves de la
membrana celular, estd elevada en cultivos de astrocitos
sometidos a condiciones de hiperamoniemia, lo que llevaria a
una sobreexpresion en el desarrclio de edema astrocitario
(Rama-Rao y col., 2003a). Otro fendémeno que promueve la
hiperamoniemia es el aumento de la permeabilidad mitocondrial
{PM). Consiste en la apertura de un poro especifico (PTP), en la
membrana interna de la mitocondria, que permite el colapso de
los gradientes iénicos y parece que esta implicado en el inicio
del proceso de apoptosis celular (Kim y col, 2003). Aunque la
estructura proteica del poro no se conozca bien, parece gue el
receptor periférico de benzodiacepinas forma parte del poro.
Este podria ser el mecanismo por el cual se ha asociado el
consumo de benzodiacepinas con la aparicion de edema
cerebral. Este fendémeno de aumento de la permeabilidad
mitocondrial es inhibido por la ciclosporina A y favorecido por
factores que se asocian a la patogénesis de la EH como los
radicales libres, el aumento del calcio intracelular, el oxido
nitrico, el pH alcalino y la concentracion de glutamina (Rama-
Rao y col,, 2003d). La inhibicién completa de la apertura del
poro especifico de permeabilidad mitocondrial mediante
cisclosporina A evita el desarrollo de edema astrocitario (Rama-
Rao y col.,, 2003b). Por tanto, aunque estos datos se han
obtenido a partir de modelos animales con disfuncion hepética e
hiperamoniemia o en cultivos de astrocitos, la expresion de
proteina acida fibrilar glial, de acuoporina IV y de Ila
permeabilidad mitocondrial de la transicién, estan promovidos
por la hiperamoniemia y son participes en el desarrolio del
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edema astrocitario, base fundamental para el desarrollo de
edema cerebral de bajo grado. Por otra parte, situaciones de
hiponatremia, o el aumento de produccién del factor de necrosis
tumoral (TNF} se han asociado también con el desarrolio del
edema astrocitario (Haussinger y col., 2002).

En pacientes con cirrosis hepatica se ha detectado
edema cerebral de bajo grado y se ha relacionado con la
patogenia de la EH. El edema astrocitario altera el
funcionamiento del astrocito, de forma que no se desarrollan las
principales funciones de mantenimiento del medio extracelular
perineuronal, es decir, captaciéon de potasio sobrante, liberacion
de neurotransmisores y canalizacion de las sefiales
intercelulares cerebrales (Haussinger y col., 2000), lo que
conlleva una neurctransmisién defectuosa, con alteracidon del
transporte de metabolitos entre el astrocito y la neurona, y por
ultimo la disfuncion neuronal y el desarrollo de EH.

| El edema cerebral de bajo grado puede ser detectado
mediante resonancia magnética analizando la tasa de
transferencia de magnetizacion (MTR). Un descenso de sefial
de MTR se relaciona con la presencia de edema cerebral de
bajo grado y ademas con la existencia de alteraciones
neuropsicologicas (EHM) (Cérdoba y col., 2001). Este edema
de bajo grado desaparece tras el trasplante hepatico, de forma
paralela a la desaparicién de la EHM.
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El metabolismo cerebral del amonio conduce a la sintesis
y acumulacion de la glutamina en el astrocito. Ha existido una
gran controversia sobre el papel patogénico de la glutamina
intracerebral en la EH. La deteccién de altas concentraciones de
glutamina es la norma en estos pacientes. Se han encontrado
niveles elevados de glutamina en tejido cerebral, en muestras de
liquido cefalorraquideo y en la visualizacion de la resonancia
magnética nuclear espectroscopica (en ganglios basales y
corteza cerebral), de pacientes fallecidos por coma hepatico
(Butterworth, 2003); y todo ello, a pesar de la no induccion de
la glutamina sintetasa.

La glutamina es un aminoéacido osmdtico y por tanto su
acumulacién en el astrocito puede favorecer el edema
astrocitario. No obstante, el bloqueo de la sintesis de glutamina
mediante metionina-sulfoximina conduce a un control de los
niveles de glutamina cerebrales; pero no evita completamente el
desarrolio de edema cerebral (Blei y col., 1994). Ademas, el
blogueo de los receptores glutamatérgicos NMDA conduce a un
aumento de la glutamina cerebral sin que se desarrolle edema
cerebral ni sintomas de EH (Kosenko y col., 2003). Por otra
parte, el tratamiento con metoxamina-sulfoximina produce un
descenso de los niveles de glutamina al tiempo que se aprecia
un efecto beneficioso sobre la EH (Brusilow, 2002}, por lo que
se ha especulado que podria ejercer su efecto beneficioso a
través de otros efectos metabolicos, evitando el aumento de la
permeabilidad mitocondrial (Bai y col., 2001). Por tanto, parece

que la glutamina es mas una consecuencia de la
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hiperamoniemia que la causa del desarrolio de edema y de la
disfuncion astrocitaria, que puede ser explicada por las
modificaciones en la regulacion de expresidn de proteinas y
receptores debidas a la hiperamoniemia.

Recientemente se ha postulado que la entrada de
glutamina en la mitocondria permitiria su desdoblamiento a
glutamato y amonio, por accion de la glutaminasa, lo que
perpetuaria la situacién de hiperamoniemia (Rama-Rao y col.,
2003, Zieminska y col., 2000).

+ Papel del oxido nitrico

Dado que en el cerebro no se encuentran enzimas del
ciclo de la urea como la omitin-transcarbamilasa o la carbamoil-
fosfato sintetasa-l, la Unica via de destoxicacién del amonio es la
sintesis de glutamina. No obstante, v a pesar de la
hiperamoniemia, no suele detectarse activacion de la glutamina
sintetasa.

El oxido nitrico es un potente inhibidor de la actividad
glutamina  sintetasa  astrocitaria. En  situaciones de
hiperamoniemia el principal dafio cerebral tiene lugar por la
hiperestimulacion de los receptores NMDA de glutamato en la
neurona postsinaptica. Esto se constaté al demostrar que el
blogueo de estos receptores conseguia un control completo de
las alteraciones bioquimicas y manifestaciones clinicas
asociadas con la hiperamoniemia. La estimulacion de los
receptores NMDA produce la entrada de calcio en el interior de

la celula y la activacion de la calmodulina, que a su vez estimula
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la actividad oxido nitrico sintetasa neuronal, produciendo altos
niveles de oxido nitrico que difunden hasta el astrocito,
bloqueando la actividad glutamina sintetasa, mediante su
nitracion  (NO-Tyr), inhibiendo por tanto la unica via de
destoxicacion de amonio (Master y col., 1999) (Figura-I5). Esta
produccién neuronal de oxido nitrico también podria ser
responsable de las modificaciones del flujo cerebral detectado
en pacientes con EH, caracterizado por una redistribucion
cortico-subcortical (O'Carroll y col.,, 1991), asi como en el
desarrollo de edema cerebral y el consiguiente deterioro
cognitivo (Rama-Rao y col., 2002).

En pacientes con EH se ha detectado lipofucsina en el
interior de los astrocitos Alzheimer tipo 11, reflejando la existencia
de peroxidacion lipidica (Norenberg, 1981). Por otfro lado, la
formacion de radicales libres tiene lugar en astrocitos cultivados
en hiperamoniemia (Murthy y col., 2001). Por tanto, el estrés
oxidativo detectado en los astrocitos puede estar implicado en la
fisiopatologia de la EH.

« Modificacion de la expresidn de diferentes proteinas
En la EH se modifica la expresion de diferentes proteinas:

MAO-A. Su expresidn esta aumentada en pacientes con
EH. Esta enzima estd localizada en la membrana externa
mitocondrial de las neuronas monoaminérgicas y es la
encargada de metabolizar la serotonina a 5-HIAA. Un aumento
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de su actividad deteriora la neurotransmisién serotoninérgica. Se
ha especulado que esta alteracién podria ser responsable de la
alteracion del ritmo del suefio y de las modificaciones de la
conducta (Butterworth, 2001),

El receptor periférico de benzodiacepinas. Es un
complejo protéico heterodimero localizado en la membrana
externa de las mitocondrias de células no neuronales
(basicamente astrocitos). EI aumento de la densidad de
receptores se relaciona con la gravedad del deterioro cognitive
detectado en pacientes con EH. Este receptor podria estar
implicado en la patogenia de la EH por la capacidad de
aumentar el trasporte de colesterol al interior de la mitocondria,
lo que provoca la sintesis de neuroesteroides, que son potentes
estimuladores del receptor GABA-A, lo que favorece la
neuroinhibicion (Ahboucha y col., 2003). Por otro lado, juegan
un papel primordial en el mantenimiento del metabolismo
celular, al formar parte del poro de la transicion, implicado en la
regulacion de la permeabilidad mitocondrial y, por tanto, puede
estar implicado en el desarrollo de edema de bajo grado.

Receptores implicados en la neurotransmision
glutamatérgica. La neurotransmision glutamatérgica puede
modificarse intensamente por la hiperamoniemia. mediante la
modulacion de la expresion de proteinas transportadoras del
astrocito. Una infraexpresién de receptores EAAT-2 provoca un
aumento del glutamato extracelular, impidiendo su recaptacion

hacia el astrocito y, por tanto, dificultando la sintesis de
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glutamina en el interior del astrocito, lo que evita la
destoxicacion del amonio (Knecht y col., 1997).

El transportador GLYT-1. Esta proteina que transporta
glicina, un neurotransmisor neuroinhibidor, también se encuentra
infraexpresado en la EH, provocando acumulacién de glicina
extracelular y esta acumulacion de glicina en la sinapsis puede
provocar una alteracidn en la excitabilidad neuronal
(Zwingmann y col., 2002).

Receptores GLUT-1. La hiperamoniemia genera una
mayor expresion de receptores GLUT-1, encargados de
introducir glucosa en el astrocito, lo que provoca una mayor
glucolisis, con el consiguiente aumenio de la produccion de
lactato (Felipo y Butterworth, 2002; Butterworth, 2003).

¢« Respuesta inflamatoria sistémica

En pacientes con fallo hepatico fulminante y EH, la
existencia de una respuesta inflamatoria sistémica (RIS) provoca
un agravamiento rapido de la EH. La RIS tiene lugar frente a
numerosas agresiones y se caracteriza por la presencia de al
menos dos de los siguientes parametros (Muckart y
- Bhagwanjee, 1997). fiebre (>38°C) o hipotermia (<36°C),
taquicardia (> 90 spm), taquipnea (> 20 rpm), hipocapnia (< 32
mmHg) o leucocitosis (>12.000). Las citoquinas liberadas en
esta situacion pueden alcanzar el cerebro e interactuar con sus

receptores en las células endoteliales o pueden ser generadas
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en el propio astrocito. La interleuquina 1B, secretada por los
astrocitos, provoca un aumento de liberacidon de oOxido nitrico,
radicales libres y prostaglandinas, que son elementos
favorecedores de la neurotoxicidad por amonio. Por otra parte,
estas citoguinas pueden modular la neurotransmision
glutamatérgica, ya que inhiben la recaptacion astrocitaria de
glutamato, impidiendo la destoxicacion del amonio (Hu y col.,
2000). Por ultimo, citoquinas como el TNF puede modular el flujo
sanguineo cerebral, al mismo tiempo que estd implicado en la
patogenia de la EH, ya que se ha demostrado que puede inducir
edema astrocitario (Bender y col., 1992). Por todo ello, la RIS,
podria formar parte del repertorio patogénico de la EH, ya que
favoreceria la toxicidad del amonio vy ademas podria implicarse
en el desarrollc de edema cerebral de bajo grado.
Recientemente, se ha constatado que la RIS influye
directamente en la aparicidén de las manifestaciones clinicas de
la EH. En pacientes con RIS sometidos a hiperamoniemia
provocada por la ingesta de una solucién de aminoacidos similar
a la hemoglobina, (simulando una hemorragia digestiva), se
detectan manifestaciones clinicas de EH. En cambio en estos
pacientes, una vez controlado el evento infecciose y habiendo
desaparecido la RIS, la provocacion de una hiperamoniemia de
cuantia similar no se acompana de manifestaciones clinicas de
EH (Muckart y Bhagwanjee, 1997). Estos datos avalan
fuertemente el papel de la RIS en la patogenia de la EH y su
capacidad para favorecer la neurotoxicidad del amonio.
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2. HIPERAMONEMIA Y ESTRES OXIDATIVO

Como ya se ha indicado, durante el fallo hepatico, y
particularmente en la EH, grandes cantidades de amonio,
presentes en la sangre portal, escapan de los mecanismos
destoxicadores hepaticos y entran en la circulacion sistémica.
De esta forma, los niveles de amonio plasmaticos y tisulares

{especialmente en el cerebro) aumentan rapidamente.

Los mecanismos fisiopatologicos precisos subyacentes,
que conducen a las alteraciones neurolégicas observadas en la
EH, siguen sin conocerse con exactitud. Sin embargo, es de
aceptacion general que los altos niveles plasmaticos y/o
tisulares de amonio juegan un papel crucial en la fisiopatologia
de la EH (Hazell y Butterworth, 1999). A pesar del alto numero
de trabajos realizados sobre el tema, el mecanismo, mediante el
cual el amonio ejerce su accidén neurotdxica, sigue sin
conocerse de manera exacta. Entre las diferentes hipotesis
propuestas estan: 1) las alteraciones bioenergéticas, I} la
alteracion de la neurotransmision, W) el desacople
electrofisiolégico, y V) la excitotoxicidad mediada por glutamato
(Norenberg y col., 2004b). También podrian estar implicados
efectos indirectos asociados al metabolismo del amonio,
particularmente la produccion excesiva de glutamina, que puede
conducir a dafios importantes en el SNC (Rama-Rao y col,,
2005).

Diferentes trabajos publicados en los uUltimos anos

sugieren que el estrés oxidativo es un factor de gran importancia
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en la patogenia asociada a la neurotoxicidad del amonio en la
EH (Norenberg y col., 2004a). Asi, hay evidencias de oxidacion
lipidica en ratones hiperamonémicos, lo que es consistente con
la presencia de grandes cantidades de lipofucsina (lipidos
peroxidados) en células de Alzheimer tipo Il in vivo, asi como en
cultivos de astrocitos tratados con amonio (Norenberg, 1981).
Recientemente se ha publicado que el amonio es capaz de
generar radicales libres (RL) en cultivos de astrocitos (Murthy y
col., 2001). El amonio aumenta la produccién de superdxido y
disminuye la actividad de las enzimas antioxidantes: glutation
peroxidasa, superdxido dismutasa (SOD) y catalasa. También
se ha descrito un incremento de la expresion génica de la hemo-
oxigenasa-l y una disminucién de la Cu/Zn-SOD en ratas con
derivacion porto-cava (DPC) (Song y col., 2002), lo que es
totalmente consistente con un estado de estrés oxidativo.
Ademas, se ha visto que la administracidn de secuestradores de
RL ejerce un efecto beneficioso en la EH experimental y en los
estados hiperamonémicos en general (Bruck y col., 1999).

El oxido nitrico (NO) es otro RL implicado en la EH y la
hiperamonemia. Asi, se ha visto, que la actividad v expresion
génica de la nitrico-oxido-sintasa (NOS) estan incrementadas en
modelos animales de EM (Rama-Rao y col., 1997), v se han
cbservado niveles altos de NO cerebral en ratas con DPC
tratadas con infusiones de amonio (Master y col., 1999). La
nitroarginina, inhibidor de la NOS, atenua la neurotoxicidad
causada por el amonio. En este contexto, la hipbtesis de que el
estrés oxidativo y nitrosativo son elementos claves en la
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patogenia de los desordenes causados por la hiperamonemia es
cada vez mayor (Gork y col., 2003). Asi, se ha publicado que
los ligandos de los receptores periféricos de las
benzodiacepinas (RPB) inducen la nitracidn de proteinas tanto
en cultivos de astrocitos como en el cerebro de ratas in vivo
{(Jayakumar, 2002a). Algunos de estos efectos son aditivos a
los producidos por el amonio. Estos datos son, potencialmente,
de una gran importancia, ya que abren una nueva via de
investigacion en este campo. Se sabe que las bezodiacepinas
agravan los sintomas de la EH, y es posible que algunos de sus
efectos secundarios no deseables, pudieran estar mediados por
la activacion de los RPB. Estos datos son complementarios al
descubrimiento de que el amonio también aumenta la nitracion
de proteinas en cultivos de astrocitos y en el cerebro de ratas in
vivo. En parte, la accion de las benzodiacepinas esta mediada
por los RPB, unas proteinas hidrofobicas transmembranales, de
unos 18 kDa, iocalizadas en la membrana mitocondrial externa.
Los RPB, que se localizan en la mayor parte de los tejidos
periféricos (de donde toman el nombre). También se encuentran
en el cerebro donde se localizan principalmente en astrocitos v
microglia. Aunque los RPB estan implicados en numerosas
funciones, la funcidon mejor estudiada es su papel en la
regulacién de la sintesis de neuroesteroides.

El estudio de los mecanismos implicados en la EH y la
hiperamonemia, se ha realizado fundamentaimente en
astrocitos, ya que juegan un papel crucial en la patogenia de la
EH y los desordenes causados por la hiperamonemia en general
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(Norenberg, 2001). Los astrocitos son las células en las que se
metaboliza el amonio, fundamentalmente, asi como las que
soportan el dafio debido a los cambios patoldgicos tanto en la
EH crénica como aguda (Norenberg, 1981). Sin embargo en
neurcnas y otras células cerebrales no se han observado
cambios significativos o morfolégicamente consistentes.
Ademas, el tratamiento de astrocitos en cultivo con amonio
reproduce los cambios observados tanto en la EH cronica
(formandose astrocitos Alzheimer tipo-ll) como en la aguda
(hinchamiento) (Bai y col., 2001). De igual forma, las
alteraciones funcionales observadas in vivo también se
encuentran en cultivos de astrocitos tratados con amonio
(Norenberg, 2001). A este respecto es de particular relevancia
senalar )que los RPB, en el cerebro, se localizan

fundamentalmente en las células de la glia.

Una de las dianas identificadas en la nitracion de
proteinas es la glutamina sintetasa (GS), enzima clave en la
destoxicacion de amonioc en los astrocitos. Ademas, se ha visto
que, la nitracién de restos de Tyr de la GS conduce a la
inactivacién de la enzima. Sin embargo, no esta claro cual es el
impacto funcional de esta inactivacion, ya que la inhibicion de la
GS se ha asociado con una mejora (reduccion) del edema
cerebral y del hinchamiento de los astrocitos. Por lo que en
futuros estudios, probablemente, se descubran otras dianas
celulares del estrés nitrosativo, que nos permitan entender
consecuencias funcionales importantes. Una consecuencia

importante del estrés oxidativo y nitrosativo es el aumento de la
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permeabilidad mitocondrial (Bai y col., 2001), que se caracteriza
por un aumento de la permeabilidad, dependiente de Ca®*, de ia
membrana mitocondrial interna, a los solutos pequenos (iones y
moléculas < 1500 Da). Esto es debido a la apertura de un gran
poro, de permeabilidad no-selectiva, localizado en la membrana
mitocondrial interna, que conduce a la disipacidon/desaparicion
del potencial de la membrana mitocondrial interna, hinchamiento
osmotico coloidal de la matriz mitocondrial, fosforilacién
oxidativa defectuosa, cesefinterrupcion de la produccion de ATP,
y generacion de RL. Los ultimos fendmenos, ademas, conducen
a un agravamiento o empeoramiento de la PM. EI mejor
inhibidor especifico de la PM es la ciclosporina-A. Este efecto de
la ciclosporina-A es independiente de su bien conocido efecto
como inmunosupresor que estd mediado por la inhibicion de la
calcineurina. Los RBP son unos constituyentes importantes de
los poros de transicion mitocondrial, y los ligandos de los RPB
son capaces de generar RL (Jayakumar y col., 2002a) y
favorecer la permeabilidad de la transicidn mitocondrial en
cultivos de astrocitos. Estudios recientes han demostrado que el
amonio es capaz de inducir la PM en cultivos de astrocitos, pero
no en cultivos de neuronas {Bai y col., 2001). La induccién de
PM por el amonio puede bloquearse mediante el uso de
antioxidantes e inhibidores de la NOS, sugiriendo la
participacién de RL y NO en la induccién (Jayakumar y col,,
2002b). La induccién de la PM podria explicar la disfuncion
mitocondrial y la alteracion bioenergética cerebral asociadas a la
hiperamonemia (Rama Rao y col., 2001).
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Para explicar estos fendomenos se han propuesto
diferentes mecanismos, entre los que cabe destacar: 1) la
inhibicion de la a-cetoglutarato deshidrogenasa; ll) la desviacion
del glutamato hacia otras vias metabdlicas en lugar de a
glutamina (privando asi a los astrocitos de una de sus fuentes
energéticas principales); Ill) la activacion de la Na' K™-ATPasa
(contribuyendo asi a la deplecién de ATP); IV) la alteracidn de la
oxidacion del piruvato y del glutamato, y V) la alteracidn de la
lanzadera malato-aspartato. Estos descubrimientos son
totalmente consistentes con una serie de estudios que muestran
cambios morfolégicos de las mitocondrias en estados de EH y/o
hiperamonemia; principalmente el hinchamiento de la matriz
mitocondrial. Es de destacar que el NO, inductor de la PM vy
agente activamente implicado en la EH y la hiperamonemia, es
también un potente inhibidor de la cadena respiratoria
mitocondrial v de la respiracion celular,

Como ya hemos indicado, una consecuencia de la
elevacion de los niveles de amonio en el cerebro es el
incremento de la produccion de glutamina, gracias a la accién de
la enzima glutamina sintetasa (GS), proceso que, en el cerebro,
ocurre fundamentaimente en los astrocitos. Mientras que la
sintesis de glutamina, tradicionalmente, se ha visto como un
mecanismo de destoxicacion del amoniaco, este efecto,
presumiblemente beneficioso, ha comenzado a cuestionarse
recientemente, a medida que aumentan las evidencias a favor
de que algunas de las acciones daninas del amonio podrian ser

debidas a la propia glutamina mas que al amonio “per se”. A
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este respecto hay que tener en cuenta que la “metionina
sulfoximina”, un inhibidor de la GS, bloquea la PM inducida por
amonio, sugiriendo que la glutamina puede ser la responsable
de la PM inducida por amonio (Bai y col., 2001).

Mas recientemente se ha observado que la glutamina
directamente es capaz de inducir PM en cultivos de astrocitos
(Rama-Rao y col,, 2003d). Al igual que el amonio, la glutamina
es capaz de formar RL. Estos descubrimientos estan de acuerdo
con un estudio de Zieminska y colaboradores (Zieminska y col.,
2000) en el que se indica gue la glutamina provoca el
hinchamiento de las mitocondrias (una medida de la PM). La
glutamina también se ha relacionado con el hinchamiento
cerebral (edema) y de astrocitos observados en el fallo hepatico
fulminante. Se ha propuesto que la acumulacion de glutamina
por los astrocitos provoca un aumento de la presidn osmatica
gue, como consecuencia, provoca el hinchamients. Como ya
hemos indicado, la glutamina puede inducir PM, asi como
generar RL. Ademas, estudios preliminares han demostrado que
la ciclosporina-A y los antioxidantes son capaces de bloguear el
hinchamiento de los astrocitos inducido por amonio. Esto
sugiere que la PM y/o los RL (incluido el NO) pueden constituir
elementos esenciales a través de los cuales la glutamina induce
el hinchamiento de los astrocitos y quizas el edema asociado al
fallo hepatico fulminante.

Considerando que los trabajos anteriormente citados
indican que el amonio puede inducir una produccién excesiva de
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RL, consecuentemente puede afectar la funcion mitocondrial.
Sin embargo, la mayor parte de los estudios citados se han
realizado in vitro, en cullivos de astrocitos. Estos estudios
pueden ayudar a identificar el sitio celular evitando tanto las
complicaciones resultantes de las interacciones inter-6rganos e
inter-células que tienen lugar en los estudios in vivo, o de otros
factores téxico-protectivos producidos en el organismo en
respuesta al dafo hepatico. Las respuestas de las células in vivo
en contraposicion a las respuestas in vitro estan gobernadas
por un conjunto muy complejo de diversas interacciones entre
células vecinas y otros componentes exiracelulares que estan
gobernadas en gran parte por su accesibilidad y concentracion.

3. GLUTAMINASAS

Bajo la denominacion de glutaminasa (L-glutamina
amidohidrolasa; EC 3.5.1.2) se engloba una serie de isoenzimas
que catalizan la siguiente reaccion:

Glutamina + H,0 — Glutamato + NH,"

Se han descrito dos tipos de glutaminasa: Glutaminasa
fosfato dependiente (GAP) y Glutaminasa independiente de
fosfato.

Glutaminasa fosfato dependiente (GAP)
Requiere la presencia de fosfato para desarrollar su
actividad catalitica. La localizacion tisular es fundamentalmente

en higado, rifién, intestino y cerebro. En general, la GAP
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presenta in vitro un pH éptimo alcalino entre 7,7 y 9, segun la
fuente natural de obtencion. Su localizacion celular es la cara

externa de la membrana mitocondrial interna.

Actualmente se han descrito varios tipos de GAP
{Curthoys y Watford, 1995), si bien los dos tipos
fundamentales son la forma L y K, que presentan importantes
diferencias en cuanto a sus requerimientos de activador, a sus
caracteristicas cinéticas y a sus propiedades reguladoras:

GAP hepatica (forma L)

- Localizacion tisular:  hasta fecha reciente se
consideraba una enzima exclusivamente hepatica, si
bien en la actualidad se ha descrito su localizacion en
ofros tejidos (Olalla y col., 2002),

- Km para el fosfato = 20-30 Mm

- Estructura: Dimero (PM = 330 KDa)

- Inhibida por Glutamato y reactivos bloqueantes de
grupos sulfhidrilos

- Activada por fosfato, borato, acetil-CoA y algunos acil-
CoA. In vivo se estimula en situacion de acidosis
metabdlica (Nissim, 1999; Szweda y Atkinson,
1990).

GAP extrahepdtica o renal (forma K)
- Localizacion tisular: ampliamente distribuida por los
tejidos que utilizan glutamina: rifién, cerebro,
enterocito, efc.

- Km para el fosfato = 5 mM
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- Estructura: Heterotetramero compuesto de 3 péptidos
de 66-KDa y uno de 68-KDa (6) (PM = 266 KDa)

- Inhibida en acidosis.

- Activada por fosfato y NHy". Su actividad se estimula
por glucagén y todas las situaciones que conlleven
elevados niveles de glucagoén, tales como diabetes
mellitus, adrenalina y en situacion de alcalosis
metabdlica (Roberg y col., 2000).

Otras isoformas de la GAP

En la actualidad se conocen al menos 3 isoformas no
hepaticas que se producen a partir de un mismo gen por
“splicing” de ARNm. Estas tres isoformas han sido descritas
recientemente por Labow y col., (Labow y col, 2001). La
primera de estas isoformas se ha denominado como hKGA y
coincide practicamente con la clasica isoforma de rindn (GAP
tipo K). La segunda se denominé hGAC y presenta una
secuencia idéntica a la de la hKGA en el extremo amino-
terminal, pero con un extremo carboxilo-terminal original. A partir
del aminodcido 550 las secuencias divergen y la hGAC muestra
una cadena de 48 aminoéacidos de longitud que no presenta
homologias con la cadena de 113 aminoacidos que presenta la
hKGA en su extremo carboxilo-terminal. Al tiempo que se
desarrollaba este trabajo en el laboratorio del Dr. Steve F.
Abcouwer {Imbert y col., 1996, Elgadi y col., 1999) aislaron
otra nueva isoforma que se ha denominado hGAM. Esta
isoforma tiene una secuencia aminoacidica de 169 aminoacidos
identicos a la secuencia tanto de la hKGA como de la hGAC
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hasta el residuo 161 y finaliza con un extremo carboxilo-terminal
diferente y original. La distribucion de estas tres isoformas se ha
estudiado mediante analisis por Northern blot (Elgadi y col,,
1999). La hKGA se expresa predominantemente en cerebro y
rifdn; la hGAC en musculo cardiaco, pancreas, placenta, rinon y
pulmén; y la hGAM sdlo en musculo cardiaco y esquelético.

Ninguna de estas isoformas se ha detectado en higado.

No se conoce la importancia que tendra el hecho de que
solo la isoforma hGAC contiene una region en el extremo 3
denominada secuencia del elemenio de respuesta a pH (le
confiere estabilizacion en condiciones acidicas) descritas por
Laterza y Curthoys para la clasica isoforma de rifién (Laterza y
Curthoys, 2000). Ni la hKGA ni la hGAM contienen estos
elementos. Dicha region de la hGAC contiene 2 secuencias con
8 bases (UUUAAAUA) que coinciden con la primera mitad de
este elemento y otras 2 secuencias separadas de 8 bases
(UUAAAAUA) que se corresponden con la segunda mitad de
este elemento. Los resultados del laboratorio del Dr. Curthoys
sugieren que una secuencia media de 8 bases pbdria ser
suficiente para la funcién de respuesta al pH. La presencia de
elementos de respuesta a pH en la isoforma hGAC junto con su
ausencia en las isoformas hKGA y hGAM sugiere que sea un
mecanismo a nivel de ARNm el que regule la sobre-regulacion

de la enzima en condiciones de acidosis en rifdn.

En resumen podemos decir que la GAP es una enzima
ampliamente estudiada en los principales érganos metabdlicos
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(corazdn, higado, rindn...) si bien los estudios realizados sobre
la regulacidn y expresion de esta enzima a nivel intestinal son
escasos.

La estructura proteica de la enzima L-glutamina
aminohidrolasa (EC 3.5.1.2) no ha sido introducida todavia en el
servidor del "Protein Data Bank” (PDB)
pero se pueden hacer predicciones aproximadas mediante

.

ttp:/iwww rcsb org/pdb/

modelos informaticos y por semejanza con proteinas de la
misma familia. Probablemente posea una estructura globular en
general pero parece tener dos brazos cortos que se extienden
desde un mismo punto. La enzima estd formada por dos
cadenas con dos dominios por cadena. Cada uno consiste en un
plegamiento o3 de ires capas en el que la hebra @ se
encuentra entre las dos hélices o. La enzima esta formada por
23 hélices y 24 hojas B aproximadamente y la topologia es la de
un plegamiento Rossman. La estructura que se muestra a
continuacion (Figura-16) representa una aproximacidon a la
estructura tridimensional que se cree mas probable para esta
proteina y ha sido obtenida a travées del servidor

hitp/fus sxpasy.org/sprot/ del Institute Suizo de Bioinformatica.
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Figura-16.  Estructura tridimensional de la GAP

Distribucion de la GAP en el tracto gastrointestinal

James y colaboradores estudiaron la distribucion de dicha
enzima a lo largo del fracto digestivo, y concluyeron que la
mayor actividad glutaminasa se localiza en la mucosa del
intestino delgado (James y col., 1998; James y col., 1988), la
cual supone mas del 80% de la actividad total del tracto
gastrointestinal.

Glutaminasa independiente de fosfato, y estimulada por
malato

Esta enzima se encuentra, fundamentalmente, en higado
y rindn y su localizacién es citoplasmatica. Su actividad
representa tan solo un pequefio porcentaje de la actividad

glutaminasa total de dichos tejidos, por lo que generalmente su
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cuantificacion se desprecia frente a la GAP (Curthoys y
Kuhlenschmidt, 1975).

4. MODELOS ANIMALES EN EL ESTUDIO DE LA EH

La disponibilidad de un modelo animal tiene gran
importancia en el estudio de los mecanismos de la enfermedad y
para poder testar posibles terapias. Actualmente existen varios
modelos para el estudio de enfermedades hepaticas aunque
permanecen todavia lejos de ser un modelo animal de
enfermedad hepatica cronica con EH y con anormalidades en el
metabelismo del nitrégeno o cambios en el compoertamiento
tipicos en la EH, como sucede en el hombre. Los diferentes
problemas asociades a los modelos experimentales han llevado
a los investigadores a desarrollar sus propios, a veces Unicos,
modelos experimentales, lo que dificulta la comparacién entre
los resultados de los estudios realizados por cada uno de ellos
{(Mullen y McCullough, 1989).

Los modelos animales para mimetizar la EH mas
extendidos son: la cirrosis hepatica inducida por tetracloruro de
carbono (CCly) en la rata y el “shunt” portocava o derivacion
porto cava (DPC) en la misma especie. En relacion con la EH,
sin embargo, la cirrosis inducida por el CCly en ratas, parece
desarrollar escasos cambios del comportamiento tipicos a pesar
de originar una cirrosis avanzada y descompensada, y constituir,
en teoria, un buen modelo para la EH tipo C. En contraposicion,

la DPC se relaciona claramente con un evidente, aunque sutil,
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conjunto de cambios del comportamiento. Aungue en el modelo
de anastomosis se mimetiza la situacién inducida en la cirrosis
por circulacién colateral 0 comunicaciones portosistémicas, y
suele presentar el inconveniente de la ausencia de dafo
hepatocelular, esta aparente deficiencia se ha ido paliando
gracias a los mas recientes avances en las sucesivas mejoras
en la deteccion de los citados cambios y, de manera destacada,
la reversibilidad de los sintomas asociada con la administracion
de neomicina o dietas de bajo contenido protéico (Mullen y col.,
1994).

Ademas, recientemente, miembros de la RED Nacional
de Encefalopatia, al que pertenecemos, los grupos de los Dres.
Vicente Felipo (Centro de Investigacion Principe Felipe de
Valencia) y Rodrigo Jover (Hospital General Universitario de
Alicante) han validado un modelo en rata de EH, que consiste en
la ligadura del conducto biliar (usado como modelo de cirrosis)
unido a un factor precipitante de EH (dieta rica en amonio)
(Jover y col., 2006).

Un modelo ideal de EH generalizada en enfermedad
hepatica cronica deberia tener cirrosis hepatica unida a un factor
desencadenante de EH, también mostrar las caracteristicas
neuropatolégicas desencadenantes de la EH, las alteraciones
neuroquimicas en las principales vias metabdlicas inherentes a
esas complicaciones de la cirrosis y el edema cerebral de bajo
grado. A pesar de no tener dafio hepatocelular, el modelo de
derivacion porto-cava en ratas es el mas ampliamente aceptado
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como modelo de EH. En él hemos estudiado el edema de bajo
grado, con el fin de estudiar en el modelo lo que sucede en las
personas con EHM, susceptibles de desarrollar EH y tener una
referencia para probar en un futuro posibles terapias.

Dada que la principal toxina implicada en la EH es el
amonio y que la EH tipo C (episddica, persistente 0 minima) es
la mas frecuente, existen actualmente buenos modelos animales
para el estudio de la encefalopatia en fallo hepdtico agudo.
También hay un modelo especifico en la EH tipo B, el modelo
de anastomosis porto-cava, que podria ser buen modelo para
mimetizar la EHM, lo que mostraremos en esta tesis.

El modelo de ratas con DPC es & mas ampliamente
usado en el estudio de la EH, por ello es el que hemos elegido
para los estudios realizados en el presente trabajo. Este modelo
se basa en la realizacién de una derivacidn porto-sistémica
{end-to-side anastomosis porto-cava) que mimetiza la situacion
inducida en la cirrosis por la circulacidn colateral. En este
sentido la DPC es un claro modelo de EH tipo B (animales sin
dano hepatocelular). Numerosas de las caracteristicas de este
modelo tienen una amplia variabilidad a través de diferentes
estudios {(Chamuleau, 1996). Por ejemplo, la dependencia del
género ha sido descrita en algunos articulos (solamente las
ratas macho muestran un descenso en el crecimiento y una
espontanea actividad motora después de la DPC)
(Conjeevaram y col., 1994a); pero no confirmada en otros
(Isteindl y col., 1995). En nuestros estudios hemos uti%izadc}‘
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siempre ratas macho. Parte de esta variabilidad puede ser
atribuida a diferencias en gradientes de presién porto-cava
debido a diferentes técnicas quirdrgicas o a la experiencia
personal {Coy y col., 1991). La técnica utilizada en esta tesis
siempre ha sido llevada a cabo por el mismo cirujano, mediante
microcirugia. Los cerebros de este modelo no muestran células
tipo il de Alzheimer (Pilbeam y col, 1983a) y segin unos
estudios no se ha aumentado el contenido en agua cerebral
(Pilbeam y col., 1983b), aunque en la presente investigacion
hemos observado que si se pueden ver afectados canales de
paso de agua a nivel de expresion. Sin embargo, como hemos
indicado, fas ratas con DPC han mostrado consistentemente
anormalidades neurolégicas en el comportamiento (Bengtsson
y col, 1986; Tricklebank y col, 1978). Numerosas
observaciones han sugerido que el modelo de DPC es
apropiado como equivalente a la EHM humana, como una sobre
expresion de signos clinicos de la encefalopatia, si bien, los
cambios en el electroencefalograma y potenciales evocados
parecen estar ausentes (Chamuleau, 1996).

Un modelo de hiperamonemia podemos decir que
consiste en la induccién de hiperamonemia en animales sin
enfermedad hepatica o sin derivacion porto-cava. En los
modelos animales mas simples de hiperamonemia a los
animales se les alimenta con una dieta suplementada con
acetato amonico (Azori y col., 1989). El amonio también puede
ser administrado parenteralmente (Ferenci y col., 1982) o
inducido por tratamiento con ureasa (Prior y Visek, 1972), pero
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no puede hacerse el estudio durante largos periodos de

consumao,

Comparado con el modelo de DPC el modelo de
hiperamoniemia es mas sencillo, en el sentido de no requerir
una microcirugia compleja como es la realizacion de la
anastomosis, y este modelo es mejor tolerado por el animal, con
menores efectos colaterales que animaies con DPC (tras la
realizacién de DPC puede producirse fallecimientos, segun
datos de la bibliografia y propios (del orden del 10-18%). Sin
embargo, es un modelo que carece de fallo hepatico y ademas
de derivaciones porto-sistémicas, por eso no ha sido nuestro
modelo de eleccion. Este es un modelo muy completo para
estudiar los efectos de una exposicién con amonio en el cerebro
como toxico, a niveles en los que no se producen en el ser
humano. Este modelo ha sido utilizado para el estudio a nivel
molecular de procesos implicados en la EH como la via del GMP
ciclico del dxido nitrico- glutamato (Hermenegildo y col., 1998),
y las consecuentes alteraciones cognitivas. Las ratas en este
modelo con exposidn pre o neonatal al amonio presentan un

menor aprendizaje (Aguilar y col., 2000).

Otro modelo para el estudio de la EH y la hiperamoniemia
es el modelo de la ligadura del conducto biliar. Una obstruccion
en el conducto biliar comun induce muy reproduciblemente
cirrosis biliar en ratas. Los animales con ligadura del conducto
biliar (LCB) tienen fallo hepatico. Estos animales desarrollan
ictericia, hipertensiéon portal (Kountouras y col., 1984)
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comunicacion porto-sistémica (Dunn y col., 1991), traslocacion
bacteriana y disfuncion del sistema inmune (Roughneen y col.,
1986; Greve y col., 1990). No obstante, las ratas con LCB no
tienen tendencia a desarrollar EH, a pesar de que los niveles de
amonio podrian estar incrementados (Weisdorf y col., 1990;
Huang y col., 2004).

Aungue los animales con este modelo muestran una
disminucion de las actividades motoras y déficit de la memoria
espacial, como sabemos que la principal toxina en la EH es el
amonio, descartamos este modelo y elegimos el modelo de
DPC. Se estan desarrollado diferentes aproximaciones para
inducir EH en ratas cirréticas con LCB. Se ha desarrollado un
modelo cronico de EH combinando LCB con comunicaciones
porto-sistémicas inducidas por la ligadura portal, pero este
modelo no ha sido utilizado de forma general desde su
descripcion. No obstante, recientemente se ha descrito un
- modelo que combina LCB e hiperamonemia inducida por la dieta
(Jover y col, 2006). La combinacion de la LCB y la
hiperamonemia causan un incremento en los niveles de amonio
en sangre y cerebro, y reproduce, segun el grupo del Dr. Felipo,
las alteraciones en la regulacion de la guanilato-ciclasa soluble
por NO encontrado en el cortex cerebral y en el cerebelo de
pacientes cirréticos (Rodrigo y col., 2005), mientras que en el
modelo LCB o el de hiperamonemia reproducen los efectos en el
cerebelo pero no en el cortex cerebral. Estudios posteriores
podrian clarificar el papel de este prometedor modelo en el
estudio de la EH crénica.
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» Modelo de derivacién o anastomosis porto-cava

Las primeras derivaciones portales, es decir, la puesta en
comunicacién directa del sistema porta con el sistema cava,
cortocircuitando mas o menos completamente el aporte
sanguineo al higado, fueron realizadas en 1877 en perros por
Nikolai Vladimirovich Eck (Child, 1953). Esta técnica fue poco
conocida y usada hasta que en 1845 que unos estudios de
Whipple y Blakemore especificaron los efectos de la intervencion
sobre la hipertension portal (Whipple, 1945; Blakemore, 1955).
Rapidamente se extendid el uso de esta cirugia, dada la eficacia
comprobada en la prevencion de las recidivas hemorragicas por
ruptura de varices, si bien después su uso disminuyd ftras
comprobar sus consecuencias inmediatas: el agravamiento de la
insuficiencia hepatocelular previa y la aparicién de alteraciones
neuropsiquiatricas.

Simultaneamente con estos estudios clinicos se
desarrollaron otros en el terreno experimental, que intentaron
explicar el fenémeno desde un punto de vista fisiopatologico.
Los primeros, realizados en ratas, datan de 1946, cuando
Whitaker practicaba un método en dos tiempos iniciado por la
ligadura de la cava, seguido por la confeccion de una fistula
porto-cava mediante un punto de salida y entrada entre las dos
paredes venosas y finalizado por la ligadura de la porta 4 dias
mas tarde (Whitaker, 1946). En la misma época, Reinhard y
Bazell propusieron una técnica de anastomosis porto-renal que

precisaba de una nefrectomia y de la interposicién de un tubo de
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vidrio (Reinhard y Bazel, 1946), si bien era un acortamiento del
“shunt” con polivinilo entre las venas iliaca y porta descrito por
Berstein y Cheicker durante la hepatectomia para evitar la
hipertension portal (Berstein y Cheicker, 1959). Todas estas
técnicas resultaron poco satisfactorias por la enorme mortalidad
operatoria que las acompafiaba, la gran tasa de frombosis de los

“shunt’ y la escasa reproducibilidad de los resultados obtenidos.

Lee y Fisher (Lee y Fisher, 1961) en 1961 y Bismuth en
1962 (Bismuth y col.,, 1963) describieron una técnica de
anastomosis porto-cava directa, fiable y reproducible, realizada
por microsutura vascular, que aun hoy en dia continua vigente
debido a sus buenos resultados y a su reproducibilidad por los
diferentes grupos de investigacion. Sin embargo, no es
despreciable la dificultad técnica que se le asocia, por lo que
han existido intentos ulteriores de simplificarla. Funovics
(Funovics y col.,, 1974) describié en 1974 una técnica de
anastomosis mediada por un tubo de tefldon que pretendia evitar
la sutura directa y Jerkins (Jerkins y Steele, 1988) en 1988 ofra
en la que la union entre las venas cava y porta se realizaba
mediante adhesivo de cianoacrilato, siempre con la intencién de
facilitar la manipulacién microguirtrgica de los vasos y con ello,
la técnica. Sin embargo, estudios posteriores que comparaban
estos tipos de “shun{’ alternativos con el descrito por Lee y
Bismuth concluyeron que los gradientes de presiones entre los
sistemas porta y cava eran menores tras los “shunt” quirargicos.
Esto sugeriria que las anastomosis microquirtigicas mantienen

una tasa de viabilidad a largo plazo mayor que los “shunt’
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alternativos, que presentarian mayores gradientes por su mayor
tendencia a estenosarse en el postoperatorio. Asi se explicaria
la variabilidad de los resultados que se habian descrito
previamente en frabajos que ulilizaban dichas técnicas
quirtrgicas alternativas (Coy y col., 1991).

En 1983 Numata describié una modificacién de la técnica
que la hace mas facil y reproducible y contribuye a minimizar el
tiempo operatorio, vital en la viabilidad del animal después de la
intervencion (Numata, 1983). La técnica se basa en una
anastomosis microquirtrgica veno-venosa laterc-lateral entre la
porta y la cava de la rata, que permite un mayor calibre de
“shunt” que la anastomosis término-lateral de Lee y Bismuth,
con una tasa de estenosis a largo plazo tedricamente menor.
Ademas permite su utilizacién bien como anastomosis latero-
lateral, en funcidn de que la dejemos como quede tras la
realizacién del “shunt” quirGrgico, o bien prosigamos a término-
lateral, si hgamos y seccionamos la vena porta en sentido
proximal inmediatamente después de realizar la anastomosis, 10
que permitiria aplicarla a estudios experimentales diferentes en

funcion de los intereses.

5. PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS

La hiperamoniemia, derivada de un aumento de la
produccion intestinal y renal, junto a un descenso de la
eliminacion hepatica y la saturacion de la eliminacion muscular,
es la responsable de la EH. Los factores que regulan la
extraccion cerebral de amonio, el desarrolio de edema cerebral
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de bajo grado, asi como las alteraciones hemodinamicas del
sindrome de hipertension portal y la respuesta inflamatoria
sistémica, se consideran factores fundamentales en la
fisiopatologia de la EH. Partiendo de estas premisas, el
tratamiento de la EH debe ir encaminado a disminuir la
produccion de amonio, aumentar su eliminacion, mejorar la
situacion hemodinamica sistémica y evitar el desarrolio de RIS.
Al mismo tiempo se deben modular farmacolégicamente las
alteraciones de la neurotransmision y el desarrollo de edema
cerebral de bajo grado. En este cambio de enfoque, aunque
basado en datos preliminares que han de ser confirmados en
futuros estudios, el origen de la hiperamoniemia es diferente
segun el tipo de factor que desencadena la aparicion de EH. En
casos de hemorragia digestiva, disfuncion renal por diuréticos o
hipopotasemia, la amoniagénesis renal seria la diana
terapéutica mas importante; mientras que en pacientes con
comunicaciones porto-sistémicas, espontaneas © no, en
aquellos con estrefiimiento o antecedentes de ingesta proteica
excesiva, seria la hiperamoniemia de origen intestinal la que
habria que reducir. Por Gltimo, en los pacientes en los que la EH
aparece en el contexto de una infeccién (PBE o cualquier otra),
se deben utilizar antibidticos de amplio espectro para disminuir

la respuesta inflamatoria sistémica.

Hasta el momento, los farmacos utilizados para disminuir
la amoniagénesis, como los disacaridos no absorbibles (Blanc y
col., 1992) (lactulosa, lactitol) o antibidticos (Strauss y col,,

1882) (neomicina, metronidazol, rifaximina) no han demostrado
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ser superiores a placebo en el manejo de la EH. Esto es debido,
probablemente, a que su principal mecanismo de accién
requiere de la participacion de la flora bacteriana del colon
(lactitol / lactulosa) o sustentan su efecto beneficioso en la
eliminacion de las bacterias (antibidticos) y actualmente se
acepta que la flora bacteriana del colon juega un papel marginal
en la produccién de la hiperamoniemia. En este sentido, la
utilizacién de enemas de limpieza o de disacaridos no
absorbibles, careceria de fundamento fisiopatoldgico, incluso, a
pesar de que en un estudio controlado se demostrasen
superiores a los enemas de agua corriente (Uribe y col., 1987),
ya que estos datos no se han vuelto a reproducir.

La produccion intestinal y renal de amonio a partir de la
glutamina mediada por la actividad glutaminasa mitocondrial
dependiente de fosfato, podrian ser las principales dianas
terapéuticas para evitar la aparicion de hiperamoniemia. No
obstante, los efectos de la inhibicion de la actividad giutémirzasa
no se conocen y podrian aparecer efectos deletéreos ya que
esta enzima es fundamental en el mantenimiento del
metabolismo celular. De todas formas inhibiciones parciales si
podrian ser utiles en el control de la produccion de amonio. De
hecho, la neomicina inhibe la actividad glutaminasa intestinal en
ratas sometidas a derivacion porto-cava (Hawkins y col., 1994).
Probablemente este efecto sea mas importante en el control de
la hiperamoniemia y de los sintomas de EH que las

modificaciones de la flora intestinal. Existen diferentes
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moleculas, ensayadas principalmente en cultivo, que inhiben la

actividad glutaminasa:

-El mersalyl (acido mersalilico: C1oH11NQ4), como sal de
tiol y mercurio, ha sido utilizada como diurético. Inhibe varios
procesos bioquimicos, especialmente en la mitocondria, entre
los que se encuentra la inhibicién de la glutaminasa.

-La N-etil-maleimida (CsH;NO,). En el citoplasma, ©
alternativamente en el aparato de Golgi, existe el factor sensible
a la N-eti-maleimida (NSF), y se expresa en cerebelo,
espermatozoides y cerebro. Se inhibe por el reactivo N-etil-
maleimida y NSF es un miembro de la familia genética de las
ATPasas asociadas con diversas actividades celulares (Sayre y
Roberts, 1958).

-El derivado aminoacidico 6-diazo-5-oxo-L-norleucina
(DON, CgHgN3O3), es un aminoacido que inhibe la actividad
glutaminasa e interfiere con el metabolismo de la glutamina. Es
un antineoplasico producido por especies no identificadas de
Streptomyces peruvian. (From Merck Index, 11th ed).

-Ademas el dipéptido analogo de la glutaminilglicina se ha
usado para inhibir la glutaminasa en cultivo de astrocitos. Este
dipéptido inactiva la unidén de la gamma-glutamil transferasa
(GGT) a la membrana de las vesiculas de borde en cepillo

renales pero no inactiva la transferasa purificada.
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Se ha descrito que el glutamato y la histidina también
inhiben la actividad glutaminasa. Se ha intentado tratar la EH
con glutamato pero no ha surtido efecto, quizéas por la naturaleza

de neurotransmisor del aminoacido en el cerebro,

Por otro lado, la via més importante de eliminacion de
amonic y que no requiere consumo de energia, es el ciclo de la
urea y, en pacientes cirroticos, la mayor parte del amonio se
extrae en el musculo, de ahi la importancia de mantener un
estado nutricional, con un aporte equilibrado de proteinas. La L-
ornitina-L-aspartato (LOLA) es un complejo aminoacidico que
estimula tanto la sintesis de glutamina como la eliminacion de
amonio mediante el ciclo de la urea, al tiempo que aumenta la
sintesis proteica muscular. En dos estudios randomizados y
doble ciego para el tratamiento de la EH tipo C, LOLA fue
superior a el placebo en la mejoria del estado mental, el
descenso de la hiperamoniemia y mejoria en los tests
psicométricos (Tets PHES, valorados en por la Red Nacional de
Encefalopatia, www.redeh.org), tanto administrado por via oral
(Stauch y col., 1998) como por via intravenosa (Kircheis y col,,
1997). Por otro tado, LOLA ha demostrado inhibir el catabolismo
protéico muscular y mejorar la capacidad de sintesis muscular
de proteinas (Kircheis y col., 2002). Por tanto, el tratamiento
con LOLA, tanto por via oral como por via intravenosa, deberia
ser el tratamiento de eleccion en la EH en la actualidad ya que
permite actuar sobre los principales elementos implicados en la
produccién y eliminacién del amonio.
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Se han publicado datos preliminares avalando la utilidad
de la perfusion rapida de 1000 ml de suero salino en pacientes
con hiperamoniemia de origen renal, como ocurre en pacientes
con hemorragia digestiva o EH inducida por diuréticos (Jalan y
col.,, 2003). Este tratamiento consiguié una mejoria en los
niveles de hiperamoniemia. No obstante, se requieren futuros

estudios que avalen este tipo de medidas terapéuticas.

Entre las medidas terapéuticas encaminadas a modular la
neurotransmisién, el flumazenilo, un antagonista de los
receptores benzodiacepinicos del complejo receptor GABA-A,
podria ser beneficioso en un tercio de los pacientes ya que
mejoraria el estado mental a corto plazo (Als-Nielsen y col.,
2003). El flumazenilo podria utilizarse como farmaco de eleccion
en pacientes con EH desencadenada por consumo de
benzodiacepinas y seria un farmaco de segunda linea en
pacientes con EH que no respondan a medidas habituales,
basandose su efecto beneficioso en la capacidad de disminuir el
tono GABAérgico, aumentado por la sintesis de neuroesteroides

provocada por la hiperamoniemia.

La memantina es un antagonista de los receptores
NMDA, que podria ser util en el tratamientc de la EH. En
modelos animales mejora la hiperamoniemia y la encefalopatia
(Vogels y col., 1897). Aunque, en humanos no se han realizado
ensayos, y ademas, la actividad de los receptores NMDA puede
ser diferente segun areas cerebrales. No obstante, la
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intervencion sobre la neurotransmision glutamatérgica puede ser
beneficiosa en el manejo de la EH.

Dada la depresion de la neurotransmision serotoninérgica
detectada en pacientes con EH, basandose en resultados de
estudios animales (Apelqvist y col., 2000), los inhibidores de la
recaptacion de la serotonina podrian emplearse en pacientes
con formas de leves de EH manifestadas por cambio del ritmo
de sueho.

El control del edema cerebral de bajo grado constituye un
desafio en el futuro prodximo, ya que hasta ahora, la utilizacién
de manitol o diuréticos no parecen ejercer un efecto beneficioso.
Los farmacos que bloquean los receptores de TNF, como
infliximab o pentoxofilina tedricamente podrian ser Utiles en el
tratamiento del edema cerebral de bajo grado, aunque esto debe

ser confirmado en futuros estudios.

En pacientes con datos de respuesta inflamatoria
sistemica se deben utilizar antibidticos de amplio espectro, aun
en ausencia de infeccion diagnosticada, como tratamiento de
base de la EH. Para ello, podrian ser utiles los marcadores
precoces de infeccion como la procalcitonina que muestra una
buena especificidad y sensibilidad para el diagnéstico precoz de
infeccion en pacientes con cirrosis hepética descompensada
{Connert y col., 2003).
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Por ultimo, dado que el desarrollo de un episodio de EH
se acompana de una baja supervivencia al ano, estimada entre
el 42% (Bustamante y col., 1999) y el 58% (Romero-Gémez y
col, 2004), el trasplante hepatico debe ser el tratamiento
definitivo de esta complicacion mayor de la cirrosis hepatica.

El factor semejante a la insulina tipo | (IGF-1) es una
hormona importante en el anabolismo cuya secrecion esta
estimulada por la hormona del crecimiento (GH) (Daughaday y
Rotwein, 1989; Schmid, 1995) y los hepatocitos son su
principal productor. El IGF-1 circula unido a 6 diferentes
proteinas (IGFBP-1 hasta -8), interactia con receptores
especificos o en tejidos diana (hueso, intestino, testiculos,
musculo, etc) y ademas actua en el hipotalamo para suprimir la
secrecion de GH (Jones y Clemonds, 1995; Sandhu y col,,
2002; Le Roith, 1997). El higado también es el mayor productor
de IGFBPs, principalmente IGFBP-1 y IGFBP-3 (Picardi y col.,,
1997). En individuos con cirrosis hepatica los niveles
plasmaticos de IGF-1 total, IGF-I libre y IGFBP-3 estan
disminuidos mienfras que la GH se incrementa, indicando la
resistencia a GH y la reserva funcional hepatica reducida
{Scharf y col.,, 1996; Caufriez y col,, 1991; Assy y col,
Cuneo, 1995). La cirrosis hepatica, ademas, es un estado de
deficiencia de IGF-I, cuya severidad se correlaciona con la
progresion de la enfermedad hepatica (Cuneo, 1995 y col.;
Donaghy y col, 1997). Por tocdo ello, muchas de las
caracteristicas de la cirrosis avanzada como la malnutricion, el

desgaste muscular, la pérdida de masa odsea y el
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hipogonadismo, podria estar adscrito a la actividad anabdlica de
la falta de IGF-l. El posible uso terapéutico del IGF-l en la
cirrosis hepética estd contrastado por estudios en ratas
cirrdticas. Estos demuestran que la terapia sustitutiva de IGF-|
(20 mg/kg): (a) incrementa el consumo de alimento, el balance
de nitrégeno vy el rendimiento de la alimentacidn (Picardi y col,,
1997);, (b) estimula la absorcién intestinal de glucosa vy
aminoacidos (Castilla-Cortazar y col., 1987b); (c) incrementa la
densidad oOsea (Cemborain y col, 1998); (d) corrige el
hipogonadismo (Castilla-Cortazar y col., 2000); (e) disminuye
el dafio oxidativo del higado (Castilla-Cortazar y col., 1997a) ;
{fy mejora la funcién hepatica y (g) disminuye la fibrogénesis del
higado.

Se ha visto que el IGF-l mejora la funcién hepética en

pacientes con cirrosis {(Conchillo y col., 2005).

Figura-l7. Molécula de IGF-1. {Cooke y col., 1891).
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Objetivos y Plan de Trabajo

Como se sabe a partir de los datos publicados, el amonio
es el principal causante de la Encefalopatia Hepatica (EH).

La hipétesis de partida del presente estudio es que la
principal fuente de amonio plasmatico es el amonio esplénico, y
que este se forma debido a una mayor actividad de la
glutaminasa activada por fosfato (GAP) en el intestino y el rifién.

Como segunda hipétesis de irabajo se parte de que los
altos niveles de amonio plasmatico y la elevada actividad de la
enzima glutaminasa (GAP) en astrocitos, en determinadas areas
del cerebro, podrian ser factores contribuyentes a la elevada
concentracion extracelular de glutamato, observada en modelos
animales de EH y enfermos con EH causada por fallo hepatico.

Como tercera hipotesis se plantea el posible papel de la
hiperamonemia y la elevada concentracion de glutamato en los
fluidos cerebrales extracelulares, como agentes
desencadenantes del estrés oxidativo.

Por ello los objetivos del presente trabajo son estudiar,
en un modelo animal de ratas con DPC, los siguientes puntos:

LR
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1. Establecer los niveles de amonio en plasma y en

tejidos extrahepaticos y cerebro.

2. Establecer la actividad glutaminasa en tejidos
extrahepaticos y cerebro

3. Establecer el grado de oxidacion de las proteinas del
cerebro, mediante la cuantificacion de grupos

carbonilos, como indice de oxidacion.

4. Estudiar el papel de determinados productos: histidina,
glutamato, lactitol, neomicina, IGF-1 y flumazenilo,
sobre la actividad glutaminasa, con el fin de iniciar
estudios encaminados a reducir su actividad
{inhibicion) como posible via terapéutica o de
tratamiento de la EH.
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Materiales y Métodos

1. MATERIAL BIOLOGICO

En el presente trabajo de investigacion se han utilizado
ratas Wistar, macho, de 250-350 g de peso, divididas en grupos
segun el uso al que iban a ser destinadas: grupo control sin
operar, grupo control operado o sham y grupo sometido a
derivacion porto-cava (DPC). Un subgrupo de este Gltimo grupo
se ha utilizado para el fratamiento con IGF-1 (Factor 1
semejante a la insulina, de sus siglas en inglés Insulin Growth
Factor-1).

Los animales se han alimentado con una dieta estandar
{Panlab, Barcelona, Espafia), de composicién: 54%
carbohidratos, 12% proteinas (caseina) y 5% lipidos, siendo el
resto material no digerible. Los animales se han mantenido en
condiciones estandares de luz (12 horas luz /12 horas
oscuridad), temperatura de 2342 °C, humedad del 60-70 % y

con libre acceso tanto a la comida como al agua.

En los tratamientos a los que se han sometido los
animales 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.

También se han utilizado rifiones de cerdo, para la

obtencion de GAP de rifdn utilizada en los ensayos de inhibicion

in vitro de la glutaminasa y como control positivo en las medidas
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de actividad glutaminasa; asi como conejos para la preparacion
de anticuerpos policlonales anti-GAP.

2 MODELO EXPERIMENTAL DE ANASTOMOSIS O
DERIVACION PORTO-CAVA

Un grupo de animales fueron sometidos a derivacion
porto-cava (DPC) con el fin de producirles Encefalopatia
Hepatica (EH)

Todas las intervenciones quirurgicas se realizaron 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.

Tras la operacion los animales se han mantenido 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, para recibir el tratamiento oportuno, manteniéndose alli

hasta su sacrificio.

Las condiciones ambientales y dietéticas de los animales
han sido las correspondientes a un mantenimiento estandar,
descrito anteriormente. La manipulaciéon del animal se ha
efectuado siempre bajo lo recogido en la Norma Directiva
86/609/CEE.
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2.1. Método anestésico

Previamente a la intervencidon, los animales se han
sometido a anestesia general por inhalacién 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 mascarilia en la que se introduce
la cabeza completa del animal, consiguiéndose la anestesia 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% (segln 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 (ratas sometidas a las
mismas condiciones de la intervencién quirGrgica, pero en las
que no se realiza la anastomosis), la proporcidén del gas
anestésico se reduce a un 0,5%-0,75%.

2.2. Tecnica quirargica

Una vez el animal anestesiado, 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 infestinal, diseccion de la cava infrahepéatica 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 atencién a 1a liberacidon de la misma de la
arteria hepatica comun, que se encuentra intimamente unida a
la porta por su cara posterior. En esta fase es fundamental no
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lesionar ninguna de las dos, puesto que durante el clampaje de
la porta, la arteria es la Unica que suministra flujo sanguineo al
higado. A continuacion se hace pasar un primer hilo trenzado de
2-3 ceros por detras 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 ambecs vasos en esa postura,
permitiendo la realizacion de la {écnica de anastomosis
{Numata, 1983).

Para garantizar el éxito de la técnica, asi como la
viabilidad del animal tras la intervencién, es necesaric que el
tiempo de oclusidn vascular no exceda de 20 minutos,
minimizando asi el efecto de los fendmenos tromboticos tanto en
la porta como en la cava, que impiden la supervivencia del
animal. Cuando la operacion no es efectiva no existira descenso
del peso del animal, como discutimos mas adelante.

En el grupo sham se ha mantenido dicho clampaje 25
minutos en todos los animales, sin haberse producido ningun
caso de mortalidad postoperatoria. En ratas con DPC o
anastomosis esta mortalidad ha sido de un 12%. En las

Figuras-M1 a -M4 se muestra la operacion.

T2
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Figura-M1. Evisceracion y busqueda de la vena hepética.

Figura-M2. Clampaje.
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2.3. Sacrificio

El sacrificio de los animales se ha llevado a cabo por
decapitacion a las 4 semanas de la cirugia, tras anestesia con
Hidrato de cloral (al 6%), 1.5 ml por cada 250g de peso del
animal.

3. TRATAMIENTO CON IGF-i (Insulin-like growth factor-)

Un grupo de animales sometidos a DPC se ha subdividido
en dos subgrupos:
« Un subgrupo sin tratamiento farmacoldgico
» Un subgrupo tratado con el factor de crecimiento
semejante a la insulina- tipo 1 (IGF-1)

Ambos subgrupos se han utilizado para estudiar su efecto
sobre los diferentes parametros bioquimicos relacionados con la
EH, fundamentalmente los niveles de amonio

El IGF-1 (GroPep, Australia), ha sido proporcionado por
los Dres. Carlos Rodriguez y Jesus Prieto, del Centro de
Investigaciones de Medicina Aplicada (CIMA) de Pamplona. El
producto (liofilizado) se ha disuelto en HCI 10 mM, a una
concentracion de 1 mg/ml, vy una vez alicuoteado (5 i} lo
conservamos a -80°C hasta su uso. En estas condiciones el
producto es estable durante 3 meses.
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Para el tratamiento se han descongelado las alicuotas de
IGF-1 necesarias, diluyéndose cada alicuota con 500 pl de
suero fisiologico estéril. Se ha inyectado 250 ul,
subcutaneamente, a cada animal, (0,02 ug /g de animal), cada
12 horas, durante 21 dias

Al grupo control se le ha realizado el mismo tratamiento,
pero inyectando placebo, HCI 10 mM, diluido con suero

fisiologico.

4. AISLAMIENTO DE TEJIDOS Y TOMA DE MUESTRAS

Los tejidos se han obtenido de forma rapida tras el
sacrificio del animal. Los restos de sangre se eliminan mediante
sucesivos lavados con tampén de diferente composicion segun

el tejido y el fin a que iban a ser destinados.

4.1. Homogenizados de tejidos

Se han utilizado homogenizados procedentes de un pool
con los diferentes tejidos de ratas sanas para la realizacion de
los estudios de western-blot. Para la inhibicion de la glutaminasa
in vitro se han utilizado tanto diferentes tejidos de ratas sanas
como rifiones de cerdo.

4.1.1. Homogenizados de enterocito

Los homogenizados de enterocito se preparan a partir de
intestino de rata, utilizando fundamentalmente el duodeno y el
ileon. Para ello, tras el sacrificio de las ratas por decapitacion,
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rapidamente se les extrae el intestino, se corta el duodeno y el
ileon y se lavan en tampodn fosfato salino frio (PBS: CiNa 0,1M,
KCl 3mM, NaHPO; 0,01M, KH,PO, 0,002M, pH 7.4).
Posteriormente se corta con unas tijeras en frozos de
aproximadamente 5 cm y se lavan de nuevo. Cada trozo se abre
por la mitad y con ayuda de un porta se arrastran las
vellosidades intestinales, que se vierten en un tubo de plastico y
se pesa.

Unos 100 mg, de las vellosidades intestinales, se
homogeniza en 1,5 ml de tampén de homogenizaciéon (Tris 10
mM, EDTA 1mM, sacarosa 320 mM, pH 7.4, mas PMSF 0,005
mM, justo antes de homogeneizar), en un homogenizador
mecanico Potter-Elvehjem con pistilo de tefion, en posicién 8
(1000 r.p.m.) dando 5 pasadas, manteniendo la muestra en
hielo. Se centrifuga a 1000 x g y el sobrenadante se ha utilizado
para la obtencién de mitocondrias.

4.1.2. Homogenizados de cerebro

Una vez diseccionado el cerebro, se obtiene en primer
lugar el cerebelo. Posteriormente tomamos las diferentes areas
siguiendo el protocolo usado por el Dr. Vicente Felipo. Las
diferentes areas tomadas (cortex, ganglios basales y cerebelo)

se muestran en el siguiente esquema (Figura-M5).
Una vez separadas las diferentes areas, éstas se han
homogeneizado de manera analoga a la descrita para el caso de

los enterocitos.
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Figura-M5. Esquema de las diferentes areas cerebrales tomadas para
los distintos estudios. Se extrajeron en ambos hemisferios, separando

el hipotalamo.
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4.1.3. Homogenizados de rifidn de cerdo

Los rifiones se han lavado en primer lugar con PBS para
eliminar la mayor parte de la sangre, se han troceado vy
segudamente se han homogenizado en tampon de
homogenizacion. Se ha centrifugado a 3000 g, 15 min, vy el
sobrenadante se ha alicuoteado en fracciones de 25 mi, que
posteriormente, tras congelarse a -80°C, se han liofilizaron. El
polvo obtenido una vez mezclado hasta homogeneidad, se ha
guardado en un recipiente herméticamente cerrado a -20°C
hasta su uso. Este producto constituye el material enzimatico de
partida {enriguecido en actividad glutaminasa) para realizar
todos los ensayos de inhibicién in vitro de la glutaminasa, por
diferentes inhibidores.
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4.2. Obtencién y homogenizados de mitocondrias

Se han obtenido mitocondrias, por ¢l método de Haser y
colaboradores (Haser, 1985), tanto a partir de tejidos frescos
como a partir de tejidos congelados a -80 °C, no observandose

diferencias significativas para nuestro estudio.

El sobrenadante obtenido en la homogenizacion de los
tejidos, se ha centrifugade a 13.000 x g, 10 minutos. El
precipitado {enriquecido en mitocondrias) se ha resuspendido en
tampén de homogenizacion, v se ha centrifugado durante 5
minutos a 13.000 g. El proceso se repite dos veces mas. El
precipitado, asi obtenido, se resuspende en tampdn de
incubacion (Tris 20 mM, manitol 210 mM, sacarosa 70 mM,
EDTA 1mM, pH 8), y constituye una fraccion altamente

enriquecida en mitocondrias.

Las proleinas mitocondriales se han solubilizado
utilizando tampodn de incubacion que contenia f3-mercaptoetanol
5 mM y Tritdén X-100, 0.7% (Ramos, 2004), para la realizacion
de electroforesis y western-blot. Las mitocondrias también se
han solubilizado en tampdn de homogenizacion, Unicamente,
para la determinacion del contenido en proteinas y medida de la
actividad enzimatica. En la Figura-M6 se muestra
esquematicamente el proceso de preparacion de mitocondrias.
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Figura-M6. Esquema de la preparacion de la mitocondrias de
rifdn completo, corteza y médula renal (rifdn diseccionado (a), al que
se le ha extraido parte de la corteza renal), asi como también

enterocitos procedentes de raspado intestinal (b).

4.2.1. Obtencién de mitocondrias sinapticas y no-sinapticas

Para la obtencién de mitocondrias no sinapticas se ha
seguido una variacidn del procedimiento descrito por Kosenko y
colaboradores {(Kosenko y col., 2001).

Tras la decapitacion del animal, se ha abierto el craneo y
extraido la masa encefédlica rapidamente, se sumerge en tampon
de homogenizacion sin EDTA ni EGTA bien frio (granizado pero
sin cristales) y se coloca sobre un bloque congelado de tampon
de homogenizacion sin EDTA ni EGTA, y se procede a

diseccionar las diferentes areas lo mas rapidamente posible.

Cada zona de tejido se ha homogenizado en un potter de
vidrio, a mano, con suavidad, 6 pasadas, evitando la formacién
de espuma. El homogenado locentrifugamos a 2000 x g, durante
3 min, a 4 °C, y recogemos el sobrenadante. El precipitado se

resuspende de nuevo en el mismo volumen de tampdn de
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homogenizacién y lo centrifugamos nuevamente a 2000 x g,
durante 3 min, a 4°C, recogiéndose nuevamente el
sobrenadante. Se han juntan los dos sobrenadantes y se
centrifugan durante 10 min a 13000 x g, recogiéndose el
precipitado. Las mitocondrias asi obtenidas se han lavado con
tampén de homogenizacion sin EDTA y nuevamente se
centrifugan, 10 min, a 13000 x g, a 4°C.

La separacion de las mitocondrias de los astrocitos se ha
llevado a cabo en un gradiente de Ficoll. Se disuelve el
precipitado de mitocondrias en Ficoll al 3% (preparado a partir
del Ficoll al 6%), y se mezcla ayudéandose suavemente con la
punta de una pipeta. Se afiade gota a gota el Ficoll al 6%. El
volumen de Ficoll 3%- Ficoll 6% esta en proporcién 4:1.

Centrifugamos 15 min a 2000 x g, a 4° C y lavamos con
tampon de homogenizacion sin quelantes, guardandose las
mitocondrias congeladas a -80 °C. Para la rotura de la pared
mitocondrial y la liberacién de la enzima glutaminasa en la
solucion, se descongelan las muestras en dos ciclos de
congelacion-descongelacion antes de la realizacién de la
medida de actividad enzimatica (Figura-M7).

Esta muestra de mitocondrias de astrositos, de las
diferentes areas cerebrales, constituyen las muestras de partida
para la realizacion de los estudios de westemn-blot vy

cuantificacion de oxidacién proteica (afadiendo B-
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mercaptoetanol 5mM y Tritdon X-100 ,0.7%) y para medidas de
actividad glutaminasa.

5. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

5.1. Determinacidon de amonio

La cantidad de amonio presente en la muestra se ha
medido por el metodo enzimatico de la glutamato-
deshidrogenasa (ROCHE, Barcelona), en un analizador COBAS
Integra 700. La glutamato-deshidrogenasa (GLDH) cataliza la
aminacion reductora del 2-oxoglutarato en presencia de NH," v
NADPH, para producir glutamato y NADP™. La concentracién del
NADP" es directamente proporcional a la concentracion del
amonio consumido, por lo gue la reaccion se puede seguir
midiendo la disminucidn de la absorbancia del NADPH a 340 nm
{(Van Anken y Schiphorst, 1974). Para desplazar la reaccion
completamente hacia la derecha y poder hacerla cuantitativa,
esta reaccion se acopla a una segunda reaccion, la de la G6P-
deshidrogenasa, que consume el NADP™ que se forma en la

primera.

NH;" + 2-oxoglutarato + NADPH -

-> L-glutamato + NADP" + H,O

G6P + NADP® - NADP + 6-fosfogluconato + H'
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5.1.1. Determinacion de amonio en sangre

Tras dormir al animal, con hidrato de cloral, se pincha la
yugular y, rapidamente, se recogen unos 150 ul de sangre en un
tubo Eppendorf con 150 ul de TCA al 10 % (frio), se pone en
higlo, y se deja precipitar las proteinas durante 15 minutos.
Centrifugamos a 13000 x g, durante 15 min, a 4 °C y nos
guedamos con el sobrenadante. Del sobrenadante obtenido
tomamos 150 pl en un Eppendorf y lo ponemos en hielo.
Afiadimos KHCOs 2M, 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 glutamico y amonio. Esta muestra,
obtenida por precipitacién con TCA, la hemos denominado
sangre desproteinizada (Kosenko y col, 2001; Romero-Gémez
y col., 2006).

La sangre también se ha recogido en tubos preparados
con EDTA (10mg/ml), suero y en tubos sin anticoagulante,
plasma. Estos tubos también se han utilizado para medir la
cantidad de amonio como se ha indicado anteriormente. Estos
ensayos se han realizado para ver la influencia de la medida de
amonio en estas muestras respecto de las preparadas con TCA
al 10%.

5.1.2. Determinacién de amonio en tejidos
Normalmente hemos utilizado tejidos congelados a -80°C,

por lo que la homogenizacion se ha realizado en nitrégeno
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liguido en mortero. Una vez homogenizado, anadimos 2
volumenes de TCA al 10%, y sonicamos (6 ciclos de 30
segundos). Seguidamente centrifugamos a 13000 x g, 15 min, a
4°C. E! sobrenadanante se neutraliza con KHCO3; 2M, igual que
en la sangre y determinamos las distintas cantidades de amonio
evitando la descongelacion de los tejidos en su manipulacion. La
determinacion de las concentraciones de amonio en tejidos se
realizé como méaximo dos dias después del sacrificio (Kosenko
y col., 2001).

5.2. Determinacion de éxido nitrico

El Oxido nitrico se ha determinado, utilizando el suero
como muestra de partida, por el método enzimatico de la nitrato
reductasa, mediante la determinacidn indirecta del paso de
nitrato a nitrito. El nitrito se ha determinado mediante la reaccion
de diazotacion de Griess-lllosay, en dos pasos, en los que el
NO, acidificado produce agentes nitrosantes, los cuales
reaccionan con el acido sulfanilico para producir el ion diazonio.
Este i6n es entonces acoplado a N-(1-naftil)-etilendiamina para
formar el compuesto cromdforo azoderivado, un compuesto de
color rosado, que absorbe luz a 565 nm (segun las
instrucciones del kit comercial, R&D System, Minneapolis, Miles
y col., 1996).

En un primer paso se diluyen las muestras de suero con

tampon diluyente (R&D System, Minneapolis), se filtra a través
de un filtro de Microcon YM-10 (Millipore Iberica).
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Se afiade sulfanilamida al 1% (p/v) disuelta en HCI 2.5 M
y cloruro de N-(1-naftil}-etilendiamina al 0.02% (p/v) (N-NEDA).

Se deja desarrollar el color a temperatura ambiente
durante 10 min y se lee a 565 nm.

La concentracion de nitrito se determina por extrapolacion
a partir de una recta de calibrado hecha con cantidades
conocidas de nitrato en condiciones semejantes. E! estandar
también fue proporcionado por la casa comercial R&D System
{(Minneapolis).

5.3. Determinacion de la glutaminasa (GAP)

La determinacion de la actividad GAP de enterocito se ha
llevado a cabo mediante dos procedimientos distintos;
adaptacion del método de Lund (Lund, 1988) y por el método de
Heini (Heini y col., 1987).

5.3.1. Método de Lund

La medida de la actividad de la enzima GAP mitocondrial
de enterocitos se determiné espectrofotometricamente a 340
nm, siguiendo la apariciéon del NADH, acoplando la reaccién de
la glutaminasa (GAP: L-glutamina amidohidrolasa (EC 3.5.1.2.),
a la catalizada por la Glutamato deshidrogenasa (Glu DH: L-
glutamato: NAD(P)" oxidorreductasa (EC 1.4.1.3.).
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GAP
L-Glutamina + H;O0 €= L-Glutamato + NH
GiuDH
L-Glutamato + NAD" + H,0 - o-cetoglutarato + NH," +
NADH

Para desplazar la segunda reaccion completamente
hacia la derecha, trabajamos en un medio con baja
concentracion de protones (pH 8), y adicionamos hidrazina, que
reacciona con el a-cetoglutarato.

Pyl
W \ e &

(a- KG} drazorza}

:“‘“‘{f}

Los principales parametros cinéticos de GAP (iscenzima
mitocondrial intestinal) se determinaron, previamente a la
medida de la actividad, mediante diversos metodos de
linealizacion  (Lineweaver-Burke) y el método de Ila
representacion lineal directa o representacion de Eisenthal y
Cornish-Bowden  utilizando para ello el programa EnzFitter
(Biosoft) (Eisenthal y Cornish-BoWden, 1974).

{(hitphwww biosoft. comiw/enziitter.him).

Los ensayos cinéticos se han realizado bajo condiciones
cataliticas, utilizando las siguientes condiciones: Tampén de
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reaccion: Tris 100 mM, Fosfato 300 mM, EDTA 2 mM, Hidracina
0,63 M, NAD™ 30 Mm, ADP 100mM, concentracion fija de la
enzima GluDH (12U/mL) y concentraciones variables de Gin
entre 5-150 mM.

La reaccion se dispara anadiendo la muestra, se mide la
absorbancia-1 a 340 nm, y se incuba a 37°C durante 40 min., Se
mide la absorbancia-2.

La actividad glutaminasa se ha calculado aplicando la
siguiente formula.

(A Absorbancia) (1,5 10°)10° 4

Actividad GAP (U/mL) =
cedVvVit
Donde

{A Absorbancia) fe d = concentracidn en molesfitroenlos 2 mi
Factor de ditucion: 4

Volumen final de fa MUESTRA" > 151071

Ve volumen de “solucidn mitocondrial” en mi

t: iempo.

La actividad especifica se ha expresado como Unidades
(umol de Gin/min)/mg proteina.

5.3.2. Método de Heini

Se basa en la medida directa de uno de los productos de
la reaccion, el amonio. El ensayo se realiza en dos pasos:
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* Un primer paso o reaccion de la glutaminasa propiamente
dicha:
- Tampodn de reaccion (K;HPO, 150 mM pH 8; L-Gin 171
mM,
NH4Cl 1 mM, pH 8}
- Muestra (glutaminasa liofilizada)
- Incubar 80 min a 37°C
- TCA (20%) (parar reaccidn), bafo de hielo 15 min
- Centrifugar a 12000 x g, 5 min, a 4 °C.
* Un segundo paso o medida del amonio formado mediante &
método
del OPA:
- Reactivo OPA (Ko:HPO, 0,2 M pH 7.4, 0,7% de etanol,
O-
ftaldialdehido 10mM y B-mercaptoetanol 0,4mM).
- Afiadir 50 ul de la reaccion anterior
- Incubamos 45 min en oscuridad.
- Leer la absorbancia a 405 nm en lector de placas
(BIORAD)
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Figura-M7. Esquema de medida de actividad glutaminasa por
el Método de Heini.

La concentracidon de amonio se determind en cada caso
por comparacion con una recta de caﬁbfads hecha con
cantidades conocidas de amonio en condiciones semejantes. En
la Figura-M7 se muestra un esquema del procedimiento
seguido. En la Figura-M8 se muestra un ejemplo de curva

patron con diferentes concentraciones de amonio.
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Curva estindar de Amonio
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Figura-M8. Curva patrén de amonio. Concentraciones en placa de 0
mM, 50 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM, 250mM y 300 mM de Cl NH,.

5.4. Determinacién de proteinas.

La determinacidn de proteinas se llevé a cabo mediante
el método de Bradford (Bradford, 1976). El método de Bradford
se utiliza para cuantificar proteinas totales en un rango
comprendido entre 100-1 ug/ml, empleando como patron
albumina bovina. El método se basa en las interacciones
(basicamente hidrofébicas e inespecificas) de las proteinas con
determinados colorantes. El complejo que se forma, de color
azulado, presenta un maximo de absorbancia a 585nm.
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Curva patrdn del método de Bradford
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Figura-M8. Curva patrén de BSA. Método de Bradford.

6. TECNICAS ANALITICAS

6.1. Electroforesis analitica en geles de poliacrilamida

Las separaciones analiticas mediante electroforesis se
han realizado en geles de poliacrilamida: al 5% el gel de
empaque, y al 8 vy 10 % (p/v) el gel de resolucién, utilizando
como equipo de electroforesis la Mini-PROTEAN Il Duak slab
cells de BioRad, con una fuente de alimentacion EPS 500/400
de Pharmacia, a 4°C.

Los geles, al 8 %, se preparan mezclando: 4,8 ml de una
disolucion que contine acrilamida al 30 % (p/v) y bis-acrilamida
al 0.8 % (p/v), 3 ml de una disolucién amortiguadora Tris-HCl 3
M, pH 8.8, 16 pl de TEMED comercial, 120 pl de solucion de
persulfato aménico al 2% (p/v) preparada inmediatamente antes
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de su uso y agua destilada c.s.p. 12 ml. Para geles a otras
concentraciones de acrilamida se varia el volumen de la
disolucién de acrilamida y se corrigw el volumen final de agua
destilada. Una vez polimerizados, los geles se cubren con una
pequefia capa de gel de "empaquetamiento” conteniendo 5 %
(p/v) de acrilamida, utilizando una solucion amortiguadora a pH
6.8.

Las muestras, 20-40 pg de proteina, se mezclan con
solucion amortiguadora Tris-HCI 0.1M, pH 6.8 conteniendo
glicerol al 10 % (p/v) y azul de bromofenol al 0.1 % (p/v), usado
como marcador del frente de la electroforesis, se someten a una
intensidad de corriente de 25 mA/gel, hasta que el colorante
alcanza el extremo inferior del gel. La solucién amortiguadora
usada como electrolito es Tris 0,025 M y glicina 0,19 M, pH 8.4.

El peso molecular se ha estimado a partir de su
movilidad electroforética por comparacion con  proteinas
patrones (Sigma) con el software Quantity One (BIORAD) y el
densitometro calibrado GS-800 (BioRad).

6.1.1. Tincidn de proteinas en geles de poliacrilamida

Para la tincidn de los geles se han preparado las
siguientes soluciones:
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Acetato sédico 05M
Solucién de incubacién | Tiosulfato sédico | 0.2% (wiv}
5 Glutaraldehido 0.5% (viv)
Etanol 30% {viv)
) Nitrato de plata 0.1% {wiv)
Solucion de tincién 8§
Formaldehido 0,01% (viv)
Carbonato
Solucion de lavado § 2.5% (wiv)
sodico
Carbonato
2.5% (wiv)
Solucion revelado sodico :
Farmaldehido 0.01% (viv)
EDTA 0.05 M
Solucién de parada 8
Timerosal 0.02% (wh)
Metanol 34% {viv)
Solucidn de incubagitn
¢ Acido fosfbrico 2% {v/v)
Sulfato amdnico 17% {wiv}
Meatanol 34% {viv)
Acido fosforico 2% {viv}
Solucion de tincion C | Sulfato amoénico | 17% {wiv)
Serva Blue G- 0.066%
250 {wiv}
Solycion de lavado € Metanol 25% (viv)

6.1.1. a. Tincién con Coomassie

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se
localizaron tifiéndolas por inmersién de los geles en una
solucion de Azul de Coomassie coloidal de acuerdo con el
protocolo descrito por Klose (Klose, 1999). La tincion con azul

de Coomassie permite visualizar las proteinas gracias a la
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interaccion inespecifica entre los restos aminoacidicos de las
proteinas y el colorante. El limite de deteccidon de este método
es de aproximadamente 1 ug.

La tincion con azul de Coomassie coloidal es mas
especifica y sensible, comparado con el metodo estandar de
tincién con azul de Coomassie, ya que el colorante Coomassie
coloidal es mucho mas fino que el azul de Coomassie estandar,
penetrando de manera muchoc mas facil en el gel de
electroforesis y por tanto se une mas facilmente a las proteinas.

Tras la fijacion, durante 1 hora en agitaciéon suave y
constante, el gel se lava tres veces durante 30 min, con
abundante agua Milli Q. A continuacidén se incuba durante 4
hora en la solucién de tincion-C (solucidén de azul brillante de
Coomassie G-250 colidal). Por dltimo el gel se destifie en la
solucion de destefido C durante unas 2 horas, utilizando trozos
de esponja para acelerar el destefido, al final del cual las
proteinas se visualizaban como bandas de color azul, mientras
que el resto del gel se ha decolorado.

6.1.1. b. Tincién con Plata

La tincidn con plata se ha llevado a cabo de acuerdo con
el protocolo descrito por Klose (Klose y Kobalz, 1995). Este
procedimiento es muy sensible con unos limites de deteccion de
proteinas entre los 1 y 10 ng. El procedimiento se funda en el
elevado potencial reductor del i6n Ag". El idn Ag” forma
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complejos con las proteinas de una manera mucho mas fuerte
que con la poliacrilamida. Los iones Ag™ que estan formando
complejos se reducen mucho mas rapido que los iones Ag”
libres. Durante todo el proceso de tincion con plata, el gel esta
en constante agitacion; y tras cada etapa se eliminan las
disoluciones correspondientes por succidén con una bomba de

agua.

En una primera etapa el gel se incuba durante 2 horas en
la solucion de incubacion-S. Durante esta etapa el tiosulfato
sodico y el glutaraldehido, presentes en la solucion, actGan
como agentes complejantes y unen las proteinas a traveés de
enlaces covalentes. A continuacion el gel se lava dos veces con
abundante agua MilliQ, con el fin de eliminar al maximo el
glutaraldehido libre y minimizar los ruidos de fondo
{background). La tincién con plata dura unos 30 min,
utilizandose, en esta etapa el formaldehido como agente
reductor. Una vez tratado el gel con la plata, éste se lava con la
solucion de lavado-S durante 1 min y se revela con la solucién
de revelado-S durante varios minutos y una vez que se ven
claramente las machas se para la reaccidn afadiendo la
solucion de parada-S.

6.1.2. Secado y conservacion de los geles

Una vez destenido el gel es necesario guardar los
resultados y almacenar/conservar el gel. Con el gel aun

humedo, se escanea en un escaner equipado con un
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transiluminador y las imagenes se guardan en formato TIFF con
una resolucién de 150-300 dpi. A continuacion el gel se seca.
Para ello se coloca entre dos piezas de celofan humedo y dos
piezas de papel de filtro Wattman N°3, formando una especie de
“sandwich”, procurando eliminar cualquier burbuja de aire entre
el gel y el celofan, asi como cualquier tipo de plegamientos, y se
coloca en un secador de geles. El secado se lleva acabo
mediante la aplicacién de vacio y calor (80 °C) durante 2-3
horas. El gel, una vez seco, se marca con numero de registro,
nombre de la muestra y fecha, y se guarda a temperatura

ambiente en sobres cerrados al vacio.

6 .2. Analisis de aminoacidos por HPLC
6.2.1. Analisis de Glutamina

lLa medida de la Gin se ha llevado a cabo por
derivatizacion con PITC, segun el método de Pico-Tag (Waters
corporation) para aminoacidos fisiologicos, utilizando una
columna, de 3,9 x 300 mm (C18 Pico-Tag, P/N WAT010050,
Waters). Fotografia del aparato en la Figura-M13.

El analisis por HPLC se ha realizado utilizando un sistema
de Waters (Millipore Corporation, Milford, MA) para el analisis de
aminoacidos por HPLC, equipado con una bomba Waters 600E
(Multisolvent Delivery System), un detector de fluorescencia
Water-474 (Scanning Fluorescence Detector), un detector de UV
Waters-2487 (Dual A Absorbance Deteclor), y una columna de
fase reversa (C18 Pico-Tag, P/IN WAT(010950 de 3,9 x 300 mm,
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Waters). Hemos utilizado el software Millenium-2000 para el
registro y tratamiento de datos.

Derivatizacion con feniltioisocianato (PTIC) Una vez terminada la

reaccién, previa a la derivatizacién de la muestra, es necesario
extraer los aminoacidos libres, para lo que hemos seguido el
siguiente protocolo: En un tubo Eppendorf se anade 100ul de la
muestra, se adicionan 100pl de Tricloroacético at 20% para
precipitar las proteinas. Se mantiene en hielo durante 10
minutos y pasado este tiempo se centrifuga a 8000 x g durante
15 minutos, recogiendo el sobrenadante.

La GIn y los aminoécidos libres se derivatizan segin la
técnica que se describe a continuacién (Tsao y Otter, 1999).
Los datos mostrados en esta tesis mediante este método han
sido unicamnete para la determinacion de la glutamina, para los
demas aminoacidos libres se ha realizado el método que se
describe en el apartado siguiente (6.2.2.)

En un tubos Eppendorf se alicuotean 50 ul de muestra
desproteinizada (mezcla de reaccién u homogenado), y se
secan al vacio en una centrifuga de vacio. A continuacion, se
adicionan 10 pl de solucidn de rehidratacion (etanol, agua Milli-Q
y trietanolamina en proporcién 2:2:1) para neutralizar los

residuos acidos. Posteriormente se agitan y se secan a vacio.

Las muestras se derivatizan con 20 ul de soluciéon de
derivatizacion (etanol, agua, trietilamina y PTIC, en una relacion
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7:1:1:1). La mezcla se agita bien y se deja reposar a
temperatura ambiente durante 5 minutos, antes de secarlas a
vacio en una SPD Speed Vac (Thermo Electron Corporation). La
reaccion de derivatizacién se muestra en la Figura-M10.

Una vez las muestras secas, se reconstituyen con 10ul de
solucién de reconstitucion (HNaxPO,s 0,1 M, 4cido fosférico al
10%, acetonitrilo al 5%, pH 7.4).

PTiC AA

pH 9-10

S
Il -
NWCMCH R~-COO- TeAA

Figura-M10. Reaccion de derivatizacion (PTIC:
feniltioisocianato, AA: aminoacido)

6.2.2. Analisis de aminoacidos libres

El contenido en aminoacidos libres se ha determinado
mediante HPLC, previa desproteinizacion de la muestra con
acido tricloroacético (TCA) al 10%.
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Derivatizacion con AQC La derivatizacién se ha llevado a cabo

utilizando el reactivo  6-aminoquinolil-N-hidroxi-succinimidil
carbamato (AQC), que es un derivado heterociclico del N-
hidroxisuccinimidil carbamato, que reacciona tanto con aminas
primarias como secundarias, convirtiéndolas en derivados de la
urea estables, faciimente delectables por fluorescencia a 395
nm, y liberando 6-aminoquinolina (AMQ), que no interfiere en la
deteccion,

El proceso de derivatizacién tiene lugar de acuerdo con la

reaccion:
Q
N. _o—n
R m T
HNx + \“ S 0 ]
Rz
AQC
AA 1R p 20
pH8.2-10
R
ok *x
i =
7 | N j}? 2 ¢ HO—N
M\N L o
0
AA derivalizado NHS

Figura-M11, Reaccién de derivatizacion con 6«
aminoquinolil-N-hidroxi-succinimidil carbamato (AQC), liberando
N-hidroxi-succinimidil (NHS)
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Los derivados aminoacidicos asi obtenidos son estables a
temperatura ambiente durante una semana.

Para la identificacion y cuantificacion de los aminoacidos
se ha utilizado el estandar de aminoacidos de Pierce (Figura-
M12). El contenido aminoacidico de las distintas muestras,
expresado en porcentaje de aminoacido respecto al total de la
muestra, se ha llevado acabo mediante el software Millenium-
2000 y Empower. El prodedimiento seguido ha sido una
modificacion del descrito por Reverter y col. (Reverter y col.,
1997) v el manual de Waters para la determinacion de
amincacidos. El procedimiento se ha realizado como se describe

a continuacion:

Se alicuotean 35 ul de muestra desproteinizada y 200 ul
de tampon Fluorborato ACQ para la obtencion del pH optimo de
derivatizacion (entre 8,2 y 10). La muestras asi obtenidas se
filtran a través de 0,22 pym, en tubos Microcon YM-10 (Millipore
Iberica). A 70 ul de esta solucién filtrada se afiaden 37 ul de
reactivo fluorescente, se agitan 15 sequndos en vortex, dejamos
a temperatura ambiente durante 1 min lo introducimos 10 min en

un bloque a 55°C. Se inyectan 5 ul en el HPLC.
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Figura-M12. Cromatograma de la solucién estandar de aminoacidos

(2,5 pmoles/mi de los aminoacidos).
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Figura-M13. HPLC usado en los diferentes analisis.

Figura-M14. Figura ilustrativa de la metodologia seguida
desde la preparacion de la matriz hasta la colocacion de la placa en el
MALDI-TOF.
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6. 3. Andlisis por espectrometria de masas
6.3.1 Control de calidad del péptido por MALDI-TOF
Para corroborar la pureza del péptido inmunolédgico (la
forma de obtencién se muestra en el apartado 7.1.1) vy
comprobar su identificacion se procede al anaglisis del péptido
inmunogénico frente a la glutaminasa, mediante la técnica de
ionizacion blanda: lonizacidon desorcién asistida por laser con
una matriz (MALDI, utilizando las siglas inglesas de Matriz-
Assisted-Laser-Desorption-lonization), y detectando los iones en
un detector de tiempo de vuelo (TOF, Time-of-Fligh).

~ Para comprobar la calidad del péptico, conocido su peso
molecular, se ha procedido como sigue: disolvemos 3-4 mg del
péptido en 1 ml de TCA 0,1%. Preparamos la solucién de la
matriz (15 mg/ml de &cido a-ciano-4-hidroxi cinamico, TFA al
0.03% (v/v) y acetonitrilo al 70%). Tomamos 5 ul de matriz y 5 yi
de muestra de péptido y mezclamos bien. Cargamos 2 pl de la
mezcla en un pocillo del disco y se deja cristalizar (secar) a
temperatura ambiente 0 a 37°C, como se muestra en la Figura-
M14. Una vez bien seco, se lleva el disco al espectrémetro de
masas, y se bombardea con un laser de N,

El espectro del péptido se ha obtenido en un
espectrometro de masas MADI-TOF (TOFSPEC, Micromass),
trabajando en el modo reflectron. Con una precision por debajo
de 0,1 Da utilizando un calibrador interno. El espectro se obtiene
a partir de la acumulacion de los resultados obtenidos de unos
100-140 bombardeos (espectros). La calibracién se ha realizado
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utilizando, como estandar interno, el pico monoisotopico
correspondiente al trimero de la matriz (3M+H+ = 568,14). Los
datos se han procesado mediante el programa informatico

XMASS 5.0 proporcionado por el fabricante del espectrometro.

6.3.2 Preparacién de las muestras para nLC-ESI-MS/MS

Las disoluciones que se han utilizado en la preparacion
de las muestras para espectrometria de masas, para el sistema
Q-TRAP LC/MS/MS, fuente de iones Flow Nanospray o nlLC-
ESI-MS/MS (para identificacion de proteinas oxidadas), son las

siguientes:

50%
{viv}
40%
iy

100 mM NMHCO,

Bolucidén de destefido

Acetonitrilo

Tripsina 12.5ng/ul

{Promega
. 0.5 ughul
Solucion de tripsina Sequencing grade,
cat #VE111)
NHHCO, 50 mM
i Ditiotreitol (DTT) 20 mM
Soluciéon DTT
NHHCO, 100 mM
Yodoacetamida
55mbd
Solucidn de 1AM {1AM)
NH:HCO 100 mM
Solucion de NHHCO, NHHCO, 20 mM

Solucion de NH,HCGO, NHHCO, 100 mM
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Digestién in gel

Las bandas de proteinas se cortan con un
sacabocado/bisturi y trocean en fragmentos mas pequefios. Se
colocan en la solucion de destefiido durante toda la noche a
temperatura ambiente. Tras mantenerlas en 1 ml de nueva
solucion de destefiido 10 min se agita en vortex. Repetimos 3
veces, quitando el liquido cada vez. A los fragmemos‘ de la
banda afadimos 100 pl de amonio 100 mM, y con agitacién,
quitamos el sobrenadante y se deshidratan afnadiéndole 100 yl
de acetonitrilo. Repetimos este proceso dos veces. Se elimina la
fase liquida, y los trozos de gel se pasan a un tubos de 0,25 mly
se secan por completo en una centrifuga de vacio. A
continuacion se procede a la reaccién de reduccion vy
alquilacion. Se sumergen los trozos de gel en 100 ul de solucidn
de DTT y se incuba durante una hora a 60°C. Se quita la
solucion de DTT y se aflade 100 pl de la solucion de IAM,
incubandose en oscuridad y a temperatura ambiente durante 45
min. Quitamos la solucién de 1AM y afiadimos 100 ul de solucién
de NH4HCO3 100 mM y agitamos, manteniendo el gel en esta
solucion durante 10 min. Lo quitamos y afiadimos 100 ul de
acetonitrilo y agitamos nuevamente, incubamos durante 10 min.
Repetimos 2 veces este proceso.

Secamos a vacio el gel, y procedemos a la digestion con
tripsina. Para ello se anaden 50 ul de solucién de tripsina a 4°C
e incubamos durante 45-60 min en bafio con hielo, permitiendo
actuar a la proteasa (tripsina) dentro del gel y minimizando asi el
proceso de autodigestion. Quitamos la sclucién de digestién y
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afadimos 25 ul de solucién de NHsHCO; 20 mM, sin enzima. El
proceso de digestion se deja actuar toda la noche a una
temperatura de 37°C. y a continuacion centrifugamos durante 1
min. y sonicamos durante 15 min. Recolectamos el liquido de
digestion. Los péptidos se eluyen del gel sumergiendo
alternativamente el gel tres veces durante 10 min cada vez en
100 pl acido férmico al 5% (hinchado del gel) y cuatro veces (10
min cada vez) en 100 ul de acetonitrilo (exprimido del gel),
recogiendo todas las fases liquidas por centrifugacion vy
secandolas en la centrifuga de vacio.

Eliminacion de sales

Se secan los sobrenadantes que contienen los péptidos
tripticos. A continuacion anadimos una solucion de acetonitrilo al
5% vy acido férmico al 0,1%.

Hacemos pasar esta solucidn por una columna de
intercambio i6nico Spincolumn™ {Con’t, Harverd Apparatus,
G50-C18) previamente compactada con 100 yl de disolvente A
{Acetonitrilo al 80% y acido formico al 0,1%). Una vez anadidos
fos 100 pl se centrifuga 4 min a 3100 rpm, repitiendo este
proceso tres veces. Equilibramos con 100 pl de disolvente B
{(Acetonitrilo al 5% y acido formico al 0,1%). Centrifugamos 4 min
a 3100 rpm Este proceso lo repetimos dos veces mas. Tras el
equilibrado de la columna anadimos la solucién con la muestra y
pasamos a recolectar el liquido eluido con 100 yi de solucién B.

Este proceso lo repetimos tres veces.
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Obtencién de espectros
Los espectros se han obtenido en un espectrémetro de

masas Q-TRAP LC/MS/MS (Applied Biosystems, USA). Fuente
de iones Flow Nanospray. con nanoHPLC (Sistema LC-Packings
UltiMate Integrated System), Autosampler (Famos Carousel) y
Software: Analyst®v. 1.4 (Applied Biosystems).

Los disolventes utilizados para el sistema nanoHPLC
acoplado al espectrémetro de masas han sido: Solucién A
(Acetonitrilo al 95% y acido férmico al 0,1%) y Solucién B
{Acetonitrilo al 5% y acido férmico al 0,1 %) con un gradiente
lineal.

El espectrometro de masas se ha utilizado en el modo
Basic LCMS. Hemos usado un calibrador interno: [Glul}-Fibrino
péptido B (humano) (Glufib) y como estandar citocromo C. La
intesidad de iones ha sido >107 y con un voltaje de 1600 vol. y
“courtain gas” de 10 a 20 unidades. La inyeccién ha sido de 1 yl
y el flujo se ha mantenido a 0,20 ul/min. Se usé una nano
columna PepMap™ 100 C18, 3um,100A de 15cm de largo (LC-
Packings, USA). Cada espectro se obtiene a partir de la
acumulacion de los resultados obtenidos de unos 100 espectros.
La calibracién se ha realizado utilizando, como estandar interno,
un péptido, perfectamente conocido, Glufib. (7859 Da) y
Citocromo C (12384 Da) como control. Los datos se procesaran
mediante el programa informatico Analyst® v1.4 proporcionado
por el fabricante del espectrometro.
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Analisis  de  los  espectros  mediante  ayudas

o

bioinformaticas.

La identificacion de las proteinas a partir del espectro de
los péptidos tripticos se ha llevado acabo, fundamentaimente,
con el programa Mascot Software (Matrix Science Ltd.)
complementado con las ayudas bioinformaticas ProFound y
PeptideSearch.

Una vez que se ha encontrado una proteina, los datos
experimentales se han comparado con los péptidos obtenidos
en la digestion “in silicon” de la secuencia de dicha proteina. Si

no se encuentra se desechan estos resultados.

6.3.3. Analisis de las bandas oxidadas

Los geles y las membranas se han analizado con un
densitémetro GS-800 (Bio-Rad). Los pesos moleculares
aproximados de las proteinas oxidadas se han determinado a
partir de la movilidad electroforética (Meicror): 10g PM -2>Maictror.

Una vez identificada la banda oxidada, en el gel de azul
de Coomassie, ésta corta y se procede a su digestion in ge/
como se ha descrito en el apartado anterior, y a la preparacion
de los péptidos tripticos para la inyeccién en el espectrémetro de
masas, previo tratamiento con columnas Spincolumn™ para
quitar las sales. La inyeccién en el sistema nLC-MS/MS se ha
realizado utilizando un sistema de nanoHPLC equipado con una
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nanocolumna Columna C18 PepMap™100 3um,100A (LC-
Packings, USA) acoplado a una fuente de electrospray. El
procedimiento posterior es semejante al descrito mas arriba.

7. TECNICAS INMUNOLOGICAS

7.1. Generacién de anticuerpos

Con el fin de poder detectar especificamente la presencia
de la enzima GAP y semi-cuantificar la cantidad de proteina que
se corresponde con esta enzima, se ha procedido a la obtencion
de anticuerpos especificos contra esta proteina.

7.1.1. Seleccién de un péptido inmunogénico

El conocimiento de la secuencia aminoacidica de la
enzima GAP, obtenida de la base de datos de Swiss-Prot
{servidor hiip:

/us expasy.org/sprot! ), nos permite la seleccién y

sintesis de péptidos especificos de la enzima. Esto se ha
realizado mediante el uso del programa informatico
ANTHEPROT (ANalyse THE PROTeins) (hitp/antheprot-
pbilibcp fr/), el cual nos permite comparar las secuencias y
seleccionar el péptido mas antigénico y especifico.

Para la elecciéon de un péptido debemos tener en cuenta
los siguientes criterios (Niman y col., 1983):

-L.a secuencia debe ser especifica de la proteina
-La secuencia elegida debe estar accesible al medio
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-El peptido debe ser antigénico, es decir, debe provocar
una respuesta inmunitaria. Esto a priori no lo podemos saber,
pero como norma general:

-Una secuencia hidrofilica es mas antigenica que una
hidrofobica, probablemente por problemas de reconocimiento
por linfocitos B.

-Los péptidos de masa molecular menor a 10 kDa deben
ser acoplados a una proteina (carrier), ya que pueden carecer
de algun sitio de union que sea necesario para la produccion de
anticuerpos.

-Los epitopos deben estar accesibles al medio para ser
reconocidos. Parece ser que aquellas regiones de una proteina
sin estructura definida son buenos inmunodgenos. Se piensa que
el aumento de la movilidad de la region incrementa su
antigenicidad.

Secuencia empleada para el disefio de anticuerpos especificos
contra de GAP:

MMRLRGSGMLRDLLLRSPAGYSATLRRAQPLVTLCRRPRGGG
RPAAGPAAAARLHPWWGGGGWPAEPLARGLSSSPSEILQELGK
GSTHPQPGVSPPAAPAAPGPKDGPGETDAFGNSEGKELVASGE
NKIKQGLLPSLEDLLFYTIAEGQEKIPVHKFITALKSTGLRTSDPR
LKECMDMLRLTLOQTTSDGVMLDKDLFKKCVQSNIVLLTQAFRR
KEVIPDEMSFTSHIDELYESAKKQSGGKVADYIPQLAKFSPDLW
GVSVCTVDGQRHSTGDTKVPFCLQSCVKPLKYAIAVNDLGTEY
VHRYVGKEPSGLRFNKLFLNEDDKPHNPMVNAGAIVVTSLIKQ
GVNNAEKFDYVMQFLNKMAGNEY VGFSNATFQSERESGDRNF
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AIGYYLKEKKCFPEGTDMVGILDFYFQLCSIEVTCESASVMAAT

GLPAKSGVAGGILLVVPNVMGMMCWSPPLDKMGNSVKGIHFC
HDLVSLCNFHNYDNLRHFAKKLDPRREGGDQRVKSVINLLFAA
YTGDVSALRRFALSAMDMEQRDYDSRTALHVAAAEGHVEVYV
KFLLEACKVNPFPKDRWNNTPMDEALHFGHHDVFKILQEYQV
QYTPQGDSDNGKENQTVHKNLDGLL

7.1.2. Sintesis del péptido

El péptido fue sintetizado por Neosystem Laboratorie
(Francia), con una cisteina adicional en el extremo amino para
su acoplamiento con el carrier. La pureza del péptido fue
analizada por HPLC en los laboratorios Neosystem y por nuestro
laboratorio por espectometria de masas (MALDI-TOFF).

7.1.3. Acoplamiento del péptido a KLH.

Los péptidos, debido a su pequefo tamafio, no son
antigénicos, por lo que suele ser necesario su unidén a una
proteina transportadora (carrier). Entre las mas utilizadas figuran
la hemocianina de lapa (Liu y col.,, 2004) (Keyhole Limpet
Hemocyanin, KLH, Boehringer Mannheim), seroalbumina bovina
y ovoalbumina. Seleccionamos la KLH que presenta varias
ventajas con respecto a las otras dos, como son su alto peso
molecular, 450 kD, y su origen no mamifero, que la convierten
en altamente antigenica.

La KLH usada es reactiva a grupos sulfhidrilos (SH)
debido a su activacidon con el reactivo heterobifuncional m-
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meleimidobenzoil-N-hidrosuccinimida, con lo que, para acoplaria
al péptido, es necesario que éste tenga un grupo SH y por ello el
péptido se sintetizé con una cisteina en su extremo amino (no
en su extremo carboxilo porque en este caso éste es el extremo
antigénico que debe quedar en contacto con el medio). Los
grupos SH de la cisteina reaccionan con el complejo KLH-
maleimidato formando un enlace tioeter segun el esquema
mostrado en la Figura-M15,

o
. 2 !
&
M
£

9

@\/\ /}\.//\\/\\/ )
by
2

O

Figura-M15. Esquema del acoplamiento entre el péptido y la KLH. La
reaccion se ve favorecida a pH 7

Para acoplar el péptido a la KLH activada lo
resuspendemos en agua destilada y de este cogemos 10 mg,
que lo llevamos a un volumen de 1.5 ml con tampén fosfato
monopotasico 0.1 M, pH 7. El péptido restante lo conservamos a
-80°C, y lo utilizamos para la sintesis de columnas de péptidos
para la purificacién del anticuerpo en cuestion. Estos 10 mg de
péptido lo mezclamos con 10 mg de KLH activada, disuelta en 1
ml de agua destilada, y la reaccién la dejamos 3 horas a

temperatura ambiente, E! péptido acopladc a la KLH o
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alicuteamos y almacenamos a -80°C. El rendimiento se encontrd
entre un 95-100%. Una vez conocido el rendimiento de la
reaccion se realizan alicuotas de 200 ug. que se congelan a —

80° hasta su uso.

7.1.4. Inmunizacién en conejos

En la obtencidn de anticuerpos policlonales se usaron dos
conejos machos recién destetados (New Zealand White),
mantenidos en instalaciones propias de la Universidad de Sevilla
(Espartinas). Tras un periodo de aclimatizacion de 20 dias en el
animalario, se obtiene un suero preinmune de unos 5 mly se
procede a la inmunizacion con 200 pg de péptido, unido a KLH,
emulsionado con un adyuvante completo de Freund (1:2, viv).
La inmunizacion se realiza, mediante inyecciones subcutaneas a
lo largo de la columna vertebral con cinco inyecciones a cada
fado. Es muy importante no inocular todo el volumen en una
unica inyeccion ya que puede producir granulomas en el animal.

Tras veinte dias de la primera inmunizacion, se inyecta
nuevamente la misma cantidad de péptido emulsionada en
coadyuvante incompleto de Freund (1:1, v/v). El primer suero se
obtiene a los 10 dias después de la segunda inmunizacion v,
posteriormente, diez dias después de cada inmunizacion. De
cada conejo inmunizado se obtuvo un volumen final entre 70-
100 ml de suero.
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7.1.5. Purificacion de los anticuerpos:

A partir del suero, por precipitacién con sulfato amonico al
40%, se ha obtenido una fraccidbn enriquecida en
inmunoglobulinas que contiene los anticuerpos contra la GAP.
La presencia de dichos anticuerpos se confirma mediante un

Dot-blot utilizando los péptidos sintetizados como antigenos.

7.2. Titulacién del anticuerpo: Analisis por DOT-BLOT

Para determinar la positividad y especificidad de los
anticuerpos v la sensibilidad de estos a diferentes
concentraciones del péptido se ha procedido a la titulacion de
los mismos por Dot-blot.

Inmovilizacion del péptido a 1a nitrocelulosa

Cortar varias tiras de nitrocelulosa y depositarla sobre un
papel de filtro. Sefalar cuatro circulos y afadir en cada uno de
los circulos distintas concentraciones del péptido antigeno
especifico de la isoforma GAP de intestino, (1ug, 0,1ug, 0,01ug)
y en uno de ellos ponemos un antigeno distinto como control
negativo. Dejar secar.

Incubacion con el anticuerpo
Colocar el anticuerpo utilizando una dilucién 1:1000 en

cada circulo. Se deja en incubacion durante toda la noche a 4°C.
Todas las diluciones del anticuerpo se realizan en TPBS con un
2% de leche desnatada, junto con un 1% de suero preinmune de

conejo, con el objetivo de bloquear los posibles sitios no
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especificos de la membrana de nitrocelulosa. Lavamos 4 veces
5 minutos con TPBS Incubamos durante 2-3 h a temperatura
ambiente en agitacion.

Lavado

Transferir las tiras a un vaso de precipitado con 50 ml de
PBS-Tween 20. Incubar 5 minutos. Descartar el medio y repetir
el proceso. Para la deteccidn del complejo antigeno-anticuerpo
se realiza el revelado con Diaminobencidina (DAB) que se

describe posteriormente.

7.3. Inmunodeteccion de proteinas: Western Blot
{Inmunoblot)
Enla Figura-M16 se muestran, esquematicamente, los

principales pasos a seguir para la inmunodeteccion de
proteinas:

e e

S

Figura-M16. Representacion esquemética del Western Blot
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Se han utilizado enterocitos de ratas control, ratas con
anastomosis porto-cava (modelo de encefalopatia hepatica),
asi como ratas sometidas a las mismas condiciones de la
intervencién quirtrgica pero en las que no se realiza la
anastomosis (Sham). La preparacién de las muestras de
enterocitos de ratas y la purificacion y aislamiento de las
mitocondrias se lleva a cabo tal cono se ha descrito
previamente.

Después de la electroforesis de la muestra en geles de
poliarilamida-SDS, procedemos a la transferencia de las
proteinas a membranas de nitrocelulosa de 0.45 um de
tamafio de poro (Hybond-C extra, Amersham®-Pharmacia),
segun é% metodo de Towbin (Towbin J. y col, 1879). En la
Figura-M17 se muestran el orden de colocacion del gel y de la
nitrocelulosa. Posteriormente, para comprobar la calidad de la
transferencia y localizar los carriles donde se ha transferido la
proteina, tefiimos la membrana con rojo Ponceau S (Sigma, P-
3504), ya que esta solucién nos permite tefir temporalmente
las proteinas trasferidas y luego se elimina facilmente con 3
lavados en TPBS (NaCl 140 mM, HPOsNa; 10 mM y Tween
0.1% (p/v), pH 7.4). La superficie de membrana no ocupada
por proteinas se bloguea con leche desnatada (BioRad) para
evitar la unién no especifica de los anticuerpos. Dejamos el
bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente, en leche al
5% {p/v) en TPBS.
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La incubacidn de la membrana con el anticuerpo primario
se mantiene toda la noche a 4°C. La dilucién del anticuerpo
(suero, purificado o anticuerpo comercial) varia en cada caso
(para detecciéon de grupos carbonilo ¢ para la deteccion de la
glutaminasa) y se realiza en leche al 2% en TPBS.

A continuacion, después de incubar la membrana con el
anticuerpo primario, le damos 3 lavados de 5 minutos cada
unc en TPBS e incubamos con el anticuerpo secundario

durante 1 hora a temperatura ambiente.

Realizamos la deteccion de la actividad de la enzima

peroxidasa con dos métodos:

- Método quimioluminiscente. Usamos el reactivo ECL +
Plus Amersham®-Pharmacia, (referencia RPN 2132) y la
luminiscencia se detecta mediante la impresion de peliculas
Kodak X-OMAT. Las imagenes obtenidas se digitalizan
mediante un densitémetro calibrado GS-800 y el programa
Quantity One (BIORAD).
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Figura M17. Esquema de orden de preparacion de Westemn-
Blot. Tranferimos durante 2.5 horas a 300 mA y a una
temperatura de 4°C.

- Método de revelado con diaminobencidina. La enzima
peroxidasa, con la que estan marcados los anticuerpos
secundarios, en presencia de perdxido de hidrogeno (H.0;),
cataliza la polimerizacidon oxidativa de la diaminobenzidina
(DAB) y da lugar a un producto final insoluble que origina un
precipitado marrén. Se puede intensificar la reaccion afiadiendo
iones de Cobalto o de Niquel, que provocan un cambio de color
del precipitado de marron a gris-negro. La reaccién es muy
rapida y es facil que se desarrolle en exceso provocando un
elevado “background” (ruido de fondo) en el filtro. La DAB es
una molécula de accidn carcinogénica y es necesario tomar

precauciones para su manipulacion.

Se preincuba la membrana a temperatura ambiente en el
tampdn de preincubacién (se afiade lentamente, con agitacién
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suave, 3 mi de una solucién al 1% de niquel y 1% de cobalto
sobre 100 mi de la solucion de DAB en fosfato 50mM, pH 7,5)
durante 5 minutos. Desarrollamos la reaccion enzimatica con el
tampon de incubacion (H;0, al 30%) hasta que se aprecien las
bandas de GAP o los grupos carbonilo por precipitacion del
polimero de DAB oxidada. Este procedimiento hay que llevarlo a
cabo en campana de flujo laminar evitando aspirar la DAB
(cancerigena). Lavar varias veces los filtros con tampon buffer
fosfato. Lavar con agua destilada y si queremos que el marcaje
sea visible durante mucho tiempo tendremos que fijar los filtros
con tetradxido de Osmio (0,1% Os04 en H,0).

Se revelaron todas las membranas preferentemente con
diaminobencidina y sblo se utilizé el revelado por
quimioluminiscencia cuando se hizo necesario por la falta de
sensibilidad.

7.4. Determinaciéon de la oxidaciéon proteica por la
cuantificacion de grupos carbonilo

Los grupos carbonilos de las proteinas se han
cuantificados mediante reaccion con el 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH) segun el protocoio de Levine (Levine y col., 1994).

El perfi de proteinas oxidadas (carbonizadas) se ha
realizado segun el método de inmunoensayo {Levine y col.,
1994; Bautista y col, 1998). Alicuctas de las muestras
anteriormente preparadas se han disuelto en SDS al 24% (p/AV) y
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mezclado con un volumen igual de solucién de DNPH, para que
reaccionen los grupos carbonilos, incubandose a temperatura
ambiente. La solucién se ha neutralizado y preparado para
cargar traténdolas con SDS al 1%, Tris/HCI 2M, glicerol al 30%
(viv) v B- mercaptoetanol al 15%. Las muestras se han
separado por electroforesis en geles de PAGE-SDS al 12% vy
postriormente se han transferido las proteinas a una membrana

de nitrocelulosa.

Tras la transferencia se tine con 1mi de Rojo Ponceau
para comprobar que se han transferido. Posteriormente se

destifie por sucesivos lavados.

i_aé membranas se han incubado con un anticuerpo anti-
DNPH de ratén en una diluciéon de 1:100 durante toda la noche a
4°C. Después de un lavado amplio, las membranas se han
incubado con un segundo anticuerpos anti-ratén obtenido en
conejo, conjugado con peroxidasa (Boehringer Manheim) en una
dilucién de 1:8000 durante dos horas y se lavé con tampon
saturado. La oxidacion de las proteinas se ha detectado por su
revelado con diaminobencidina o por revelado con
quimioluminiscencia (Kit de Boehringer Mannheim} si se

necesitdo mas sensibilidad.
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8. EQUIPOS UTILIZADOS

Espectrofotémetro: Espectrofotémetro UV/Visible Ultrospec 2100

Pro (Amersham Biosciences).

pHmetro: Crison  MicropH-2000 (Crison Instruments S.A,,

Barcelona) de electrodo combinado.

Biogue de calentamiento: Reacti-Therm™ Heating Module
(PIERCE).

Cromatografos:

1} Sistema de HPLC (Waters, Milford, MA, USA), constituido por
un detector de UV. W 2487, un detector de fluorescencia
Waters™ 474, un sistema de bombas “multisolvente” Waters™
600 Pump controlado por el programa Millennium™ y Empower.

i) Sistema LC-Packings UltiMate Integrated System acoplado a
detector de masas. Sistema Q-TRAP LC/MS/MS (Applied
Biosystems, USA).

Electroforesis: Sistema de electroforesis Miniprotean-2 (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA), XCell SurelLock (Invitrogen) para la

realizacion de electroforesis y para western.

Los equipos y materiales utilizados en la tincion de los
geles: Shaker (3018) (Gesellschaft fir Labor mbH) Plastic
troughs (bottom 30*40 cm) (Brukle-Labo-Plast) Drying/vacuum
incubator (type UL-60) (Memmert) water-saving vacuum pump
(type TOM JET 1/A4) (Genser Wissenschaftliche Apparate)
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water-jet vacuum pump (Th. Séller) Cellophane (Gehring &
Neidweiser GmbH & Co).

Liofilizador: Telstar modelo Cryodos (Telstar, Espana).

Medida de Actividad Enzimatica: Detector de Microplaca Modelo
680 (BIORAD)

Espectrometria de masas;

Preparacion de muestras: skin-biopsy punch (various diameters)
(Stiefel). Centrifuga de wvacio (Speedvac) (PLCT 60-E)
(Heraeus), Incubador (PersonalHyb) (Stratagene), Agitador
(AVM) (E™ Jean Robin).

Sistema Q-TRAP LC/MS/MS. Fuente de iones Flow Nanospray.
nanoHPLC con Autosampler (Fames Carousel). Columna C18
PepMap™100 3um,100A (LC-Packings, USA). Software:
Analyst® v 14,

Sistema MADI-TOF (TOFSPEC, Micromass)

9. PROCEDENCIA DE COMPUESTOS QUIMICOS Y
BIOQUIMICOS

Todos los reactivos y materiales utilizados han sido de
calidad analitica, de las siguientes empresas: Sigma-Aldrich,
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Bio-Rad, Amersaham-Biosciences, Invitrogen, Dako-Cytomation,
Waters, Epppendorf, Beckam.

Detalles especificos scbre cada uno de ellos se han
indicado en el correspondiente apartado.

10. ANALISIS ESTADISTICO

Se ha usado el test exacto de Fisher o test de Chi-

cuadrado para comparar variables cualitativas.

Las comparaciones entre actividad glutaminasa vy
contenido proteico, asi como las demas variables
cuantitativas, se han realizado mediante el calculo del
coeficiente de correlacion de Spearman. La importancia de la
asociacion entre variables cuantitativas se valoré mediante la
significacion estadistica y la observacion de la distribucion de
puntos en la grafica. Para el andlisis de la influencia de
variables dicotdmicas como DPC: si 0 no; o tratamiento: si 0
no, con variables cuantitativas se realizd un test de U-Mann-
Whitney o test de t-student segun la distribucion normal de las
variables valorado por el test de Kolgomoro-Smirmov. Las
variables analizadas en di?eren}tes momentos en todos los
animales, como el peso, se analizé utilizando la t-student para
datos pareados. Para el andlisis multivariante utilizamos una
regresion logistica hacia atras (Backward LR).
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Los valores de probabilidad (p) que se han considerado
con significacién estadistica para todos los test aplicados ha
sido p £ 0,05.

Los datos se han presentado como el valor de la media

+ la desviacion estandar.

Para el analisis estadistico y la generacion de las
graficas se ha empleado el programa SPSS 8.0 y SPSS 14.0
(spss, Chicago, IL} y Excel para Windows (Microsoft).
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Resultados

1. INFLUENCIA DE LA DERIVACION PORTO-CAVA

SOBRE EL PESO

En la Figura-R1 se muestran los pesos de los animales
usados en nuestro estudio. Los animales (ratas controles, sin
operar y operadas o sham, y ratas con DPC) se han pesado al
inicio del estudio, asi como a las cuatro semanas. Como se
puede observar, en ratas control sin operar el peso al inicio del
estudio fue de 300,2463,8 g y 386,9 +46,3 g al finalizar el
mismo; en las ratas control operadas o sham, el peso antes de
la intervencion fue de 338,2470,2 g y al final del estudio pesaron
389,9+48,1 g, mientras que en los animales con DPC el peso
antes de la operacion fue de 343,3+67,5 g y de 303,3+£ 42,0 g al
finalizar el estudio.
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Figura-R1. Peso de los animales en gramos, al iniciar y al finalizar
el estudio. En ratas control sin operar, ratas control operadas o sham,
y ratas con DPC.

£n la Figura-R2 se muestran las variaciones de pesos de
24 animales (8 animales por grupo) semana a semana. kn este
caso, los resultados han sido: a) Animales control sin operar:
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301,6467,6 g al inicio del estudio, 313,4+£72.8 ¢g a la semana
desde el comienzo del estudio, 349,2+58,7 g a las 2 semanas,
368,1+56,5 g a las tres semanas y 3870542 g tras la
finalizacion del estudio. b} Animales control operados o sham:
297.1452,9 g al inicio del estudio, 317,4+47.9 g a la semana de
la intervencion, 343,0444,6 g a las 2 semanas, 369,0¢53,5 g a
las tres semanas y 374,8+42,0 g tras la finalizacion del estudio.
¢) Animales con DPC: 315,1#64,1 g al inicio del estudio,
303,7+54,4 g a la semana de la intervencion, 293,1251,1 g a las
2 semanas, 291,0449.7 g a las tres semanas y 288,7249,00 g
tras la finalizacion del estudio.
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Figura-R2. Variacién ponderal semana a semana en los tres
grupos de estudio. Valores de los pesos expresados en gramos.

En la Figura-R3 se muestra el incremento del peso del
animal (>0) o la perdida de peso (<0} en los tres grupos, semana
a semana, para un total de 24 ratas (8 animales por grupo).
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80oPC
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Figura-R3. Diferencia de peso en ratas control sin operar y
operadas o sham y ratas con DPC, semana a semana. (La

diferencia esta expresada en gramos).

En la Figura-R4 se muestra el incremento (>0) o la
pérdida de pesoc (<0) total, tras la cuatro semanas de estudio
(diferencias entre el peso al inicio y al final del estudio), para los
tres grupos y un total de 24 animales.

Estos resultados ponen claramente de manifiesto que
mientras los animales controles sin operar y operados o sham
muestran un incremento uniforme de peso, en el caso de los
animales con DPC lo que se observa es una disminucion
uniforme del peso, si bien tras la segunda semana esta pérdida
tiende a estabilizarse, manteniendo los animales su peso.
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Figura-R4, Diferencia de peso total en ratas controles sin operar y
operadas o sham y ratas con DPC. (La diferencia esta expresada en

gramos).

2. INFLUENCIA DE LA DERIVACION PORTO-CAVA EN
LA PRODUCCION DE AMONIO
El amonio, como principal agente causante de la
encefalopatia hepética, se ha medido tanto en sangre como en

diferentes tejidos: intestino, rifidn, masculo y cerebro.

2.1. Medida de amonio en sangre.

Como un control positivo, de que las ratas estudiadas
estan en una situacion de encefalopatia hepatica, se ha medido
el nivel de amonio en sangre. La determinacion de amonio se
ha llevado a cabo tal y como se describe en el apartado 5.1 de
Materiales y Metodos.
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Los niveles de amonio se han medido en suero, obtenido
con EDTA, en plasma y en suero desproteinizado por
precipitacion con TCA al 10%. En las Tablas-R1, -R2 y -R3 se
muestran los resultados obtenidos para la medida de estos

niveles en 9 ratas control sin operar, 8 ratas control operadas o

sham y 10 ratas con DPC.

Niveles de amonio en pg/dl

Animal Suero Plasma TCA 10%
Co n.d. 83,0 78,7
C1 2450 1992 176.0
C2 227 1 173,5 158,2
C3 119,0 100,1 90,3
C4 2194 190,3 148,3
C5 186,0 109,8 66,0
C6 151,2 111,2 62,3
C7 189,2 1161 1021
C8 257,0 108,1 110,0
Valor }
medio 199,1244,2 | 132,4440,6 | 110,2438,1

Tabla-R1. Niveles de amonio en sangre de ratas controles sin operar.

Niveles de amonio en pg/dl

Animal Suero Plasma | TCA 10%
S1 187,2 167,5 138,3
S2 277 1 183.0 1480
S3 n.d. 1041 86,4

&4 178.0 138,4 110,0
S5 2231 164,9 134,2
S6 216,3 162,2 1289
S7 170,5 120.3 82,7

S8 180,2 124 1 102,3
Valor

medio 204,61434,8 | 144,3125.1 | 116,3223,0

Tabla-R2. Niveles de amonio en sangre de ratas operadas, sham.
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Niveles de amonio en pg/di

Animal Suero Plasma TCA 10%
A1 850,1 573,2 460,9
A3 776,7 480,9 306,1
A5 8141 6354 520,5
A7 544.3 4073 4021
A9 397,5 262,9 2401
A12 4895 301,2 2803
Al4 453,0 3220 304.4
A16 798,2 560,2 486.,8
A17 787 1 546,0 440.3
A18 7914 608,2 487.0
Vaig}“ 670,2+167,1 | 469,6+130,0 392,84£96,1
medio

Tabla-R3. Niveles de amonio en sangre de ratas con DPC.

Los valores obtenidos en suero han sido: 199,144 .6
ug/di en el grupo de los controles no operados, 204,6£34,8 ug/dl
en el grupo de las ratas controles operadas o sham y de
670,2+167,1 ug/d! en el grupo de ratas con DPC.

Los valores obtenidos en plasma han sido: 132,4£40,6
ug/dt en el grupo de controles no operados, 144,3£25,1 pg/dl en
el grupo de las ratas controles operadas o sham, y de 4696+
130,0 pg/d! en el grupo de las ratas con DPC.

Los valores obtenidos en sangre desproteinizada con
TCA al 10% han sido: 110,2+38,1 ug/dl en el grupo de controles
no operados, 116,3£23,2 ng/dl en el grupo de las ratas controles
operadas o sham y 393,8496,1 ug/dl en el grupo de ratas con
DPC.
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Los wvalores medios + DE de las diferentes
concentraciones de amonio en sangre, determinado mediante

los tres métodos indicados, se muestran en la Figura-R5.
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Figura-R5. Niveles de amonio en sangre. Medidas realizadas en
suero con EDTA, plasma y suero desproteinizado con TCA al 10%.

Como puede observarse, independientemente del método
utilizado, las diferencias entre los valores obtenidos para ratas
controles {(controles no operados y operados o sham) y ratas
con DPC son estadisticamente significativos, con un valor de p €
0.001, en ambos casos. Sin embargo, no existe diferencia
estadisticamente significativa entre los valores obtenidos para
las ratas controles operadas o sham y las controles no
operadas, lo que nos estd indicando que la hiperamonemia es
debido a la DPC (ratas con EH).
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A partir de estos resultados, también, se puede observar
que los tres métodos se correlacionaban  estadisticamente
mediante un analisis bivariables (Correlacion de Pearson).

2.2. Medida de amonio en tejidos.
Los niveles de amonio también se han medido en

diferentes tejidos: intestino, rifidn, higado, musculo y cerebro.

En las Tablas -R4, -RS5, y -R6 se muestran los resultados
obtenidos al medir los niveles de amonio en higado, musculo,
cerebro, rifidn e intestino, en ratas controles sin operar vy

operadas o sham y ratas con DPC, respectivamente.

En ia Tabla-R7 se muestran de manera resumida los
resultados anteriormente expuestos. Como puede observarse,
practicamente en todos los tejidos estudiados, saivo en el
musculo, la concentracion de amonio estd mas elevada en los
animales con DPC que en los grupos controles (ratas sin operar
y ratas operadas o sham).

En el higado los niveles de amonio en ratas con DPC son
de 3,02+0,38 pmoles/g de tejido, frente a los 2,02+£0,30
umoles/g de tejido y 2,14+0,30 gmaiésfg de tejido observados
tanto en ratas sin operar como en ratas operadas o sham, o
cual podria interpretarse como una acumulacion de este

metabolito en este tejido debido a su mal funcionamiento.
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Amonio en ymol/g de tejido

Animal Higado | Musculo | Cdrtex C;?;aar;g;ieo: Cerebelo hfqidn'ﬁf ngﬁa Heon Duodeno
S1 2,03 1,79 0,76 0,54 0,862 4,96 2,83 2,25 1,73
s 2,74 1,93 0,61 0,39 (.29 4,12 3,40 1,63 1,38
83 1.91 0,95 0,51 0.67 0,37 4,73 391 2,34 2,42
s4 2,19 1.73 0,37 0,65 0,40 3,59 4,31 1,61 1,90
S5 2,25 2,65 0.62 0,45 0,30 4,08 3,90 2,24 2,14
36 2,35 1,47 0,47 0,57 0,40 3,99 4,18 1.51 1,87
57 1,77 2,67 0,43 0,43 0,24 4,63 4,87 1,62 2,27
S8 1.85 1,41 0,65 0,46 0,42 3,98 3,85 1,56 1,49
K:;g; o 2,14£0,30 | 1,8140,54 | 0,5520,12 | 0,52$0,10 | 0,39+0,10 | 4,2610,43 | 3,91%0,57 | 1,83%0,35 | 1,91£0,35

Tabla-R5. Niveles de amonio en ymol/g de tejido en ratas controles operadas o sham.




Amonio en pmollg de tejido

Ganglios

Méduia

Corteza

Animal Higado | Musculo Cortex basales Cerebelo Renal Renal leon Duodeno
A1 n.d. 3,01 1,77 2,21 2.81 5,80 7.14 2,38 4,26
A3 2,77 1.41 1,74 1.34 89 5,57 7,26 1.26 2,08
AS 3.28 1,07 1,95 37 31 5,32 6,02 2,23 2,76
A7 2,79 2,19 1.47 1.77 1.32 4,80 5,36 2.29 4,58
AG 3,69 2,46 1,71 53 86 5,01 535 1,22 3,31

A12 2,58 1,68 2,51 1,18 85 4,50 4,76 1.16 4,43

A4 2,72 1.89 1,76 147 1,16 3,65 3,61 2,19 415

A16 3,34 2,08 2,32 1,52 1,09 5,16 549 2,24 3,57
z;gz; 3,0240,38 | 1,9740,57 | 1,9040,32 | 1,2620,57 | 1,17+0,68 | 4,9910,65 | 5,62+1,12 | 1,87£0,51 | 3,6440,83

Tabla-Ré. Niveles de amonio en ymol/g de tejido en ratas con DPC.




Amonio en pmol/g de tejido

Ganglios

Médula

Corteza

Animal | Higado Muasculo Cortex basales Cerebelo Renal Renal lleon Duodeno
c1 n.d. n.d. 0,58 047 0,45 4,97 4,086 2,09 2,59
c2 2,15 1,87 0,49 0.51 0,31 5,16 3,87 1.31 2,39
C3 1,94 0,99 0,57 0,42 0,31 3,02 4,02 1.14 213
C4 1,46 1,90 0.56 0,59 0,50 3,51 4,18 217 1.86
C5 2,086 1,93 0,41 0.44 0.44 4,32 4,26 2,11 1,08
C6 2,53 1,37 0,57 0,48 0,30 4,99 4,01 1,15 1,73
c7 2,16 1,31 0,38 042 0.35 3,53 3,34 1,58 1,90
Cc8 1,84 1,75 0,47 0,31 0,28 5,09 3.90 1.47 2,25
:::;:go 2,0210,30 | 1,59120,33 | 0,50%0,07 | 0,45%0,07 | 0,3620,08 | 4,32+0,80 | 3,9520,26 | 1,63%0,41 | 1,992044

Tabla-R4. Niveles de amonio en ymol/g de tejido en ratas controles no operadas.




Resultados

Control
Control sin | operado o | Ratas con
operar Sham ppe

Higado 2,0240,30 | 2.14:0,30 | 3.02+0,38
Muasculo 159£0,33 | 1,8140.54 | 1,9740,57
Cerebro:

Cortex 0,5040,07 | 055:0,12 | 1,32:0,32"

Ganglios 0,45+0,07 | 0524010 | 1,2630,57
basal. 0.36+0,08 | 039+010 | 1,17068

Cerebelo
Rifion:

Médula 4,32+0,80 | 4261043 | 4,99:0,65

Corteza 3.95+0,26 | 3914057 | 56241,12
intestino:

lleon 1,63:0,41 1,83+0,35 | 1,8720,51

Duodeno 1.99+0.44 19814035 | 3,64+0.83

Tabla-R7. Tabla resumen de los niveles de amonio en diferentes

tejidos.

En el musculo los niveles de amonio observados en los
fres grupos de animales estudiados, coniroles sin operar vy
operados o sham y animales con DPC son muy parecidos:
1,59+0,33 umoles/g de tejido, 1,81+0,54 umoles/g de tejido y
1.974+0,57 umoles/g de tejido, respectivamente. Valores para los
cuales el valor de p no es estadisticamente significativo. Esto

podria interpretarse como un indicio de un incremento de la



Resultados

utilizacién del amonio a nivel muscular para hacer frente a los
altos niveles de amonio plasmatico (Miyazaki y col., 2003).

En el cerebro, con el fin de estudiar la sensibilidad al
amonio de este tejido, se ha estudiado la concentracion de
amonio en tres dreas cerebrales distintas: coriex, ganglios
basales y cerebelo.

En el cortex, los niveles de amonio encontrados han sido:
1,9040,32 umoles/g de tejido en ratas con DPC versus
1,0£0.45 umoles/g de tejido en ratas sham y 0.940.22 umoles/g
de tejido en ratas sin operar. Valores para los cuales el valor de
p es estadisticamente significativo {p < 0.05 para las ratas sin
operar frente a las ratas con DPC, y p < 0.05 para las ratas
sham frente a las ratas con DPC).

En los ganglios basales los niveles de amonio
encontrados han sido: 1,2610,60 umoles/g de tejido en ratas con
DPC versus 0.98+0.30 umoles/g de tejido en ratas sham vy
0.85+0.24 umoles/g de tejido en ratas sin operar. Valores para

los cuales el valor de p no es estadisticamente significativo.

En el cerebelo los niveles de amonio encontrados han
sido: 1,17+0,72 pmoles/g de tejido en ratas con DPC versus
0.67+0.33 umoles/g de tejido en ratas sham y 0.7220.27
umoles/g de tejido en ratas sin operar. Valores para los cuales el
valor de p es estadisticamente significativo (p < 0,05).
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En la Figura-R6 se muestra el incremento de la
concentracién de  amonio  expresado en  porcentaje
(considerando el 100% el valor correspondiente a los controles
no operados), para las ratas con DPC frente a las ratas
controles operadas o sham y controles sin operar, en las
diferentes areas cerebrales.

‘Bopc
R’ SHAM
£ CORTROL

coriex ganglios cerabelo
basales

Figura-R6. Representacién de valores medios, en tanto por ciento, de
la cantidad de amonio presente en diferentes areas del cerebro,
considerando el 100% el valor correspondiente a los controles no

operados.

Como puede observarse los niveles de amonio en el
cerebro de las ratas con DPC son claramente mayores que en
las ratas controles operadas o sham y controles sin operar. Esto
es consecuencia de la mayor concentracion plasmatica de
amonio en las ratas con DPC (encefalopatia hepatica).
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Por otra parte, hemos medido el amonio en rifién, tanto
en corteza como en meédula renales. Los valores obtenidos en’
corteza renal para ratas con DPC frente a los obtenidos en
ratas sham y controles sin operar, han sido: 5,62+1,12 umoles/g
de tejido, frente a 3,91+0,57 umoles/g de tejido, y 3.85+0,26
umoles/g de tejido, respectivamente. Las diferencias observadas
entre los animales con DPC y los controles son estadisticamente
significativos (p £ 0,009). Sin embargo, en la médula, no se
observan diferencias estadisticamente significativas para la
concentracion de amonio en ratas con DPC respecto de las
ratas controles (sham y controles sin operar): 4,89+0,65
umoles/g de tejido frente a 4,26+0,23 umoles/g de tejido y

4,32+0,80 umoles/g de tejido, respectivamente (ver Figura-R7).

En intestino, los niveles de amonio se han medido en
ileon y duodeno. De los resultados expuestos se observa que en
ileon no hay diferencia estadistica entre los valores encontrados
en las ratas controles sin operar y sham y las ratas con DPC.
Sin embargo, si se observan diferencias estadisticamente
significativas para los valores obtenidos en duodeno derats con
DPC y los controles (sham y sin operar): 3,64+0,83 umoles/g de
tejido frete a 1,91+0,35 pmoles/g de tejido y 1,99+0,44 pmoles/g
de tejido, respectivamente (ver Figura-R7).
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Figura-R7. Comparacion de los niveles de amonio en diferentes
tejidos de ratas DPC frente a controles. (Valores expresados como
porcentajes respecto a los controles sin operar, a cuyo valor medio se

le ha asignado el valor 100%).

En la Figura-R7 se muestran expresados en porcentaje
(valor medio del control sin operar = 100%) los incrementos de
amonio en los tejidos extra-cerebrales respecto a los controles.

3 INFLUENCIA DE LA DERIVACION PORTO-CAVA EN

EL PERFIL DE AMINOACIDOS EN SANGRE

Ademas de la hiperamonemia, los enfermos con EH se
caracterizan por presentar un aminograma desequilibrado en el
que la concentracion de aminoacidos aromaticos (AAAs: Phe,
Tyr, Trp) estda significativamente elevada, mientras que la
concentracion de aminoacidos ramificados (AARs: Leu, lle, Val)
esta significativamente disminuida (Shawcross y Jalan, 2005).
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Por este motivo hemos medido los niveles de
aminoéacidos plasmaticos en nuestras ratas modelo, con el fin de
ratificar que también cumple esta condicion. En las Tablas -R8,
-R9 y -R10 se muestran los resultados obtenidos para ratas
controles sin operar, operadas o sham y ratas con DPC.

En la Figura-R8 se muestra de una manera grafica el
perfil de los diferentes aminoacidos, expresados en %.

ROPC
B SHAR
STONTROLES

Figura-R8. Perfit de aminoécidos en sangre de ratas con DPC frente

controles sham y controles sin operar,

A partir de estos dailos podemos sacar las siguientes
conclusiones respecto del perfil aminoacidico: i) Salvo para los
aminoéacidos aspartico, glutdmico, metionina, prolina y treonina,
que no muestran diferencias significativas, y la Ser que presenta

147



Muestra | Phe+Trp | Tyr Val | le Leu | Ala Asp | Ber Giu Gin His Arg Thr Pro Met | Lys | AARIAAA
C1 1,45 145 | 383 ¢ 1,73 1 287 1 420 | 842 | 383 1120312652 583 | 790 | 479 |1 420 | 0,88 | 855 2,98
C2 1,93 231 1 497 1 176 | 355 | B52 | BBO | 4488 ;1 784 2162 807 ;| 980 | 525 110,77 ] 113 | 264 2,42
€3 142 233 1332 1 142 1238 1 410 1 829 1 272 1 837 17111831 114471 538 | 511 | 031 | 7.1 1,90
C4 1,39 229 | 332 1 139 1233 | 352 | 1158 442 {1222 21151 807 | 727 | 479 | 7,786 | 0,90 | 832 1,91
cs 1,43 260 [ 3751 228 1 361 1 624 |1 904 | 289§ 881 12044 747 {1018 480 | 707 | 113 1 7,89 2,40
1] 1,22 1,92 1 298 1 136 | 218 { 6,08 | 828 | 2,72 | 837 1171111114 11447 1 838 | 511 | 031 | 7.71 2,08
C7 n.d. nd, n.d. n.d, n.d. n.d, n.d. n.d. n.d, n.d. nd, n.g. g, n.d. n.d. n.d. n.d,
C8 nd, n.4d. n.d. n.d. n.d n.d. n.d. n.d. n.d, nd. n.d. r.d. n.d, n.d. n.d, n.d. n.d.
Vaior 1,47 215 | 3,71 | 166 | 2,84 | 494 | 907 | 3,59 | 994 2066 8,15 | 10,65, 508 | 667 | 0,78 | 7,13 2,28
medio +0,21 | +0,37 | 40,64 | 0,32 | +0.58 | +105 | +1.15 | +0.88 | +1,63 | #3118 | +1.57 | +2,87 | +0,26 | +2.20 | 10,34 | +2,03 0,37

Tabia-R8. Perfil de los diferentes aminodacidos en sangre en animales control sin operar. Los resultados de las

medidas de los aminoacidos estan expresados en %.




Muestra | Phe+Trp | Tyr | Val lie Leu | Ala | Asp | Ser | Glu | Gin | His | Arg | Thr | Pro | Met | Lys | AAR/IAAA
81 1,21 1,99 | 359 | 162 1 288 | 467 | B71 | 322 | 046 12143 684 | 678 | 584 11331 061 | 887 2,53
S2 1.46 145 1 403 | 1,78 308 | 525 | 825 | 379 111,70 2600 | 583 | 7,75 A 463 | 419 | 084 | 822 3,06
83 1.49 1,75 1 350 | 157 | 264 | 506 | 945 | 267 1314 12273 | 805 | 702 | 446 573 | 1,16 | 917 2,38
84 1,29 1,70 1 380 189 289 565 | 855 | 380 | 899 21121743 11184 1 666 | 466 | 094 | 900 2,80
S8 1,24 1,89 1 384 | 154 256 | 584 1 921 | 388 | 1057 1889 817 | 787 | 671 | 654 | 0,61 | 10,69 2,54
56 1,39 174 1 497 | 214 348 1 624 | 867 | 406 | 995 11966 | B45 | 994 | 579 | 211 | 0,75 | 1065 3,38
87 1,47 1511386 172 | 307 1 608 11071, 425 (10,11 2497 | 743 1 758 464 @ 173 | 100 | 989 2,90
S8 143 153 1398 1175 298 | 552 110,19 ) 381 1056 1982 739 789 | 6256 479 | 109 | 11,01 294
Valor 1,37 1,69 395 1,73 | 295 554 | 922 | 3,68 | 10,56 2183 7,45 833 5 562 | 538 | 0,87 | 9,69 2,82
medio +010 | +0,18 | +0,42 10,17 & 10,27 | +0,49 | 40,80 | 40,47 | +1,23 | +2.40 | +0,78 | 1,59 | +0.87 | 43,37 | 40,19 | $+0,95 10,31

Tabla-R9. Perfil de los diferentes aminodacidos en sangre en animales control operados o sham. Los resultados

de las medidas de los amincacidos estan expresados en %.




Muestra | PhetTrp | Tyr Val lie Leu Ala Asp Ser Glu Gln His Arg Thr Pro Met Lys | AAR/AAA
Al n.d n.d, n.d. n.d. n.d. .4, n.d. n.d. n.d, .. n.a, n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd,
A3 1,76 208 | 237 | 096 180 | 352 | 823 | 1,98 994 291711244 | 584 | 638 | 430 | 046 | 876 1,34
AS 2.34 210 | 278 | 127 | 227 | 420 | 896 | 298 11,37 235011438 | 761 | 429 | 369 | 096 | 7,30 1.42
A7 2,50 214 | 1,91 ] 073 | 145 | 393 11026 3,30 | 960 12909 11113 7056 | 328 | 498 | 010 | 747 (.88
A9 3,67 312 | 386 | 149 | 277 | 417 (11,73 309 | 948 1 267511030 562 | 538 | 349 | 081 | 675 1,20
Al2 3,08 341 | 313 | 1,37 | 262 328 | 904 | 318 | 990 1 2780|1188 | 746 | 6§39 | 230 | 068 | 795 1,10
Al4 3,06 313 | 340 | 1,37 | 231 | 539 | 909 | 250 | 925 12465111231 6968 | 532 | 708 | 099 | 723 1,14
A16 2,91 361 | 252 | 106 | 193 | 461 | 781 | 284 | 875 1228112281 559 | 564 | 409 | 0.74 | 608 0,84
Valor 2,76 280 | 285 | 1,18 | 216 | 4,16 | 931 | 2,84 | 9,76 | 26,25 | 1345 | 6,59 510 | 4,27 | 068 7.36 1,13
medio +0,57 | 0,62 | +0,61 | 0,25 | £0,43 | 40,65 | +1,22 | 10,43 | +0,76 | +2,42 | 4,00 | +0,81 | 0,93 | +1,37 | 2,29 | 40,79 +0,20

Tabla-R10. Perfil de los diferentes aminoacidos en sangre en ratas con DPC. Los resuitados de las medidas de los

aminoécidos estan expresados en %.




Resultados

un valor de p = 0,05, para todos los demas aminoacidos se
observa una diferencia clara (p < 0,001) entre los niveles
encontrados en ratas con DPC y las ratas controles operadas ¢
sham y sin operar. ii) La razén de Fisher [cociente entre los
aminoacidos ramificados (AARs) y los aminoécidos aromaticos
(AAASY], 1,13+0,20 en ratas con DPC frente a 2,82+0,31 y
2,2840,37 en ratas controles sin operar y operadas o sham,
muestra una diferencia claramente significativa (p < 0.001), {ver
Figura-R9); consecuencia del alto nivel de AAAs encontrados
en las ratas con DPC respecto de los niveles encontrados en las
ratas controles (sham y sin operar), con un valor de p £ 0,001 en
ambos casos.

20PC
B SHAM
& CONTROL

Coefiente de Fisher

Figura-R9. Representacion de la Razon de Fisher. Relacion entre
aminoécidos aromaticos y aminoécidos ramificados entre animales

DPC vy controles.
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4. INFLUENCIA DE LA DERIVACION PORTO-CAVA EN
LOS NIVELES DE OXIDO NITRICO EN SANGRE
En la Tabla-R11 se muestran los resultados de la medida
de los niveles de oxido nitrico (NO) en sangre para animales
controles (sin operar y sham) y animales con DPC, obtenidos
como se describe en el apartado 5.2 de Materiales y Métodos.
Los valores estan expresados en umol/l.

Animal NOY Animal [NO] Animal INO]
C1 92,50 51 118,21 Al 180,77
10 82,11 52 768,34 A3 236,00
C3 84 11 83 rn.d. AS 106,62
4 110,48 S4 75,88 A7 188,20
C5 76,82 85 84,51 A8 100.00
Ce 58,20 86 110,48 A2 287,20
o7 39,80 87 94,80 Al4 n.d.

B a0.00 58 100,80 A18 165,50
Valor Valor Valor

medio 78,87+20,72 medio 94,5245 48 medio 173,47%157,76

Tabla-R11. Valores de NO en sangre. En ratas control (sin
operar y sham) y con DPC; expresados en ymol/l.

n.d.: valor no determinado.

En la Figura-R10 se muestran los valores medios + DS
para la concentracion de NO en sangre en los tres grupos de
animales estudiados. Las diferencias fueron estadisticamente
significativas: p< 0,05.
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Figura-R10. Niveles de NO en sangre.

5. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON IGF-1 DE RATAS
CON DPC
5.1. Efecto del tratamiento con IGF-1 sobre el peso de los
animales con DPC
Se han estudiado un total de 36 ratas: 20 ratas controles
(10 sin operar, y 10 sham) y 16 ratas con DPC: 8 se han tratado
con IGF-1 y 8 no se han tratado. Del analisis de la evolucion del
peso se observa que las ratas tratadas con IGF-1 ganan peso
(9,910,8 gramos; valor > 0), mientras que las ratas no tratadas
pierden peso (40,0+1,2 gramos: valor < 0). Ademas, respecto al
aspecto externo (pelaje) y salubridad, los animales tratados,



Resultados

frente a los animales sin tratar, muestran un mejor aspecto
externo y mas saludable.

En la Figura-R11 se muestran los incrementos de los
pesos para todos los grupos estudiados: ratas controles (sin
operar, y sham), ratas con DPC, tratadas y sin tratar.
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Figura-R11. Estudio de ganancia (>0) y pérdida (<0) de peso
para ratas con DPC tratadas con IGF-1, ratas con DPC tratadas con
placebo v animales controles sin operar v operados o sham.

En la Figura-R12 se muestra la variacién del peso de los
animales desde el inicio hasta el final del experimento. Como se
puede observar, tanto en la Figura-R11 como en la -R12, en el
caso de las ratas con DPC, no fratadas con IGF-1, el peso
disminuye desde un valor inicial de 315,12+64,11 g a un valor
final de 295,73+48,2 g, mientras que en el grupo de las ratas
con DPC vy ftratadas con IGF-1, el peso inicial aumenta
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ligeramente desde 283,06464,33 g hasta 293,05451,12 g¢.
Aungue este incremento de peso es mucho menor que el
observado en los grupos controles (sin operar y operado o
sham), presenta la peculiaridad de que el tratamiento con IGF-1
revierte el proceso de pérdida de peso, e incluso hace que el
peso aumente. Lo cual significa un cambio cualitativamente
imporiante en el metabolismo de los animales.

400
a8 “”'g
0 o i L
£ ) o o S B
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Figura-R12. Estudio ponderal total al inicio y final del tratamiento para
ratas tratadas con DPC tratadas con IGF-1, ratas con DPC tratadas
con placebo y animales controles sin operar y operadas o sham.,

En la Figura-R13 se muestra la evolucién del peso de las
ratas con DPC ftratadas con IGF-1 frente al de los demés
grupos, a lo largo de las cuatro semanas de estudio.
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Figura-R13. Estudio ponderal a lo largo de las cuatro semanas
de estudio, semana a semana, entre ratas tratadas con IGF-1, ratas
DPC con placebo y animales controles de operacion o sham

inyectados con placebo y controles inyectados también con placebo.

5.2. Efecto del tratamiento con IGF-1 sobre la produccién

de amonio en ratas con DPC

Los valores medios de amonio en sangre de los animales
con DPC, tratados y sin tratar con IGF-1, se muestran en la
Figura-R14. Mientras que los valores de amonio en plasma y
suero, para las ratas con DPC tratadas con IGF-1 y sin tratar, no
presentan diferencias estadisticamente significativas, cuando la
valoracién se hace en sobrenadante procedente de la
precipitacion con TCA al 10%, las diferencias si son
estadisticamente significativas (p < 0,01), mostrando un valor
claramente mas bajo en el grupo de ratas tratadas.
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Figura-R14. Niveles de amonio en sangre en ratas DPC tratadas con
IGF-1 y sin tratar.

Los valores de amonio en los diferentes tejidos de ratas
tratadas con IGF-1 y ratas sin tratar se muestran en la Tabla-
R12. Como puede observarse de estos valores, no hay
diferencias estadisticamente significativas entre el valor del
amonio en los diferentes tejidos. Si bien, los valores medios en
cortex, higado, fleon y duodeno son sistematicamente menores
en las ratas tratadas que en las ratas sin tratar.

5. 3. Efecto del tratamiento con IGF-1 en el perfil de
aminoacidos en sangre
En la Tabla-R13 y Figura-R15 se muestran los valores de
aminoacidos plasmaticos en ratas con DPC, tratadas con IGF-1
y sin tratar.



Resultados

Figura-R15. Niveles sanguineos de aminodcidos en animales DPC
tratados con IGF-1 frente animales sin tratar

5.4. Efecto del tratamiento con IGF-1 sobre los niveles de
éxido nitrico en sangre
En la Figura-R16 se muestran los resultados obtenidos
para los niveles de NO en sangre de ratas con DPC tratadas con
[GF-1, comparados con los niveles en ratas con DPC sin
tratamiento. Los niveles de NO para las ratas con DPC tratadas
fueron de 85,66+24.55 umol/l frente a 173,47+57,76 umol/l en

ratas con DPC no tratadas.

A partir de estos resultados podemos observar que los
valores de NO presentan una tendencia clara al decrecimiento
en las ratas tratadas, respecto de las ratas sin tratar. Estos
valores son estadisticamente significativos con un valor de p <
0,05.
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Figura-R16. Niveles de NO en animales con DPC tratados con IGF-1

vs animaies con DPC sin tratar.



Amonio en ymol/g de tejido en ratas DPC tratadas con IGF-1

Animal | Higado Musculo | Cértex S:;agiggs Cerebelo g:{iig;a ggir:]t:iza fleon Duodeno
A2 3,18 4,07 2,50 2,14 1,69 9,07 8,61 4,84 4,88
Ad 2,02 0,96 1,46 1,44 1,03 9,83 4,43 1,36 2,23
A6 1,82 3,07 2,02 2,06 1,24 5,99 7,54 3,55 1,64
A8 3,05 2,85 1,55 2,02 1,88 7,99 4,95 2,38 2,03
A10 2,86 1,48 1,75 1.77 1.31 6,12 4,29 1,02 1,62
A11 2,05 1,42 1,13 1,34 1,07 4,35 3,54 1,70 2,17
A13 1,17 1,44 1,29 1,44 1,28 4,06 4,16 2,24 1,81
A15 2,08 0.81 1,53 1,38 1,00 4,28 4,37 1,34 2,22
:ﬁl’g;o 2,27+0,69 | 2,03%x1,4 | 1,6540,43 | 1,6910,34 | 1,3110,31 | 6,46£2,26 | 5,23%1,81 | 2,3021,29 | 2,32%1,29

Tabla-R12. Niveles de amonio en los diferentes tejidos de ratas DPC tratadas con IGF-1.




Pha AARJ
+ Tyr Val fie Leu Ala Asp Ber Glu Gin His Arg Thr Pro Mat Lys AAA
Trp

A2 e T30 T3 1 0e | TE T di 76 15 |77 | 282 {158 | 74 | B4 | 3B | 69 | 81 | nd
Ad 31T 50 T 28 1251 21 1 35 1 68 |31 1 66 | 271 | 154 | 58 | 33 | 62 | 09 | 65 | nd
a6 T 5T T o 10 a9 166 1 27 400 17763 | 922 | 68 | 65 | 38 | 01 | 72 I 17
A8 ST T2 T 36 140 19 | 34 1 903 | 26 | 96 | 278 | 130 | 74 | 42 | 48 | 08 | 70 | 11
a0 | 28 | 26 | 31 | 130 22 | 48| 102 |31 ] 108 | 30| 92 | 01 | 66 | 33 [ 11 | 72 | 12
AT T35 753 T34 1908 39 |48 | 86 1 22 1 94 1257 [ 146 | 61 | 43 | 30 | 08 | 77 | 12
A3 | 24 | 27 los 110l 20 |48 | 81 24| o4 | 282 | 95 | a7 | 83 | 44 | 11 | 88 | nd
ATE T e T IE T A 1R iE AT 153 28 [ 160 | 266 | 104 | 66 | 63 | 43 | 04 | B0 | OB
Valor | 24 | 23 | 25 ;g‘f 19 | 42 | 93 | 20| 96 | 274 | 125 62 | 54 | 37 |08 | 72 | 11
medio | 302 | 02z |02 | *1 ) 02 |205| #10 |05 08 | £15 | £24 | £25 | £11 | 209 | 03 | 207 | #01

Tabla-R13. Perfil aminoacidico de animales con DPC fratados con IGF-1 durante tres semanas.
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6. HIPERAMONIEMIA Y ACTIVIDAD GLUTAMINASA EN
DIFERENTES TEJIDOS EXTRAHEPATICOS
Con el fin de estudiar el papel de esta enzima en la
producciéon de amonic se ha procedido a medir la actividad

glutaminasa en el intestino y el rifdn.

6.1. Caracterizacion cinética de la glutaminasa de tipo-K

Las medidas de actividad de la glutaminasa se han
llevado a cabo mediante dos meétodos: a) Meétodo de Lund, o
método acoplado (Lund, 1988) y b) Método de Heini, o método
directo (Heini y col., 1987).

a) Método de Lund (medida por acoplamiento
enzimatico)
En la Figura-R17 se muestra la curva v = [GIn] para la
glutaminasa de intestino en las condiciones descritas para el
Méetodo de Lund en el apartado 5.3.1. de Materiales y Métodos.

La representacién v - [Gin] (Figura-R17} corresponde
basicamente a una cinética de tipo michaeliano; si bien, a
concentraciones de sustratos bajas, (< 5mM), el comportamiento
muestra ciertos rasgos compatibles con un comportamiento
sigmoidal o cooperativo (Ramos-Guerrero, 2004). Estos datos
muestran que a partir de una concentracion de sustrato 100 mM
estamos a velocidad maxima y que un aumento de la
concentracion de Gin no se ve reflejado en una mayor velocidad
de reaccion. Por ello se ha elegido 200 mM como concentracion
de GIn para los ensayos de actividad por este método.
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Figura-R17. Representacion grafica de la velocidad frente a la
concentracién de Gin. Condiciones descritas para el Método de
Lund.

La representacion de los resultados anteriores mediante
el método de Lineweaver-Burk, o de dobles reciprocos (1/v
frente a 1/[S]), se muestran en la Figura-R18. Esto nos permite
calcular los parametros cinéticos de esta enzima: Km, frente a la

Gin, 5.2 mM, y Vmax, 83 nmol min" mg" proteina.

Dado que la representacion de los datos presentan una
cierta desviacion de la linealidad, los parametros cinéticos se
han evaluado, ademas, aplicando el meétodo de |la
representacion lineal directa o representacion de Eisenthal y
Cornish-Bowden. Segln este método los parametros cinéticos
obtenidos son: Km 3,95 mM y Vmax 81,1 nmol min” mg”
proteina, valores totalmente semejante a los obtenidos con el
método de dobles inversos.
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Figura-R18. Representacion gréfica segun el método de Lineweaver-

Burk o de dobles reciprocos (1/v frente a 1/IS])

En la Tabla-R14 se muestran los valores obtenidos
mediante los dos métodos asi como los correspondientes.

valores medios.

Vmax (nmol min™
1 Km (mM)
mg  prot)
Lineweaver-
83,00 5,20
Burke

Lineal directa 81,10 3,95

Valores medios 82,05+0,95 4,57+0,62

Tabla-R14. Parametros cinéticos obtenidos por el Método de Lund.
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b) Método de Heini (medida directa de producto)

Para la determinacién de los parametros cinéticos
mediante este método se ha procedido de igual forma que en el
metodo de Lund; pero, en lugar de segquir la reaccidon mediante
el consumo de NADH en una reaccion acoplada (glutamato
deshidrogenada), se ha medido directamente uno de los
productos de la reaccion, el amonio.

En las Figuras-R19 y -R20 se muestran las
representaciones v - [GIn] vy la de dobles inversos (1/v -
1/[GIn] para los datos obtenidos con el método de Heini. Como
puede observarse ambos métodos proporcionan practicamente
resultados equivalentes.

@

¥ (ool wmin’ mgy
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Figura-R19. Representacion grafica de la velocidad frente a la
concentracion de Gin, Condiciones descritas para el Método de
Heini.
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Teniendo en cuenta que ambos métodos proporcionan
resultados totalmente equivalentes, decidimos utilizar el método
de Heini en el resto del estudio, debido al mayor control del
meétodo vy eliminacion de posibles errores en la determinacion,
por ejemplo, el establecimiento del color exacto durante la
neutralizacion;, asi como por su facilidad, comodidad y

posibilidad de automatizacién.
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0,02 -
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Figura-R20. Representacion grafica segun el metodo de Lineweaver-
Burke o de dobles reciprocos (/v frente a 1/{S] para el Método de
Heini,
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Vmax (nmol min™ mg”
Km (mM)
proteina)
Lineweaver-
85,50 5,32
Burke

Lineal directa 82,00 4,02

Valores medios 83,75+1,75 4,67+0,65

Tabla-R15. Parametros cinéticos obtenidos por el Método de Heini.

6.2. Inhibicion de la actividad glutaminasa “in vitro”

La inhibicién de glutaminasa “in vitro” se ha estudiado
para los siguientes productos: histidina, glutamato, lactitol,
neomicina y flumazenilo; productos utilizados en la practica
clinica con resultados muy dispares.

En las siguientes figuras se muestran la inhibicién de la
glutaminasa por estos productos analizada  mediante la
representacion de dobles inversos ¢ de Linenweaver-Burk.

a) Inhibicion por Histidina

En la Figura-R21 se muestran la representacion de
dobles inversos: 1/v = 1/[GIn] para los datos obtenidos en el
estudio de la inhibicién de la GAP a dos concentraciones de
histidina: 10 mM y 50 mM,
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Figura-R21. Efecto inhibidor de la histidina sobre la actividad de la
GAP renal

Estos resultados muestran que la inhibicion parece ser de
tipo no-competitivo mixto (Kioy = Kiron)), va que las rectas no se

cortan sobre el eje de abscisas.

Del analisis de los datos anteriores, y teniendo en cuenta
el tipo de inhibicion, el valor de 1Cs para este inhibidor es muy
similar a los valores de Ki obtenidos para las distintas
concentraciones de inhibidor: 55 - 140 mM.

b) Inhibicién por Glutamato

En la Figura-R22 se muestran la representacion de
dobles inversos: 1/v = 1/[GIn] para los datos obtenidos en el
estudio de la inhibicion de la GAP a dos concentraciones de
glutamato: 10 mM y 50 mM.
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Figura-R22. Efecto inhibidor del glutamato sobre la actividad de ia
GAP renal

Estos resultados muestran que la inhibicién parece ser de
tipo no-competitivo mixto (Ko # Kiiony), ya que las rectas no se
cortan sobre el eje de abscisas.

Analogamente al caso anterior, del analisis de los datos y
teniendo en cuenta el tipo de inhibicién, el valor de ICg para
este inhibidor es muy similar a los valores de Ki obtenidos para
las distintas concentraciones de inhibidor: 26 -130 mM.

¢} Inhibicion por Lactitol

En la Figura-R23 se muestran la representacion de
dobles inversos: 1/v > 1/[GIn] para los datos obtenidos en el
estudio de la inhibicion de la GAP a las concentraciones de
lactitol: 10 y 50 mM.
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Figura-R23. Efecto inhibidor de la lactitol sobre la actividad de la GAP
renal

Estos resultados muestran que la inhibicién parece ser de
tipo incompetitivo mixto (Kiqo # Kiosy), ya que las rectas no son
totalmente paralelas, si bien mostrando una tendencia clara a
ello.

Del andlisis de los datos, y teniendo en cuenta el tipo de
inhibicion, el valor de 1Cs; para este inhibidor depende de la
concentracion de inhibidor y de la concentracién de sustrato. Los
valores de Ki obtenidos para las distintas concentraciones de
inhibidor y a una concentracion de glutamina de 20 mM son:
11,1 mMy 1250 mM.

d) Inhibicién por Neomicina

En la Figura-R24 se muestran la representacion de
dobles inversos: 1/v = 1/[GIn] para los datos obtenidos en el
estudio de la inhibicion de la GAP a dos concentraciones de
histidina: 25 mM y 100 mM
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Figura-R24. Efecto inhibidor de la neomicina sobre la actividad de la
enzima GAP renal

Para la neomicina los resultados también muestran que la
inhibicion parece ser de tipo incompetitivo mixto (Kiuo # Kiaoo)),
ya que las rectas no son totalmente paralelas, si bien muestran
una tendencia a ello.

Del anédlisis de los datos, y teniendo en cuenta el tipo de
inhibicién, el valor de 1Csy para este inhibidor depende de la
concentracion de inhibidor y de la concentracion de sustrato. Los
valores de Ki obtenidos para las distintas concentraciones de
neomicina, y a una concentracién de glutamina de 20 mM, son:
1,05 mMy 14,5 mM.

e} Inhibicién por Flumazenilo

En la Figura-R25 se muestran la representacion de
dobles inversos: 1/v = 1/[GIn] para los datos obtenidos en el
estudio de la inhibicion de la GAP a dos concentraciones de
flumazenilo: 1 mM y 10 mM.



Resultudox

0.5

o J 8,08 .1 0,18 .2 025

1iGin]

Figura-R25. Representacion grafica del efecto inhibidor del
flumazenilo sobre la actividad de la enzima GAP renal

Estos resultados muesiran que la inhibicién parece ser de
tipo no-competitivo mixto (Kiqgy # Kigioo)), Ya que las rectas no se

cortan sobre el eje de abscisas.

Analogamente a los casos anteriores, del analisis de los
datos, y teniendo en cuenta el tipo de inhibicién, el valor de 1Csp
para este inhibidor es muy similar a los valores de Ki obtenidos
para las distintas concentraciones de inhibidor; 0,38 — 3,81 mM.

6.3. Actividad glutaminasa en intestino

La actividad glutaminasa en el intestino se ha medido
fundamentalmente en duodeno, ya que en ileon y yeyuno ésta
es significativamente menor (James y col., 1988). La actividad
glutaminasa se ha determinado en un grupo de 8 ratas controles
sin operar, 8 ratas controles sham y 8 ratas con DPC. En este
caso la actividad se ha medido con ambos métodos, Lund y
Heini, ya que este material ha sido el que se ha utilizado para
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realizar el estudic comparativo entre ambos métodos. Si bien,
como ya hemos indicado, el metodo de Heini ha sido el elegido
para la determinacion de las actividades en los demas tejidos.

i) Actividad GAP intestinal (Método de Lund)

Los resultados obtenidos con el método de Lund se
muestran en la Tabla-R16. Estos resultados ponen claramente
de manifiesto que la actividad glutaminasa estd claramente
incrementada en los animales con DPC (0,363+0,048 Ul/mg
proteina} frente a la actividad en animales controles operados
{0,165+0,076 Ul/mg proteina). Diferencia estadisticamente
significativa, p < 0,001.

Actividad Glutaminasa en Duodeno
{Ulimg prot)

ANIMAL GAP ANIMAL GAP
S9 0,078 A23 0,342
S10 0,139 A24 0,445
S11 0,172 A25 0,366
S12 0,248 A26 0,308
513 0,252 A27 0,343
S14 0,275 A28 0,299
315 0,090 A29 n.d.
S16 0,085 A30 0,382

- - A31 0,421
Valor 0,165£0,076 Valor 0,363+0,048
medio medio

Tabla-R186. Actividad GAP intestinal en controles operados ¢ sham
y ratas con DPC medidos por el método de Lund.

ii) Actividad GAP intestinal (Método de Heini)
Los valores individuales y valor medio se muestran en la

Tabla-R17. La diferencia entre los valores obtenidos en los
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controles operados ¢ sham y en animales con DPC muestran en
este caso también una diferencia estadisticamente significativa,
p <0,0086.

Actividad Glutaminasa en Duodeno (Ul/mg
prot)
ANIMAL GAP ANIMAL GAP
59 0,257 A17 0,417
S10 0,168 A18 0,368
S11 0,152 A19 0,315
S12 0,146 A20 0,375
S13 0,139 A21 0,372
- - A22 0,405
Valor | 0,17240,048 Valor 0,375+0,036
medio medio

Tabla-R17. Actividad GAP intestinal en controles operados o sham
y ratas con DPC medidos por el método de Heini

A partir de estos valores se observa que la actividad GAP
es unas tres veces mayor en el intestino de las ratas con DPC
que en las ratas controles operadas o sham. En la Figura-R26
se muestra la actividad glutaminasa (expresada en mUl/img
proteina) en duodeno, en ratas con DPC frente a controles
operados operados ¢ sham.
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Figura-R26. Actividad glutaminasa intestinal expresada en
mUl/mg de proteina en animales con DPC frente controles
operados o sham.

6.4. Actividad glutaminasa en rinén.

La actividad glutaminasa en rifidén se ha medido, mediante
el método de Heini, en rifdén completo, médula y corteza renal.
En la Tabla-R18 se muestran los resultados obtenidos para las
diferentes actividades GAP en rifion completo, obtenidos en 7
ratas con DPC y 7 ratas controles operadas sham.

En rifion completo, la actividad glutaminasa media para
ratas con DPC y controles operados o sham han sido: 76+13
mUl/mg proteina, vy 32310 mUl/mg de proteina,
respectivamente, con un valor de p £ 0.001.
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Actividad Glutaminasa (mUY mg prot)
ANIMAL GAP ANIMAL GAP
89 20 A7 80
510 45 AlB 94
$11 23 A19 65
312 47 A20 83
513 38 A2l 55
S14 29 A22 74
S15 22 AZ3 81
Valor 3210 Valor medio 76212
medio

Tabla-R18. Actividad glutaminasa en rifién completo de ratas con

En la Figura-R27 se muestran de forma grafica estos

valores,

100

DPC y controles operados sham.

mliimg prot

Figura-R27. Actividad glutaminasa en rifdn en ratas con DPC y

controles operados o sham.
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En las Tablas-R19, -R20 y -R21 se muestran las

actividades en corteza y médula renal de animales controles sin

operar y operados sham, y animales con DPC, respectivamente.

Actividad Glutaminasa (mUl/mg prot)
ANIMAL | CORTEZA RENAL | MEDULA RENAL
C1 56 114
c2 45 152
C3 76 92
C4 44 83
C5 42 149
CB 86 197
C7 53 106
Cc8 60 92
Valor 58115 123437
medio

Tabla-R19. Actividad glutaminasa en corteza y médula renal en

ratas controles sin operar,

Actividad Glutaminasa (mUl/img prot)
ANIMAL CORTEZA MEDULA RENAL
RENAL
S1 60 88
S2 51 127
S3 56 98
54 57 96
S5 67 142
86 92 119
S7 47 116
S8 54 109
Valor 6013 112217
medio

Tabla-R20. Actividad glutaminasa en corteza y médula renal en

ratas controles operadas sham.
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Actividad Glutaminasa (mUl/ mg prot)
ANIMAL | CORTEZA RENAL | MEDULA RENAL
Al 109 109
A3 114 118
A5 101 125
A7 94 89
A9 130 196
A12 89 100
A14 103 175
A18 109 78
Valor 106212 124139
medio

Tabla-R21. Actividad glutaminasa en corteza y medula renal de

En médula renal la actividad glutaminasa media en ratas
con DPC es de 124+38 mUl/mg proteina y en ratas controles
operados o sham y sin operar: 11217 mUl/mg proteina, y
123+£37 mUl/mg de proteina, respectivamente, con un valor de p

ratas con DPC.

estadisticamente no significativo.

En corteza renal la actividad glutaminasa media en ratas
con DPC es de 106+12 mUl/mg proteina y en ratas controles
operados o sham y sin operar: 60+13 mUl/mg proteina, y 58£15
mUl/mg de proteina, respectivamente, con un valor de p < 0,01,

estadisticamente significativo.
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En la Figura-R28 se muestran graficamente los
anteriores resultados.
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Figura-R28. Actividad glutaminasa en corteza y médula renales.

Como puede deducirse de los anteriores resultados la
actividad glutaminasa en rifidn completo es dos veces mayor en
los animales con DPC que en los animales controles operados o
sham. En corteza renal también observamos un incremento
claro de esta actividad, sin embargo en meédula renal fos
resultados obtenidos no muestran diferencias estadisticamente
significativas.

6.5. Actividad glutaminasa en astrocitos de diferentes
areas cerebrales

En las Tablas-R22, -R23, -R24 se muestran los

resultados obtenidos para la actividad glutaminasa en tres zonas
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diferentes del cerebro: cértex, ganglios basales y cerebelo para

animales controles sin operar.

Actividad Glutaminasa (mUl/mg prot)
ANIMAL | CORTEX | GANGLIOS | CEREBELO
BASALES
C1 449 565 275
C2 317 484 224
C3 434 577 229
C4 329 525 316
C5 357 594 225
C8 467 627 351
C7 579 639 338
C8 439 767 388
Valor medio | 421380 597180 293160

Tabla-R22. Actividad glutaminasa en diferentes areas del cerebro en
animales controles sin operar.

Actividad Glutaminasa (mUl/mg prot)
ANIMAL | CORTEX | GANGLIOS | CEREBELO
BASALES
S1 319 450 230
S2 445 639 242
S3 486 447 239
S4 324 457 312
S5 379 424 234
S6 429 716 389
S7 327 715 275
S8 412 622 373
MEDIA | 39059 559+118 287160

Tabla-R23. Actividad giutaminasa en diferentes areas del cerebro en
ratas controles operadas o sham.
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Actividad Glutaminasa en Cerebro (mUli/mg
prot)
ANIMAL | CORTEX | GANGLIOS | CEREBELO
BASALES
A1 456 695 228
A3 560 848 296
A5 681 612 324
A7 856 674 318
A9 555 708 295
A12 587 795 260
A14 738 738 396
A16 739 894 492
MEDIA | 6462121 745188 326178

Tabla-R24. Actividad glutaminasa en diferentes areas cerebrales en
ratas con DPC,

Como se observa, de los resultados expuestos en las

anteriores tablas, la actividad glutaminasa en el cortex son:
646+£121 mUl/mg de proteina en ratas con DPC, y 390+59
mUl/mg de proteina en ratas control operadas o sham y 421180

en ratas controles sin operar (p < 0.001). Estos resultados se

muestran graficamente en la Figura-R29.

La actividad glutaminasa en ganglios basales ha sido de
745488 mU/ mg de proteina en ratas con DPC frente a 558£118
mU/ mg de proteina en ratas controles operadas o sham, vy

597+80 mUl/img de proteina en controles sin operar, con un

valor de p < 0,05. En la Figura-R30 se muestran graficamente

estos resultados.
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La actividad GAP en cerebelo ha sido de 32678 mUl/mg
de proteina en ratas con DPC frente a 29360 mU/mg de
proteina en ratas controles sin operar, y 287+60 mUl/mg de

proteina en controles operados o sham, con un valor de p <
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CTEK
0,05. En la Figura-R31 se muestran graficamente estos

resultados.

Figura-R29. Actividad glutaminasa en cértex cerebral en ratas con
DPC y ratas controles operadas ¢ sham y controles sin operar.
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Figura-R30. Actividad glutaminasa en ganglios basales en ratas con
DPC y ratas controles operadas o shamy sin operar.
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Figura-R31. Actividad glutaminasa en cerebelo en ratas con DPC y

ratas controles operadas o sham y sin operar.
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7. INFLUENCIA DE LA HIPERAMONIEMIA EN LA
EXPRESION DE GLUTAMINASA EN DIFERENTES
TEJIDOS EXTRAHEPATICOS
En primer lugar, hemos procedido a la obtencion de

anticuerpos especificos contra dicha enzima.

7.1  Obtencion de anticuerpos anti-GAP

La estrategia seguida ha sido la de obtener los
anticuerpos contra un péptido especifico de la enzima, previa
seleccién y sintesis del mismo (péptido sintético), en lugar de
obtener los anticuerpos contra la enzima completa. Técnica que
ha sido utilizada con éxito para un numero importante de

proteinas.

7.1.1. Seleccion de un péptido inmunogénico.
Una vez conocida la secuencia aminoacidica del gen de

la GAP (Swiss-Prot: hitp/lus.expasy.org/sprot/) (ver Figura-

R32), se han seleccionado aquellas regiones con mayor
probabilidad de dar respuesta inmunogénica positiva. Una vez
seleccionada, hemos mandado sintetizar los correspondientes
péptidos (ver Material y Métodos 7.1.2.), que una vez unidos a la
proteina KLH, se han utilizado para inmunizar los conejos. Los
anticuerpos obtenidos son anticuerpos policlonales, no contra la
proteina completa sino, contra un péptido determinado de la
molecula.
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MMRLRGSGMLRDLLLRSPAGVSATLRRAQPLVTL
CRRPRGGGRPAAGPAAAARLHPWWGGGGWPAEP
LARGLSSSPSEILQELGKGSTHPQPGVSPPAAPAAP
GPKDGPGETDAFGNSEGKELVASGENKIKQGLLPS
LEDLLFYTIAEGQEKIPVHKFITALKSTGLRTSDPR
LKECMDMLRLTLQTTSDGVMLDKDLFKKCVQSNI
VLLTQAFRRKFVIPDFMSFTSHIDELYESAKKQSG
GKVADYIPQLAKFSPDLWGVSVCTVDGQRHSTGD
TKVPFCLQSCVKPLKYAIAVNDLGTEYVHRYVGK
EPSGLRFNKLFLNEDDKPHNPMVNAGAIVVTSLIK
QGVNNAEKFDYVMQFLNKMAGNEY VGFSNATFQ
SERESGDRNFAIGYYLKEKKCFPEGTDMVGILDFY
FQLCSIEVTCESASVMAATLANGGFCPITGERVLSP
EAVRNTLSLMHSCGMYDFSGQFAFHVGLPAKSGV
AGGILLVVPNVMGMMCWSPPLDKMGNSVKGIHF
CHDLVSLCNFHNYDNLRHFAKKLDPRREGGDQRVY
KSVINLLFAAYTGDVSALRRFALSAMDMEQRDYDS
RTALHVAAAEGHVEVVKFLLEACKVNPFPKDRWN
NTPMDEALHFGHHDVFKILQEY V(Y 1P N
GKENQTVHKNLDGLL

Figura-R32. Secuencia aminoacidica de la enzima GAP

Las herramientas bicinformaticas que hemos utilizado ha
sido el programa ANTHEPROT, obtenido de la red en la
direccion hitp//antheprot-pbilibep fr/

En la siguiente Figura-R33 se muestra el analisis de la
secuencia del gen de la GAP para una serie de parametros,
tales como: la antigenicidad de acuerdo con los algoritmos
desarrollados por Parker y colaboradores, la hidrofobicidad, de
acuerdo con el algoritmo de Kyte y Von Heijne, la estructura
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secundaria de acuerdo a un algoritmo resultado de la
combinacién de los siguientes cinco métodos: el método de de
GORI, de Gibralt el método de doble prediccidn (DPM), método
Homdlogia y el método predictor y las regiones helicoidales
transmembranales de acuerdo con los algoritmos de
Eisemmberg.

uE #3 = E f= i |

Figura-R34. Analisis de la secuencia de la GAP segun su
antigenicidad, hidrofobicidad, hidrofilia, estructura secundaria y
regiones helicoidales transmembranales, mediante el programa

ANTHEPROT

De acuerdo con estos datos hemos seleccionado la
secuencia:  TOWY-QV-Q-Y-T-P-Q-G-D-S-D-"% de 12
aminoacidos altamente inmunogénica, que se localiza entre los
aminoacidos 590 al 604 y que se corresponde con la secuencia
aminocacidica del extremo C-terminal de la proteina expresada.
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~Tyr-Gin-Val-GIn-Tyr-Thr-Pro-Gin-Gly-Asp-Ser-
Asp

-Y-O-V-Q-Y-T-P-0Q-(:-D-8-D

Ademés, esta secuencia, es una secuencia altamente
hidrofilica, lo que la hace mas accesible al solvente y por tanto

mas inmunogénica.

Mediante el programa BLAST (http.//pbil.ibcp fr/NPSA) se
ha comprobado que la secuencia elegida es especifica de la

proteina GAP lo cual favorece la eleccion del péptido; ya que de
no ser asi, se expresaria ademas en otras proteinas y los
anticuerpos sintetizados a partir del péptido se unirian tanto a la
GAP como a proteinas distintas falseando con elio los
resultados.

7.1.2. Sintesis del péptido

Este péptido lo hemos mandado a sintetizar a Neosystem
Laboratorie (Francia). Para que el péptido, una vez sintetizado,
pueda unirse a la proteina KLH, se le ha afadido un resto de
cisteina (C) en el extremo N-terminal y, para asegurar la
secuencia del posible epitopo, se ha duplicado el Gltimo resto
aminoacidico del peptido afadiendo, por lo tanto, al extremo C-
terminal un resto de aspartico.
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C-Y-O-V-O-Y-T-P-Q-G-D-S-D-D

El péptido asi obtenido, de 14 aminoéacidos, es de una
alta pureza, como se observa a partir del cromatograma
obtenido por cromatografia de alta resolucion en fase reversa
(RP-HPLC).

RIS EWHE R

Figura-R35. Cromatograma RP-HPLC del péptido sintético (14 AAs)

Para corroborar la pureza del péptido y comprobar su
identificacion, se ha procedido a su analisis por espectrometria
de masas, mediante la técnica de ionizacidon blanda: ionizacion
desorcion asistida por laser (MALDI, utilizando las siglas
inglesas de  Matriz-Assited-Laser-Desoption-lonization), vy
detectando los iones en un detector de tiempo de vuelo (TOF,
Time-of-Fligh, utilizando las siglas inglesas). Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura-R36.
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Figura-R36. Espectro de masas del péptido sintético de 14 AAs,
obtenido por espectrometria de masas (MADI-TOF)

Como se observa en el espectro de masas (Figura-R36),
se obtienen dos picos, uno a una relacion miz = 1619,65 que se
corresponde con el idn MH", y por tanto a una masa molecular
de 1618,65 igual a la masa molecular tedrica del péptido
sintético de 14 aminoacidos (C-Y-Q-V-Q-Y-T-P-Q-G-D-S-D-D ),
y otro a una relacidn m/z = 3220,18, que se corresponde con el
ibn 2MH" y por tanto con una masa molecular doble de la del
primero, 3318.18, y que representa la masa de un dimero del
peéptido. Este resultado es totalmente logico, ya que en
disolucion y en ausencia de sustancias reductoras, al tener el
péptido en su extremo N-terminal una Cys libre, la formacién de
un puente disulfuro (-S-S-) es totalmente posible. Los picos que
aparecen a bajo peso molecular corresponden a la matriz
utilizada para facilitar la volatilizacién del péptido (acido
sinapinico).
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7.1.3. Inmunizacion y purificacion de los anticuerpos

Una vez obtenido el péptido puro, se ha procedido a la
inmunizacion de los conejos tal y como se describe en el
correspondiente apartado (Materiales y Métodos 7.1.3.). De
manera resumida: Se ha realizado una primera inmunizacion
con el péptido mezclado con coadyuvante completo de Freund y
a los 20 dias una segunda inmunizacidon con el péptido
mezclado con coadyuvante incompleto de Freund. Al cabo del
periodo de inmunizacion, (20 dias tras la segunda
inmunizacion), se procedio al sangrado completo de los conejos
y se obtuvo el correspondiente suero, del cual se han aislado las

inmunoglobulinas, por precipitacion con sulfato aménico al 40%.

7.1.4. Titulacion de anticuerpos (Dot-Blot)

Previamente a su utilizacidn, se ha procedido a la
confirmacién de la presencia de anticuerpos anti K-GAP en el
aislado de inmunoglobulinas mediante la técnica del dot-blot,
utilizando para ello 2 ul de los péptidos sintetizados como
antigenocs, correspondientes a las isoformas K-GAP y L-GAP,
utilizando una dilucién de 1:1000.

Los resuitados obtenidos para los anticuerpos contra la
K-GAP, obtenidos en dos conejos diferentes (A1 y A2), se

muestran en la Figura 37.
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Figura-R37. Especificidad de los anticuerpos anti-K-GAP

De estos resultados puede observarse la presencia de
anticuerpos anti-K-GAP, y que los anticuerpos obtenidos contra
el péptido correspondiente a los 14 aminoécidos extremo C-
terminal de la isoforma K-GAP son especificos, ya que no
reconocen al péptido de 14 aminoécidos correspondientes al
extremo C-terminal de la isoforma L-GAP.

Se ha procedido a estudiar la sensibilidad del anticuerpo
a la dilucion 1:1000. En la Figura-R38 se muestran los
resultados obtenidos tras el estudio por dot-blot, para la

sensibilidad de los sueros obtenidos en dos conejos diferentes
Aly A2

&1

Figura-R38. Analisis por Dot blot de la sensibilidad del anticuerpo
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En la Figura-R38 (A1 y A2) se muestran los resultados
obtenidos utilizando como antigeno el péptido sintético C-Y-Q-V-
Q-Y-T-P-Q-G-D-8-D-0 en cantidades distintas: 1) 1 ug; 2) 0,1
pug v 3) 0,01 pg, v los antisueros de cada uno de los conejos
inmunizados con dicho péptido. Como control, ¢, se ha utilizado
un péptido de 14-aminodacidos correspondiente a la L-GAP.
Estos resultados ponen claramente de manifiesto que el
antisuero diluido 1:1000 es capaz de detectar el antigeno, y
probablemente la K-GAP, hasta niveles de 0,01ug,
independientemente del suero que utilicemos, el del conejo A1 o
el del A2. Estos anticuerpos detectan claramente 0,01 ug, pero
incluso es posible detectar cantidades de 0,001 ug (resultados

no mostrados).

7.2. Cuantificacion de la expresién de la enzima

glutaminasa en intestino y rifién en ratas con DPC

Una vez determinada la dilucidn de trabajo, vy la
sensibilidad de los anticuerpos anti-GAP, se ha procedido a su
uso para detectar la GAP en exiractos mitocondriales de
enterocitos, rifidn y diferentes areas cerebrales de ratas control y
con DPC, una vez separadas las proteinas por electroforesis
PAGE-SDS vy posterior transferencia a membranas de
nitrocelulosa.

En la Figura-R3% se muestran el Western-blot de
intestino de ratas controles y ratas con DPC, utilizando la misma

cantidad de proteina mitocondrial en cada ensayo.
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fia

(a) (b) (c)

Figura-R39. Expresion de glutaminasa en intestino de ratas: (a)
animales con DPC, {b) contro! sin operar, y (¢) control operado o

sham.

Como se observa en esta figura, en los animales con
DPC hay una clara sobreexpresion de la GAP de enterocito y
una leve sobreexpresion en ratas sham y respecto a la de los

controles sin operar.
A partir de estos resultados podemos destacar que se

observan dos bandas, correspondientes a las dos subunidades
de la enzima, una de 61 KDa v otra de 57 KDa.
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Al Anastomosis

C: Control

S: Sham

M: Marcadores de Pm

Figura-R40. Tincion con Rojo Ponceau de una membrana de

nitrocelulosa (Wester-blot).

Para confirmar que las proteinas se han transferido de
manera eficiente a la membrana, ésta se ha tefiido previamente,
la inmunodetccion, con rojo Ponceau (Figura-R40). Sin embargo
para cuantificar las proteinas, sobre la membrana, éstas se han

tefiido con azul de Coomassie (Figura-R41).

Estos resultados ponen claramente de manifiesto, tanto
por inmunoafinidad (Western-blot), como por cuantificacién
directa de proteina en gel de electroforesis PAGE-SDS (tincién
con azul de Coomassie), la sobreexpresion de la GAP en
enterocitos de ratas con DPC.
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A Anastomosis
S: Sham
C: Control

Figura-R41. Ge! PAGE-SDS tefiido con azul de Coomasie.

De manera andloga se ha realizado el andlisis de la
expresion de la GAP en rifion. El la Figura-R42 se muestran
los resultados obtenidos para el Western-blot de las proteinas
de rindn de ratas control sin operar y operadas o sham y ratas
con DPC (en medula y corteza). Como se puede observar a
partir de estos resultados la expresion de la GAP en rifion,
tanto en corteza como en médula, también esta claramente
sobreexpresada, respecto de los niveles encontrados en los

controles sin operar y los operados o sham.



Kesultodos

@ () © (@

Figura-R42. Expresién de glutaminasa en rifidn de

animales: {a) control operado o sham, (b} con DPC (c) con DPC;

(d) control sin operar.

7.3. Cuantificaciéon de la expresion de la enzima
glutaminasa en cerebro.

En el cerebro, analogamente a los casos anteriores, la
expresion de la glutaminasa se ha estudiado en tres areas
diferentes: cortex, ganglios basales y cerebelo. En las Figuras~
R43, -R44 y ~R45 se muestran la expresion de la GAP en las
diferentes areas del cerebro: cortex, ganglios basales vy

cerebelo, respectivamente.

(a) (b)

Figura-R43. BExpresidn de glutaminasa en cortex cerebral de ratas: (a)

controles operados o sham, {b) con DPC.

(a) (b)

Figura-R44. Expresién de glutaminasa en ganglios basales de ratas:
{a) controles operados o sham, (b) con DPC.
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(a) (b}

Figura-R45. Expresion de glutaminasa en cerebelo de ratas: (a)

controles operados o sham, (b) con DPC.

Estos resultados muestran claramente una
sobreexpresion de la enzima GAP en cortex, mientras que en
ganglios basales y cerebelo no se observan diferencias
estadisticamente significativas.

8. INFLUENCIA DE LA HIPERAMONIEMIA EN LA
OXIDACION PROTEICA EN DIFERENTES AREAS
CEREBRALES
En este estudio nos hemos centrado en la evaluacion de

grupos carbonilos como indice de dafio oxidativo.

8.1 Cuantificacién de grupos carbonilos

La cuantificacion de grupos carbonilos se ha llevado a
cabo, mediante el método de la dinitro-fenil-hidrazina (DNPH),
en tres areas distintas del cerebro: cerebelo, cortex y ganglios
basales, de dos maneras: i) cuantificacion de grupos carbonilos
totales, realizados en extractos de proteinas mitocondriales de
acuerdo con el método de Levine (Levine y col., 1994) v ii)

cuantificacion de grupos carbonilos sobre proteinas separadas
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por PAGE-SDS y posterior transferencia a membrana de
nitrocelulosa de acuerdo con el procedimiento descrito por
Bautista y colaboradores (Bautista y col., 1998).

En el primer procedimiento se cuantifican todos los
grupos carbonilos presentes en la muestra y nos da una idea
global del nivel de oxidacién. En la Tabla-R25 se muestran los

resultados obtenidos.

Controles
Controles @ operados o
sin operar sham Con DPV
(umoles/mg)  (umoles/mg) | (umoles/mg)
Cortex 8,1+0,9 7,6+1,1 17,84+1.3
Cerebelo| 12,7+1.9 13,1£3,4 16,2+3.9
Ganglios
basales 9,3+1.0 10+1.4 20,2642 4

Tabla-R25. Cuantificacion de grupos carbonilos mediante el método
de la DNPH en cortex, cerebelo y ganglios basales de ratas controles

sin operar, operadas o sham y con DPC.

En el segundo procedimiento se analiza el grado de
oxidacion individualmente para cada proteina presente en el
extracto. Este ultimo procedimiento también nos permite
obtener una idea del grado de oxidacion total, integrando el
valor individual de cada una de las proteinas; pero menos

exacto que el obtenido en el analisis directo.
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Los resultados obtenidos mediante el segundo

procedimiento se muestran en las Figuras-R46 y —-R47.

| w_/umf

Figura-R486, Gel PAGE-8DS tefido con azul de Coomassie.

b - ,
&oee- Cortex - € —-Ganglios--- »

Figura-R47. Medida de oxidacion de grupos carbonilo por Western-

blot en cortex y ganglios basales,

Como puede observarse de estos resultados, mientras
que para la cuantificacion total de proteinas (tincion con azul de

Coomassie) no se observa diferencias (se ha cargado la misma
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cantidad de proteina en cada carril), para la cuantificacion de
grupos carbonilos si se observa una diferencia clara, las
proteinas en los ganglios basales son mas sensibles a la
oxidacion que las proteinas del cortex. Lo que esta totalmente
de acuerdo con los resultados obtenidos mediante la valoracion
de grupos carbonilos totales (Tabla-R25).

Los valores de grupos carbonilos, expresados en
unidades de densidad oOptica, obtenidos mediante este
procedimiento se muestran en la Tabla-R26

Cerebelo Valor medio
DPC 221,8£94.8
Sham 179,8£25,7
Cortex
DPC 178,4+13,6"
Sham 76,7 £18.3"
Ganglios Basales
DPC 242.6+185"
Sham 104.3£22.2"

Tabla-R26. Cuantificacion de grupos carbonilo por inmunodeteccion,

medidos en unidades de densidad optica.

De los resultados expuestos en la Tablas-R25 y -R26 se
observa, también, que mientras que en cerebelo no hay
diferencias estadisticamente significativas, respecto de los

niveles de oxidacion, cuantificados como grupos carbonilos,
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entre los animales controles y con DPC, éstas si existen de

manera clara en coriex y ganglios basales.

8.2. Identificacién de proteinas sensibles a la oxidacién

El estudio de la oxidacion de proteinas mediante
electroforesis (PAGE-SDS), Western-blot e inmunodeteccion
mediante anticuerpos anti-DNPH no  sdlo nos permite
semicuantificar el grado de oxidacién, sino que también nos
permite individualmente identificar la sensibilidad o resistencia

de cada proteina a la oxidacion.

Del analisis de la Figuras-R46 y —~R47 concluimos que las
proteinas de las bandas correspondientes a 97, 73 y 68 kDa
eran candidatos idoneos para analizar, debido a su alta
sensibilidad a la oxidacién sobre todo en ganglios basales. En la
Figura-R48 se muestra, esquematicamente, el resultado de este
andalisis.

De todas ellas hemos elegido la banda de 73 kDa, que se
cortd del gel, y se procedid a su digestion “in gel’ (Materiales y
Métodos 6.3.2.), se eluyeron los péptidos y se inyectaron en el
HPLC acoplado al espectrometro de masas.

Una vez analizados los pesos moleculares de los
peptidos tripticos obtenidos en la digestion, mediante las
distintas bases de datos, se ha identificado como componente
mayoritario de la banda, con una probabilidad del 87%, el Factor
Inducible por Hipoxia 3-o (HIF 3-w).

201



Resaltados
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Figura-R48. PAGE-8DS, en el que se recortan las bandas para
proceder a la digestién con tripsina y posterior analisis en el
LC/MS/MS.
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1. MODELOS ANIMALES
. Eleccion del modelo

El modelo ideal de EH deberia reproducir la mayoria de
los hallazgos clinicos tipicos de este sindrome en humanos
(Tabla-D1). Estos sintomas ocurren principalmente en pacientes
con enfermedad hepatica crénica, no siempre precipitada por
factores definidos, y no siempre reversible con la correccion de
los factores precipitantes. En la practica clinica se intentan
corregir  estas  alteraciones mediante el uso de
productos/farmacos tales como la neomicina, o la lactulosa, o
administrando dietas bajas en proteinas; todo ello encaminado a
reducir los niveles plasmaticos de amonio. Sin embargo, los
resultados obtenidos mediante estos abordajes, no han
proporcionado resultados claramente mejores que los obtenidos
con placebo (Uribe y col., 1987), y se han visto asociadas a un
metabolismo alterado del nitrégeno y de los aminoacidos.

- Ocurre principalmente en paciente con
enfermedad hepatica cronica

- Frecuentemente precipitada por factores
definidos

- Frecuentemente reversible con la correccién de
los factores precipitantes

- Reversible con neomicina, lactulosa o dieta baja
en proteinas

- Asociada a un metabolismo del nitrégeno y de los
aminoacidos alterado

- Amplio espectro de severidad

Tabla-D1. Principales signos clinicos de {a Encefalopatia

Hepatica que debiera reproducir un modelo animal
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Teniendo en cuenta que la mayoria de pacientes con EH
padecen ademas enfermedades hepaticas cronicas, el modelo

ideal seria aquel o aquellos que incluyesen esta circunstancia.

Cuando se especula con el modelo ideal de
hiperamoniemia, lo primero que hemos de decidir es el nivel de
hiperamoniemia que precisamos reproducir. Las necesidades de
un modelo que explore los efectos de la hiperamoniemia severa
por déficit enzimaticos en el ciclo de la urea son muy distintas de
las de otro para el estudio de la hiperamoniemia, habitualmente
mas moderada, asociada con la hepatopatia cronica.
Independientemente de esto, los estudios sobre los efectos de la
hiperamoniemia en animales son relevantes soélo si el grado y
duracién de ésta son similares a la de los pacientes. Para
nosotros este principio es fundamental y es en el que nos hemos
basado. Sin embargo a veces no se cumple este principio por
los investigadores, ya que la mayoria focalizan su interes en un
exclusivo incremento del amonio en la sangre, como causa de la
EH. El requisito previo de todos los estudios que deseen
realizarse en este campo deberia ser que el modelo animal
empleado reproduzca los cambios de comportamiento que se
observan en la EH humana. Al igual que en la EH en humanos,
el diagnostico es incierto hasta que ofras causas de
encefalopatia son excluidas, y se aprecia una respuesta

empirica al tratamiento apropiado para la EH.
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] Recomendaciones para la estandarizacion de los
modelos de hepatopatia cronica (Mullen vy
McCullough, 1989)

En los modelos de cirrosis inducida por CCls se sugiere
que todos los grupos utilicen el mismo protocolo de
administracion del toxico. En general, se recomienda también
que se utilicen animales de edad, sexo, peso y tamafio
similares. También deben estandarizarse las normas de
estancia en animalarios y de alimentacion.

En las ratas con DPC lo ideal seria que todos los
investigadores pudiesen obtener sus animales de un mismo
centro suministrador, que seria quien realizase la técnica de
anastomosis, para evitar la variabilidad entre distintas técnicas
quirargicas, En USA se pueden obtener estos animales de los
laboratorios  Zivic Miller, en Zelienople (PA), que los
comercializan. Una alternativa seria entrenar a todos los
investigadores que vayan a realizar la técnica de DPC en una

misma institucion en la que se realice una técnica estandar.

En la Tabla-D2 se indican las caracteristicas de la EM
cronica recurrente que deberian reproducir los modelos
animales segin Chamuleau (Chamuleau, 1996).

Cualquier manipulacion para mejorar estos modelos

deberia realizarse, solo, segun estrictos protocolos, con idea de

que puedan ser reproducidos en el futuro por otros grupos. A
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pesar de que estas ideas puedan parecer extremas, sé6lo con el
cumplimiento estricto de estas normas se conseguira que todos

los investigadores estudien el mismo modelo experimental.

Ciertas medidas deberian ser dispuestas para asegurar
que la estandarizacion da lugar a modelos animales identicos
(Tabla-D3).

H

Hepatopatia cronica con shunt portosistémico

H

Amplio rango de EH, desde subclinica a coma

¥

Precipitada por aumento en ingesta proteica,

hemorragia digestiva, etc

%

Mejoria con restriccion protéica y lactulosa

H

Cambios en astrocitos del tipo Azheimer |l

Descenso en concentracion cerebral de

fosfocolina y micinositol

incremento de la intensidad en fase T1

£

del globus pallidus en RNM cerebral

i

Hiperamonemia plasmatica

Alteracion del perfil aminoacidico: incremento de

¥

la concentracion de aminoacidos aromaticos vy
disminucion de la concentracién de aminocacidos

ramificados.

Tabla-D2. Caracteristicas de la EH cronica recurrente que deberian

reproducir 10s modelos animales (Chamuleau, 19986).
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Tests estaticos

Tests dinamicos

Peso corporal

1 Curvas de crecimiento vy

dieta estandarizads

Peso de distintos drganos:
higado, bazo, testiculo

Histologia hepatica

‘Contenido de  colageno

hepatico

Tests hepaticos y gonadales
normalizados

Grado de hiperamoniemia

Masa corporal magralagua
corporal total

Perfii hormonal insuling vy
glucagon

Respuesla a cambios

dietéticos:

- Grecimiento, eficiencia
alimenticia, ingesta actual

- Cambios
nedrocomportamentales

- Balance de nitrogeno,
cambios en aminoacidos
plasmaticos

- Medidas secuenciales de

composicion corporal

Aminoacidos plasmaticos

Rangos de sintesis de urea
en respuesta a la
administracion de

amingacidos

Hipoalbuminemia

Sindrome nefrético

Tabla-D3. Métodos tedricos para confirmar la estandarizacion de

modelos animales entre diferentes laboratorios.
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En nuestro caso todos los animales proceden del mismo
animalario, el Animalario de la Universidad de Sevilla en
Espartinas (Sevilla), y todos los animales han sido operados por
el mismo cirujano, el Dr. Daniel Diaz Gémez, en el quiréfano del
estabulario del Hospital Virgen del Rocio (Sevilla).

. Anastomosis porto-cava experimental

En 1983 Numata describio una modificacion de la técnica
que la simplifica en gran medida, la hace mas facil y
reproducible y contribuye a minimizar el tiempo operatorio. La
técnica se basa en una anastomosis microquirdrgica veno-
venosa latero-lateral entre la porta y la cava de la rata, que
permite un mayor calibre de shunt que la anastomosis término-
lateral de Lee (Lee, 1961) y Bismuth (Bismuth y col., 1963},
con una tasa de estenosis a largo plazo tedricamente menor.
Permite ademas su utilizacion bien como anastomosis latero-
lateral, en funcion de que la dejemos tal y como quede tras la
realizacion del shunt quirdrgico, o bien término-lateral, si es que
ligamos y seccionamos la vena porta en sentido proximal
inmediatamente después de realizar la anastomosis, lo que
permitiria aplicarla a estudios experimentales diferentes en

funcién de los intereses.

Todo modelo animal debe reproducir los sintomas de la
enfermedad que quiere “modelar”, lo cual es harto dificil en el
caso de las enfermedades hurnanas y mas en un sindrome

como la EH en el que se asccian sintomatologia neuroldgica y
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corporal. En nuestro caso, en el modelo de derivacion porto-
cava (DPC), al no poder contemplar todos los parametros y/o
sintomas tenidos en cuenta en humano hemos seleccionada los
siguientes: hiperamonemia, alteracion del perfil aminoacidico
(alta razdn de Fischer), respuesta positiva a la prueba de
sobrecarga de glutamina oral, alteracion generalizada del

comportamiento {menor movilidad).

Todos los animales utilizados en este estudio han sido
sometidos a una derivacion porto-cava y se han examinado de
acuerdo con los criterios anteriormente indicados: alteracion
clara del comportamiento y alteraciones de los parémetros
bioguimicos, fundamentalmente los relacionados con los niveles
de amonio plasmatico y del patron aminoacidico, y respuesta
positiva a la sobrecarga de glutamina oral, como reflejo de
modelo de EH adecuado.

2. EFECTO DE LA DERIVACION PORTO-CAVA SOBRE
EL PESO, EL AMONIO Y EL PERFIL DE
AMINOACIDOS
El primer objetivo del presente estudio ha sido

asegurarnos que el modelo utilizado, a pesar de la abundante

informacién en la bibliografia, bajo nuestras manos, realmente
reflejaba los principales parametros o caracteristicas

bioquimicas de la encefalopatia hepatica: i) hiperamonemia; ii)

alteracion de los aminoacidos plasmaticos, fundamentalmente

elevada concentracion de aminocacidos aromaticos (AAAS) y
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reducida concentracion de aminoacidos ramificados (AARs); es
decir, animales con una alta relacion de Fischer
([AAAsVIAARSs]), vy i} respuesta positiva a la sobrecarga de
glutamina oral. Este ultimo punto no lo discutiremos aqui ya que
ha sido ampliamente discutido en la Tesis de la Dra. Ramos
Guerrero (Ramos Guerrero, 2004). Los animales que no han

cumplido estas caracteristicas han sido rechazados.

La evolucion del peso se ha estudiado como parametro
relacionado con la alteracion dal comportamiento, ya que, en
aquellos animales en los se observa una pérdida sistematica de
peso, estado hipercatabdlico, en el gqgue predominan los
procesos catabolicos sobre los anabdlicos, generalmente se
observa una alteracion del comportamiento debido al desarrollo
de la enfermedad. En nuestro caso, de la encefalopatia
hepatica, reflejado en un peor aspecto fisico de los animales y
una menor salubridad.

Como se puede observar de los resultados expuestos en
las Figuras-R1, -R2, -R3 y -R4, los animales controles sin
operar muestran un incremento de peso uniforme a lo largo de
las 4 semanas del estudio; mientras que, en los animales
controles operados o sham durante la primera semana post-
operacion el incremento en el pesoc corporal es menos
pronunciado, probablemente como consecuencia del trauma
causado por la operacion. Sin embargo, tras la segunda semana
y hasta el final del estudio, el incremento de peso es uniforme,

semejante al observado para los animales controles sin operar,
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alcanzandose al final pesos totalmente equivalentes. En el caso
de los animales con DPC, sin embargo, la pérdida de peso es
constante a lo largo de las cuatro semanas, si bien al final del
ensayo parece moderarse esta tendencia, manteniéndose la

perdida de peso a un nivel significativamente menor.

* Medida de amonio en sangre

Como un control positivo de que las ratas estudiadas
estan en una situacion de encefalopatia hepatica, se ha medido
en todos los animales estudiados, los niveles de amonio
plasmatico. La concentracion de amonio se han determinado tal
y como se describe en Materiales y Métodos, apartado 5.1.1., en
suero, plasma y sobrenadante obtenido por precipitacién con
TCA al 10%.

Como puede observarse, de los datos resumidos en la
Tabla-D4, independientemente del método utilizado, las
diferencias entre los valores obtenidos para las ratas controles
(controles no operados y operados o sham) y las ratas con DPC
son estadisticamente significativos, con un valor de p < 0.001.
Sin embargo, no existe diferencia estadisticamente significativa
entre los valores obtenidos para las ratas controles operadas o
sham y las controles no operadas, lo que nos esta indicando que

la hiperamonemia es debido a la DPC (ratas con EH).

b
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Niveles de amonio en ug/dl
Suero Plasma TCA 10%

Control sin

191,1444 2 132.4+40 8 110,2+391
operar
Control
operado o 204 6+34 8 144 3425 1 118,3:123.0
sham
Ratas con
BPC 607 2+187 1 469 B+130, 392.8+06 1

Tabla-D4. Niveles de amonio en sangre de ratas controles sin operar,

operadas o sham y con DPC.

Estos resultados también ponen de manifiesto que los
valores mas altos se obtienen cuando se mide el contenido de
amonio en suero, probablemente debidc a la menor
manipulacién de la muestra. Los valores mas bajos se obtienen

en el sobrenadante procedente de la desproteinizacion con TCA,

Esta discrepancia de valores, segun el método utilizado,
explica, en parte, los distintos valores encontrados en la
literatura, y se hace necesario el establecimiento de una
metodologia fija. Nosotros creemos que la medida en suero
mediante el método de la glutamato deshidrogenasa es el mas
adecuado por, los altos valores obtenidos, la poca manipulacion
de la muestra y la reproducibilidad del meétodo (menor
desviacion estandar porcentual). Aunque, si bien, como veremos
mas adelante, para medir la cantidad de amonio en los tejidos

necesitamos realizar una precipitacion de las proteinas con
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TCA, lo que probablemente nos dara resultados mas bajos que

los reales.

» Medida de amonio en tejidos.
Los niveles de amonio también se han medido en
diferentes tejidos: intestino, rifndn, higado, musculo y cerebro,
como reflejo de tejidos productores, transformador, consumidor

y diana vulnerable o sensible al amonio, respectivamente (ver
Tabla-D5).

En el higado los niveles de amonio observados en ratas
con DPC son claramente mayores que en ratas sin operar y en
ratas operadas o sham, lo cual podria interpretarse como una
acumulacion de este metabolito en este tejido, debido a su mal
funcionamiento.  Estos  valores son  estadisticamente
significativos, p < 0.05.

En el masculo, practicamente, no observamos
diferencias para los niveles de amonio entre los tres grupos de
animales estudiados, controles sin operar y operados o sham y
animales con DPC. Esto podria interpretarse como un indicio de
un incremento de la utilizacion del amonio a nivel muscular para
hacer frente a los altos niveles de amonio plasmatico (Romero y
col.,, 2004b), ya que el aporte plasmatico de amonio a este
tejido esta claramente incrementado.
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Control sin Control Ratas con
operar operado o pPC
Sham
Higado 2,02:030 | 2,14:0,30 | 3,02:0,38
Masculo 1,50+0,33 | 1,81:054 | 1974057
Cerebro:
Cortex 0,5040,07 = 0,55:0,12 | 1,8040,32"
Ganglios bas. | 045:007 @ 052:0,10 | 1264057
Cerebelo 0,36+0,08 | 0,39+0.10 | 1,17:0.68"
Rifion:
Médula 4,32+0.80 | 426:043 | 499:0865
Corteza 3,95+026 | 391057 | 5624112
Intestino:
lieon 1.83:041 = 1.83:035 | 1871051
Duodeno 1994044 = 1,91+0,35 3,64:0.83

Tabla-D5. Niveles de amonio en diferentes tejidos.

En el cerebro, con el fin de estudiar la sensibilidad al
amonio de este tejido, se ha estudiado la concentracion de
amonio en tres areas cerebrales distintas: cortex, ganglios
basales y cerebelo. En el cortex, los niveles de amonio
encontrados han sido: 1,80£0,32 umoles/g de tejido en ratas con
DPC versus 0,55+0,12 umoles/g de tejido en ratas sham y
0,50£0.07 umoles/g de tejido en ratas sin operar. Para estos
valores el valor de p es estadisticamente significativo (p < 0.05

para las ratas sin operar y operadas o sham frente a las ratas
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con DPC). Estos valores son del mismo orden que los
encontradés por otros (Erceg y col., 2006). En los ganglios
basales los niveles de amonio encontrados han sido: 1,26+0 57
umoles/g de tejido en ratas con DPC versus 0,52+0.10 umoles/g
de tejido en ratas sham y 0.45+0,07 umoles/g de tejido en ratas
sin operar. Valores para los cuales el valor de p también es
estadisticamente significativo, p < 0,05. En el cerebelo los
niveles de amonio encontrados han sido: 1,17+0,68 umoles/g de
tejido en ratas con DPC versus 0,39+0,10 pmoles/g de tejido en
ratas sham y 0,36£0,08 ymoles/g de tejido en ratas sin operar.
Valores para los cuales el valor de p también es
estadisticamente significativo, p < 0,05.

Como podemos chservar de estos datos, el amonio esta
incrementado en las tres areas del cerebro estudiadas. Esto
esta de acuerdo con la hipdtesis de que la hiperamonemia
cerebral sea el elemento disparador en el inicio y desarrollo de
la patologia de la encefalopatia hepatica. Por ejemplo, a través
de la via glutamate-NO-cGMP (Felipo y Butterworth, 2002).

Actualmente la hiperamonemia se considera como el
principal factor responsable de las alteraciones neurologicas
observadas en la EH. Sin embargo, aun no se conoce con
certeza los mecanismos moleculares a través de los cuales la
hiperamonemia y el fallo hepatico conducen a estas alteraciones

neurologicas y a la disminucion ¢e las funciones intelectuales.

[
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Aungue el mecanismo molecular aun no estad bien
establecido, cada vez hay mas dalos experimentales que
apuntan hacia la posible intervencion del glutamato y del oxido
nitrico (Felipo y Butterworth, 2002). Los receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA)} estan implicados en ciertos tipos de
aprendizaje, por lo que se piensa que podrian jugar un papel
importante  en los problemas neurcldgicos intelectuales
observados en la EH. La activac:on de los receptores NMDA por
glutamato incrementa los niveles de Ca®' en las neuronas
postsinapticas. El Ca’' se une a la calmodulina y activa a la
oxido-nitrico sintetasa cerebral (NOS), que activa a la guanilato
ciclasa, incrementandose la produccion de guanidin-mono-
fosfato-ciclico (¢cGMP), y parte de este cGMP es liberado al
espacio extracelular sinaptico. La activacion de esta via
glutamato-NO-cGMP parece estar implicada en el desarrollo de
ciertos tipos de aprendizajes, ya que, estudios recientes indican
que la guanilato ciclasa y el ¢cGMP son elementos importantes
en los procesos de aprendizaje y memoria (Bernabeu y col.,
1996; 1997; Yamada y col., 1996).

¢ De dénde proviene este glutamato, elemento primero en
la activacion de la via? A esta pregunta intentaremos darle una
respuesta mas adelante, una vez que hayamos discutido,
brevemente, el perfii aminoacidico plasmatico y la actividad

glutaminasa en los diferentes tejidos.

A partir de los datos obtenidos para los niveles
aminoacidicos plasmaticos, en ratas controles sin operar y

operadas o sham y ratas con DPC (ver Tabla-R8, -R9, -R10 y
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Figura-R9), podemos sacar las siguientes conclusiones
respecto del perfil aminoacidico: i) Salvo para los aminoacidos
aspartico, metionina, prolina y treonina, que no muestran
diferencias significativas, y la Ser que presenta un valor de p =
0.05, para todos los demas aminoacidos, especialmente para los
aminoacidos aromaticos (AAAs: Tyr, Phe y Trp) y aminoécidos
ramificados {AARs: Leu, lle y Val), se observa una diferencia
clara (p £ 0,001) entre los niveles encontrados en ratas con DPC
y las ratas controles sin operar y operadas o sham. ii) El
coeficiente de Fisher [cociente entre los aminoacidos
ramificados (AARs) y los aminoacidos aromaticos (AAAs)],
muestra una diferencia claramente significativa (p < 0.001),
(Figura-R9), como consecuencia de la elevada concentracion
de AAAs y de la baja concentracion de AARs encontradas en las
ratas con DPC respecto de los niveles encontrados en las ratas
controles (shamy sin operar).

En este hecho se basa la teoria de los falsos
neurotransmisores, que propone la formacién de estas
sustancias, metabdlicamente anormales, como una de las
posibles causas de la fisiopatologia de la EH. El metabolismo
anomalo de los AAAs, al no funcionar adecuadamente el higado,
podria conducir a la generacion de falsos neurotransmisores
como la octopamina, la beta-feniletilamina, etc., que
reemplazan a los verdaderos (dopamina, etc). Incluso la sintesis
de los verdaderos transmisores esta reducida por inhibicion
enzimatica de la tirosin-3-hidroxilasa (Butterworth, 1992).

t
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En este hecho se fundamentan también los abordajes
nutricionales de la EH basados en el uso de preparados
proteicos (generalmente aminoacidos, y mas reciente péptidos)
(Bautista y col.,, 2000) ricos en AARs y con una baja
concentracion de AAAs, es decir, con una razdn de Fisher muy
baja, con el fin de favorecer el paso al cerebro, a través de la
barrera hematoencefalica, de los AARs frente a los AAAs, ya
que ambos tipos de aminoacidos comparten el mismo tipo de
transportador (Butterworth, 1992).

A partir de los datos mostrados en la Figura-R11 y -R12
se observa que, en el caso de las ratas con DPC no tratadas
con IGF-1, el peso disminuye de manera continua (- 40,2 g),
mientras que en el grupo de las ratas con DPC vy tratadas con
IGF-1, el peso aumenta ligeramente (+ 10,0 g). Si bien, este
incremento de peso es mucho menor que el observado en los
grupos controles (sin operar y operado o sham), presenta la
peculiaridad de que el tratamiento con IGF-1 revierte el proceso
de pérdida de peso, e incluso hace que el peso aumente. Lo
cual significa un cambio cualitativamente importante en el
metabolismo de los animales, probablemente haciendo
predominar los procesos anabdlicos sobre los catabdlicos,

predominantes en los animales con DPC.

Del analisis de la evolucion de los pesos semana a
semana (Figura-R13) se puede observar que en las ratas con
DPC vy tratadas con IGF-1, éstos, a lo largo de la primera

semana siguen un patron totalmente parecido al de las ratas con
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DPC pero sin tratamiento (disminucidén de peso). Sin embargo, a
partir de la segunda semana el patron cambia, observandose un
claro y paulatino incremento del peso. Si bien, como ya hemos
indicado, este incremento es mucho menos pronunciado que en

el caso de los animales controles (sin operar y sham).

En cuanto al efecto del tratamiento con IGF-1 sobre la
producciéon de amonio en ratas con DPC, los valores de amonio
en sangre son practicamente iguales en los animales tratados
con IGF-1 y en los no tratados, no mostrando una diferencia
estadisticamente significativa, sobre todo cuando éstos se
miden en plasma o en suero; aunque, en el caso de realizarse la
medida utilizando el procedimiento de precipitacion con TCA la
diferencia observada si es estadisticamente significativa (p <
0.001).

Independientemente de esto, lo que si cabe resaltar es
que, en todos los casos, los valores de amonio en sangre
obtenidos para los animales tratados con IGF-1, siempre han
sido menores que en el grupo de animales no tratados. Lo cual
esta totalmente de acuerdo con los resultados obtenidos para la
evolucidn del peso, que en el caso del grupo tratado con IGF-1
revierte el proceso de pérdida de peso haciéndolo aumentar.
Esto podria explicarse por un efecto positivo del IGF-1 sobre la
sintesis de proteinas musculares, lo que conllevaria un aumento
de la utilizacion del amonio plasmatico y por tanto a una
disminucion de la concentracién plasmatica de éste, aunque

esta disminucion no sea estadisticamente significativa.
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De los valores de amonio en los diferentes tejidos de
ratas tratadas con IGF-1 y ratas sin tratar (Tabla-R12) puede
observarse que entre estos valores no se observan diferencias
estadisticamente significativas. Si bien, los valores medios en
cortex, higado, ileon y duodeno son sistematicamente menores
en las ratas tratadas que en ratas sin tratar. Esto podria
interpretarse como una consecuencia de la disminucion del
amonio plasmatico en las ratas tratadas, bien por un mayor uso
en estos tejidos o bien debido al mayor uso a nivel de musculo.
Sin embargo, a nivel muscular, practicamente, los valores son
iguales en un caso y en otro, lo que podria interpretase como
consecuencia de un mayor flujo del amonio plasmatico hacia el
musculo y que la velocidad de uso (mas lenta que en los
controles) no es suficiente para disminuir significativamente los

niveles de amonio.

3. FLUJO DE AMONIO ENTRE ORGANOS. ACTIVIDAD
GLUTAMINASA

Los elevados niveles de amonio en el plasma de las ratas
con DPC, de acuerdo con investigaciones recientes, como las
realizadas en nuestro grupo (Romero-Gémez y col., 2002;
2004; 2006), pueden afribuirse, ademas de al by-pass del
higado, a un incremento de la actividad glutaminasa en otros
tejidos extrahepaticos como el intestino y el rifién (amonio

esplenico).
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Con el fin de estudiar el papel de esta enzima en la
produccidén de amonio se ha procedido a medir la actividad
glutaminasa en el intestino,y el ninon. Y con el fin de estudiar su
papel en el 6rgano diana del amonio, se ha procedido a medir la
actividad de esta enzima tambien en diversas areas cerebrales,
sobre todo debido a su relacion con la produccion de glutamato
extracelular.

Previamente a la determinacion de la actividad de esta
enzima en diferentes tejidos, hemos procedido a determinar los
parametros cinéticos de la enzima de tipo-K {rifién) en ausencia

y presencia de varios potenciales inhibidores.

] Caracterizacion cinética de la glutaminasa de tipo-K
Las medidas de actividad de la glutaminasa se han
llevado a cabo mediante dos métodos: a) Método de Lund, o
meétodo acoplado (Lund, 1988) v b) Método de Heini, 0 métedo
directo (Heini y col., 1987). En el primer método la actividad se
mide gracias a la produccidon de NADH en una reaccidn
acoplada (glutamato deshidrogenada), mientras que en el
segundo método la actividad se mide por cuantificacion directa

de uno de los productos de reaccion, el amonio.

Como se observa en las Figura-R17 y -R19, la utilizacion
de la Gin por la GAP de intestino de rata muestra una curva de
saturacion tipica de una cinética michaeliana. Si bien, a
concentraciones de sustratos bajas (< 5mM) el comportamiento

se desvia ligeramente de un comportamiento hiperbolico puro,

P
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mostrando ciertos rasgos compatibles con un comportamiento

sigmoidal o cooperativo (Ramos-Guerrero, 2004).

Estos datos muestran que a partir de 100 mM estamos a
velocidad maxima y que un aumento de la concentracion de Gin
no se ve reflejado en una mayor velocidad de reaccion. Por ello
se ha elegido 200 mM como concentracion de Gin para los
ensayos de actividad por este método.

Asi pues, resumiendo, el analisis simple de la curva v -
{GIn] indica que los puntos se pueden ajustar, en una primera
aproximacion, a una cinética michaeliana. Si bien un analisis
mas detenido, scbre todo a bajas concentraciones, parece
indicar que esta enzima, a bajas concentraciones, podria tener
un comportamiento alostérico mas que michaeliano como
ultimamente se ha indicado para la iscenzima de rifidn

(Stevensen, comunicacion perscnal).

La representacion de los resultados anteriores mediante
el método de Lineweaver-Burk o de dobles reciprocos (1/v frente
a 1[S)]), (Figura-R18 vy -R20), nos permite calcular los
parametros cineticos de la enzima a partir de los cortes en el eje
de ordenadas (Vmax) y en el eje de abscisas (Km). Dado que la
representacion de los datos presentan una cierta desviacion de
la linealidad, los parametros cinéticos se han evaluado, ademas,
aplicando el método de la representacion lineal directa o
representacion de Eisenthal y Cornish-Bowden (Nufiez de
Castro, 2000).
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En la Tabla-D6 se muestran los valores obtenidos
mediante los dos métodos, asi como los correspondientes

valores medios.

. Heini Lund
Vmax (nmol min™’ :
mg! proteina) 83,75+2,47 | 82,0520,95
Km (mM) 4.67+0,65 457+0,92

Tabla-D6. Parametros cinéticos de la GAP tipo K.

Teniendo en cuenta que ambos métodos proporcionan
resultados totalmente equivalentes, decidimos utilizar el método
de Heini en el resto del estudio, debido al mayor control del
método y eliminacion de posibles errores en fa determinacion,
por ejemplo, el establecimiento del color exacto durante la
neutralizacion;, asi como por su facilidad, comodidad vy
posibilidad de automatizacion.

. Inhibicion de la actividad glutaminasa “in vitro”

La inhibicién de glutaminasa “in vitro” se ha estudiado
para los siguientes productos: histidina, glutamato, lactitol,
neomicina y flumazenilo. Productos utilizados en la practica
clinica con resultados muy dispares. Los datos obtenidos se
resumen en la Tabla-D6.

De los resultados obtenidos no se puede concluir una

inhibicion efectiva para ninguno de ellos ya que los efectos
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inhibidores empiezan a manifestarse a concentraciones

elevadas de inhibidor (altos valores de ICsp, del orden de mM).

Tipo Eng}
No-competitiva
Histidina , 55-140 mM
mixta
No-competitiva
Glutamato : 26-130 mM
mixta
Lactitol Incompetitiva mixta 11-128 mM
Neomicina incompedtitiva mixta 1,05-14.5 mM
No-competitiva
Flumazenilo , 0,38-3.8 mM
mixta

Tabla-D7. Tipo de inhibicion y rango de valores de ICy, para los
inhibidores de la GAP: Histidina, Glutamato, Lactitol, Neomicina y

Flumazenilo.

En cuanto al tipo de inhibicion, la histidina, el glutamato y
el flumazenilo presentan una inhibicidn de tipo no-competitiva
mixta, ya que las rectas cortan ¢l eje de ordenadas en distintos
puntos y tiende a cortarse dentro del primer cuadrante, no sobre
el eje de abscisas, como cabria esperar para una inhibicion no
competitiva pura en una representacion de dobles inversos.
Mientras que el lactitol y la neomicina parecen ser inhibidores
acompetitivos o incompetitivos (en una representacion de dobles

inversos las rectas son practicamente paralelas).

No obstante algunos de ellos, como por ejemplo la

neomicina y el flumazecino, podrian utilizarse como productos
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de partida para disefiar nuevos inhibidores, derivados de ellos,
ya que presentan los valores de ICsy mas bajos, e incluso el
flumazenilo del orden umolar (380 uM), valor no obstante
relativamente alto para un inhibidor eficiente (Nlfiez de Castro,
2000).

. Actividad glutaminasa en intestino

La actividad glutaminasa en el intestino se ha medido
fundamentalmente en duodeno ya que en ileon y yeyuno ésta es
significativamente menor (James y col., 1988). En este caso la
actividad se ha medido con ambos métodos, Lund y Heini, ya
que este matenal ha sido el que se ha utilizado para realizar el
estudio comparativo entre ambos métodos. Si bien, como ya
hemos indicado, el método de Heini ha sido el elegido para la
determinacion de las actividades en los demas tejidos, dada su
mayor sencillez, minima posibilidad de errores, debido a su
menor manipulacion, y a su mayor facilidad para semi- y/o
automatizar.

Los resultados obtenidos con el método de Lund y Heini,
respectivamente, se muestran en la Tabla-D8. Estos resultados
ponen de manifiesto que la actividad glutaminasa en duodeno
esta claramente incrementada en los animales con DPC, y que
estas diferencias son estadisticamente significativa p < 0,001,
independientemente del método utilizado.

Como podemos observar, la actividad glutaminasa

determinada mediante los dos métodos, expresadas como
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Ul/mg proteina, son practicamente iguales. La actividad GAP
intestinal media en ratas controles operados sham y ratas con
DPC, medida mediante el método de Lund, es de 165:76
mU/mg proteina y 363448 U/mg proteina, respectivamente;
mientras que la actividad GAP intestinal media en ratas
controles operados sham y ratas con DPC, medida mediante el
método de Heini, es de 172+48 U/mg proteina y 375+36 U/mg

proteina, respectivamente.

Controles
operados o sham Ratas con DPC
{milimg proteina} {mU/mg proteina)

Método de
165+7€ 363+48
Lund
Método de
o 172448 375236
Heini

Tabla-D8. Actividad GAP intestinal en controles operados o sham
y ratas con DPC medidos por el método de Lund y Heini,

respeciivamente.

A partir de estos valores también se observa que la
actividad GAP es unas tres veces mayor en el intestino
{duodeno) de las ratas con DPC que en las ratas controles
operadas o sham, resultados totalmente de acuerdo con los
resultados previamente encontrados en nuestro laboratorio
(Romero y col., 2004).
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Figura-D1. Actividad glutaminasa intestinal expresada en mUl/mg
de proteina en animales con DPC frente controles operados o

sham.

. Actividad glutaminasa en rifién

La actividad glutaminasa en rifion, se ha medido mediante
el método de Heini, en rifion completo, médula y corteza renal.
En la Tabla-D9 se muestran los resultados obtenidos para las

diferentes actividades GAP en rinén completo, corteza y médula
renal,
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Controles
Controles operados o Ratas con
sin operar sham DPC
Rifion - 32+10 76412
Corteza 58+15 50+13 106112
Médula 12337 112217 124139

Tabla-D9. Actividad glutaminasa en rifdn completo, corteza y
médula renal de ratas controles sin operar y operadas y ratas con
DPC. Medidas en mUl/img prot.

Como puede observarse de estos datos, tanto en rifion
completo como en corteza, la actividad glutaminasa en las ratas
con DPC es estadisticamente mayor que en los controles sin
operar y operados 0 sham, con un valor de p £ 0.001. Sin
renal no se observan diferencias

embargo, en meédula

estadisticamente significativas.

Como puede deducirse de los anteriores resultados la
actividad glutaminasa en rifidn completo es dos veces mayor en
los animales con DPC que en los animales controles operados o
sham. En corteza renal también observamos un incremento
claro de esta actividad, sin embargo en medula renal los
resultados obtenidos no muestran diferencias estadisticamente
significativas.
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Figura-D2. Actividad glutaminasa en corteza y médula renales, asi
como en rifidn completo.

® Actividad glutaminasa en cerebro

En la Tabla-D10 se muestran los resultados obtenidos
para la actividad glutaminasa en tfres zonas diferentes del
cerebro; cortex, ganglios basales y cerebelo para animales
controles sin operar y operados o sham y ratas con DPC.

Como se observa de los resultados expuestos en la
anterior tabla, la actividad glutaminasa en el cortex de animales
controles sin operar y operados o sham y animales con DPC son
estadisticamente significativas, con un valor de p € 0.001.
Estando claramente incrementada la actividad en los animales
con DPC. Estos resultados se muestran graficamente en la
Figura-D3.
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Controles
Controies sin
operados o Ratas con
operar
sham bBPC
Cortex 421480 390+59 6464121
Ganglios
basales 597+80 558+11 745288
Cerebelo 293+60 287460 326478

Tabla-D10. Actividad glutaminasa en diferentes areas cerebrales en
ratas controles sin operar y operadas o sham y ratas con DPC.
Actividades medidas en mU/mg proteina.

wen
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Figura-D3. Actividad glutaminasa en diferentes areas del cerebro.

La actividad glutaminasa en ganglios basales, igualmente
esta incrementada (745+88 mU/ mg de proteina) en ratas con
DPC frente a los valores encontrados en ratas controles
operadas o sham y controles sin operar (559£118 mU/ mg de

proteina y 597+80 mUl/mg de proteina, respectivamente), con
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un valor de p = 0,05, En la Figura-D3 se muestran graficamente
estos resultados.

Sin embargo estas diferencias no se han observado en
cerebelo, donde la actividad GAP encontrada ha sido bastante
parecida en los tres casos: 326178 mUl/mg de proteina en ratas
con DPC frente a 283460 mU/mg de proteina en ratas controles
sin operar, y 287460 mUl/mg de proteina en controles operados
0 sham, con un valor de p < 0,05. En la Figura-D3 se muestran
graficamente estos resultados.

. Papel de la glutaminasa en los tejidos extrahepaticos

Con el fin de detectar especificamente la presencia de la
enzima GAP y para investigar la posibilidad de una sobre-
expresion de la enzima en los diferentes tejidos de los animales
con DPC respecto a controles, en primer lugar, hemos procedido
a la obtencidn de anticuerpos especificos contra dicha enzima.
Para ello, en lugar de purificar 1a enzima directamente a partir de
homogenados tisulares, se ha recurrido a una estrategia
alternativa basada en la obtencién de un péptido sintético a
parlir de la secuencia del gen de la glutaminasa humana
. (Patarroyo y col,, 198?}5"?250132{33 que ha sido utilizada con éxito
para un numero importante de proteinas (Gutiérrez y col.,
1997).

La estrategia sequida, ha sido la siguiente: i} Seleccion de
un péptido inmunogénico. Para ello, el primer paso fue conocer
la secuencia aminoacidica del gen de la GAP lo cual es posible

o
s
o
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a partir de cualquiera de las bases de datos disponibles en la
red. Concretamente nosotros hemos utilizado la base de datos
Swiss-Prot (htip://us.expasy.org/sprot/). La secuencia obtenida

se muestra en la Figura-R25 (ver pg. 179). A partir de esta
secuencia, y mediante el software adecuado, hemos
seleccionado las regiones con mayor probabilidad de dar
respuesta inmunogénica positiva. Una vez seleccionadas las
regiones, se ha mandado sintetizar los correspondientes
péptidos, que unidos a la proteina KLH, se han utilizado para
inmunizar los conejos. Es decir, los anticuerpos que hemos
obtenido son anticuerpos policlonales no contra la proteina
completa sino contra un péptido determinado de la molécula.

La herramienta bicinformatica que hemos utilizado ha
sido el programa ANTHEPROT, obtenido de la red en la
3hil
del gen de la GAP, mediante esta herramienta, se ha llevado a

direccién hitpy//antheprot-philibep fr/. El analisis de la secuencia

cabo para una serie de parametros, tales como: la antigenicidad
de acuerdo con los algoritmos desarrollados por Parker vy
colaboradores, la hidrofobicidad, de acuerdo con el algoritmo de
Kyte y Von Heijne, la estuctura secundaria de acuerdo a un
algoritmo resultado de la combinacion de los siguientes cinco
metodos: el método de GORI, el método de Gibralt, el método
de doble prediccion (DPM), el método de Homdlogia vy el
metodo {.xreci%cma y las regiones helicoidales transmembranales
se han determinado de acuerdo con los algoritmos de
Eisemmberg. De acuerdo con los datos obtenidos hemos

seleccionado una secuencia de 12 aminoacidos altamente
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inmunogénica de la GAP, que se localiza entre los aminoacido
590 al 604 y que presenta la secuencia: **°-Y-Q-V-Q-Y-T-P-Q-G-
D-S-D-** v que se corresponde con la secuencia aminoacidica

del extremo C-terminal de la proteina expresada:

~Tyr-GIn-Val-GiIn-Tyr-Thr-Pro-Gin-Gly-Asp-Ser-
Asp-

Y-Q-V-Q-Y-T-P-Q-G-D-8-D

Ademas, esta secuencia es una secuencia altamente
hidrofilica, lo que la hace mas accesible al solvente y por tanto

mas inmunogénica (Niman y col., 1983).

Con ayuda del programa BLAST (Altschul y col., 1997)
(http//pbil ibcp fr/NPSA) hemos comprobado que la secuencia

elegida es especifica de la proteina GAP, lo cual favorece la
eleccion del peptido; ya que, de no ser asi, se expresaria
ademas en otras proteinas y los anticuerpos sintetizados a partir
del péptido se unirian tanto a la GAP como a proteinas distintas,
falseando con ello los resultados.

Ahora bien, el péptido mandado a sintetizar no ha sido
exactamente éste, sino que ha habido que hacerle algunas
modificaciones. Para que el péptido, una vez sintetizado, pueda
unirse a la proteina KLH, se le ha afiadido un resto de cisteina
(C) en el extremo N-terminal, y para asegurar la secuencia del
posible epitopo se ha duplicado el Gitimo resto aminocacidico del

j
?"‘3
L4



Discusion

peptido, afadiendo por lo tanto, al extremo C-terminal un resto
de aspartico (D).

C-Y-Q-V-Q-Y-T-P-Q-G-D-S-D-D

Para corroborar la pureza del peptido y comprobar su
identificacién, se ha procedido & su analisis por espectrometria
de masas, mediante la técnica de ionizacion blanda: ionizacion
desorcion asistida por laser (MALDI, Matriz-Assited-Laser-
Desoption-lonization), y detectando los iones en un detector de
tiempo de vuelo (TOF, Time-of-Fligh). En el espectro de masas
(Figura-R35, ver pag. 182), se obtienen dos picos, uno a una
relacion m/z = 1619,65 que se corresponde con el ion MH" y por
tanto a una masa molecular de 1618,65 igual a la masa
molecular tedrica del péptido sintético de 14 aminoacidos (C-Y-
Q-V-Q-Y-T-P-Q-G-D-S-D-D), vy otro a una relacion m/z =
3220,18 que se corresponde con el ién 2MH" y por tanto con
una masa molecular doble de la del primero, 3318.18, y que
representa la masa de un dimero del péptido. Este resultado es
totalmente I6gico, ya que en disolucion y en ausencia de
sustancias reductoras, al tener el péptido en su extremo N-
terminal una Cys libre la formacion de un puente disulfuro {-S-S-
) es totalmente posible. Los picos que aparecen a bajo peso
molecular corresponden a la matriz utilizada para facilitar la

volatilizacion del péptido (acido sinapinico).

La inmunizacion en conejos, la obtencidn de sueros y
purificacion de inmunoglbulinas anti-péptido-GAP, se ha llevado
a cabo por los metodos estandares puestos a punto en nuestro

>y g

st
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laboratorio. Estos anticuerpos son los que se han utilizado tanto
para detectar GAP como para semicuantificarla en los diferentes
tejidos estudiados.

De los resultados obtenidos puede observarse la
presencia de anticuerpos anti-GAP tipo-K, y que los anticuerpos
obtenidos contra el péptido correspondiente a los 14
aminoacidos del extremo C-terminal de la isoforma K-GAP son
especificos, ya que no reconocen al péptido de 14 aminoacidos
correspondientes al extremo C-terminal de la isoforma L-GAP.
En cuanto a la sensibilidad de los anticuerpos, estos pueden
utilizarse hasta una diluciéon 1:1000, detectandose el péptido
hasta concentraciones de 0,01 ug; pero incluso es posible
detectar cantidades de 0,001 HY (utilizando
guimioluminiscencia). Una vez determinada la dilucidn de
trabajo, y la sensibilidad de los anticuerpos anti-GAP, se
procedid a su uso para detectar la GAP en extractos
mitocondriales de enterocitos, rindn vy diferentes areas
cerebrales de ratas controles y con DPC, una vez separadas las
proteinas por electroforesis PAGE-SDS y posterior transferencia

a membranas de nitrocelulosa.

Asi en enterocitos se ha observado que en los animales
con DPC hay una clara sobreexpresion de la GAP y que esta
sobreexpresion se observa a nivel de las dos bandas,
correspondientes a las dos subunidades de la enzima, una de
61 kDa y otra de 57 kDa.
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De manera analoga, del estudio de la expresidon de la
GAP en rinidn, se observa que la expresion de la GAP en rifién,
tanto en corteza como en meédula, también esta claramente
sobreexpresada, respecto de los niveles encontrados en los

controles sin operar y los operados o sham.

En el cerebro la expresion de la glutaminasa se ha
estudiado en tres areas diferentes: cortex, ganglios basales vy
cerebelo, y los resultados obtenidos muestran claramente una
sobreexpresion de la enzima GAP en cértex. También existe
una sobreexpresion en ganglios basales, mientras que en

cerebelo no se observan diferencias claras de sobreexpresion.

4.  OXIDACION PROTEICA

Cada vez esta mas clara la induccion de estrés oxidativo
por concentraciones altas de amonio (Hazel y Butterworth,
1999). Entre los biomarcadores de estrés oxidativo mas
importantes estan la oxidacion de grupos sulfhidrilos, la nitracion
de tirosinas y la oxidacién de restos aminoacidicos
(principalmente de arginina, lisina e histidina) para formar
derivados carbonilicos (grupos carbonilos). Generaimente estas
modificaciones post-traduccionales conducen a la inactivacion
de la actividad enzimatica, en el caso de enzimas, ¢ a la pérdida
de funcidn en los demas casos. Es por ello que la evaluacion del
nivel de dafno oxidativo es de gran importancia, ya que puede
ser una sefial del deterioro funcional observado en el cerebro

durante el desarrcllo de la EH. En este estudio nos hemos
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centrado en la evaluacién de grupos carbonilos como indice de
dafio oxidativo, en tres areas distintas del cerebro: cerebelo,
cortex y ganglios basales.

La cuantificacion de grupos carbonilos se ha llevado a
cabo mediante el método de la dinitro-fenil-hidrazina (DNPH), en
tres areas distintas del cerebro: cerebelo, cortex y ganglios
basales, de dos maneras: i) cuantificacion de grupos carbonilos
totales, realizados en extractos de proteinas mitocondriales vy ii)
cuantificacion de grupos carbonilos sobre proteinas separadas
por PAGE-SDS y posterior transferencia a membrana de
nitrocelulosa. En el primer procedimiento se cuantifican todos los
grupos carbonilos presentes en la muestra y nos da una idea
global del nivel de oxidacion. Mientras que, en el segundo
procedimiento se analiza el grado de oxidacion individualmente
para cada proteina presente en el extracto, va que la
susceptibilidad de dano oxidativo no tiene porque ser igual para
todas las proteinas presentes, existiendo proteinas mas vy
menos resistentes a la oxidacion. Este Gltimo también nos
permite obtener una idea del grado de oxidacidén total,
integrando el valor individual de cada una de las proteinas; pero
menos exacto que el obtenido er: el analisis directo.

Del analisis de los resultados obtenidos en este estudio
podemos ver que, mientras que para la cuantificacion total de
proteinas (tincidn con azul de Coomassie) no se observan
diferencias (se ha cargado la misma cantidad de proteina en

cada carril), para la cuantificacion de grupos carbonilos si se
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observan unas diferencias claras. Las proteinas en los ganglios
basales son mas sensibles a la oxidacién que las proteinas del
cortex, o que esta totalmente de acuerdo con los resuitados
obtenidos mediante la valoracidén de grupos carbonilos totales
(ver Tabla-R25, pag. 192). De los resultados expuestos en las
Tablas-R25 -R26 se observa, también, que mientras que en
cerebelo no hay diferencias estadisticamente significativas,
respecto de los niveles de oxidacion, cuantificados como grupos
carbonilos, entre los animales controles y con DPC éstas si

existen de manera clara en cértex y ganglios basales.

El estudio de la oxidacion de proteinas mediante
electroforesis (PAGE-SDS), Western-blot e inmunodeteccion
mediante anticuerpos anti-DNPH no sélo nos permite
semicuantificar el grade de oxidacion sino que también nos
permite individuaimente identificar la sensibilidad o resistencia
de cada proteina a la oxidacion. Del andlisis de la Figuras-R38
y -R39 concluimos que las proteinas de las bandas
correspondientes a 97, 73 y 68 kDa eran candidatos idéneos
para analizar debido a su alta sensibilidad a la oxidacion sobre
todo en ganglios basales.

Una vez seleccionadas estas bandas, especialmente la
banda de 73 kDa, se procedio a su corte (“picking”), digestion in
vifro con tripsina, elucion de los péptidos y analisis de los
péptidos por nLC-MS/MS, de acuerdo con el procedimiento
descrito en el apartado 6.3.2. de Materiales y Métodos. Una vez

analizados los pesos moleculares de los péptidos tripticos
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obtenidos en la digestion, se ha identificado dicha proteina, con
una probabilidad del 87%, como el Factor Inducible por Hipoxia
3-o0 (HIF 3-¢), como componente mayoritario de la banda,
proteina que se produce en situazién de hipoxia. Al oxidarse, el
HIF 3-a no impide la respuesta del endotelio ante situaciones de
hipoxia. Esto podria estar poniendo de manifiesto el papel del
endotelioc y la importancia de la triada endotelio, astrocito,

neurona, en la patogenia de la encefalopatia hepética.

Resumiendo todo lo expuesto, quizas el principal hallazgo
del presente trabajo, que corrobora estudios previos de nuestro
grupo de los que se han publicado parte de los resultados
presentados en esta Tesis (Romero y col., 2004; Ramos-
Guerrero, 2004; Romero y col., 2006), es que la realizacion de
la DPC en ratas constituye un modelo animal aceptado como
modelo de disfuncion hepatica que evoluciona con EH, ya que:
a) incrementa la actividad GAP en rifién y duodeno, y este
incremento podria contribuir ‘'de manera significativa a la
hiperamonemia sistémica, y b} la actividad GAP esta incrementa
en el cortex y ganglios basales, y esto podria ser responsable de-
la hiperamonemia en el cerebro y niveles intra-mitocondriales
derivados de la hidrélisis de glutamina, que se mantienen como
consecuencia de una correcta dssintoxicacién por la glutamina-
sintetasa.

Durante la segunda mitad del siglo XX, se consideraba

que la hiperamonemia derivaba de un mal funcionamiento del

ciclo de la urea, que no era capaz de transformar en urea el
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amonio procedente de Ja actividad glutaminasa correspondiente
a las bacterias intestinales, y la mayoria de los tratamientos iban
dirigidos contra el amonio generado por bacterias desde el colon
(Sherlock, 1987). Sin embargo, esta hipdtesis no fue
universalmente aceptada (Shawcross y Jalan, 2005). Entre los
principales datos discordantes podemos citar: i) La
hiperamonemia en ratas con DPC es similar tanto en animales
libres de géermenes como en animales en condiciones normales
(Nance y Kline, 1971; Warren, 1959) lo que apoya la idea de
que la hiperamonemia y la encefalopatia podrian desarrollarse
sin la intervencion de las bacterias intestinales (Weber y Veach,
1979). i) Un incremento de la concentracidén de amonio
(hiperamonemia) se ha encontrado en visceras drenadas por la
vena porta y derivadas, amonio procedente, principalmente, de
la desamidacion de la glutamina De ahi que, la constatacion de
un incremento de la actividad GAP en el intestino delgado pueda
explicar lo observado, al menos en parte. Ademas, se ha
demostrado que la GAP en el duodeno se incrementa en
pacientes cirroticos que sufren una encefalopatia hepatica

minima (Romero-Gomez y col., 2004).

Recientemente, también se ha implicado a la
amoniogénesis renal en diversas formas de encefalopatia
hepatica. Asi, en pacientes que sufren encefalopatia hepatica
como consecuencia de un episodio de sangrado de varices, ©
una sobredosis de diuréticos, la produccién de amonio en los
rifiones parece ser el principal factor implicado en el desarrolio

de la encefalopatia hepatica (Jalan y Kapoor, 2004) La
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Glutamina es filtrada en el glomérulo y se introduce en el limen
de la nefrona. La glutamina filirada es reabsorbida ezh el tabulo
proximal donde la glutamina se deamida por la GAP. El factor
principal en la regulacién de la actividad GAP del rifidn parece
ser el pH. Durante la acidosis metabdlica, la actividad GAP se
incrementa e induce mayor excrecion de amonio (Curthoys,
2001). Sin embargo, en la EH. la alcalosis metabdlica se
observa mas frecuentemente que la acidosis, y el incremento de
la actividad GAP en el rindn podria ser un mecanismo de
proteccion. Este incremento de GAP podria ser incluso mas
protector que los eventos asociados a la hiperamonemia
sistémica. Esta posibilidad, sin embargo, necesita explorarse en
mas detalle en futuros estudios.

El amonio que ha alcanzado el cerebro soélo puede ser
destoxicado mediante su reaccidn con el glutamato vy
transformacion en glutamina, en los astrocitos, debido a la
predominancia en estas células de la enzima glutamina
sintetasa. La Glutamina es un aminoacido osmotico y puede
jugar un papel importante en la regulacion del volumen celular.
Un pico elevado de proporcion glutamina-glutamato/creatina es
la caracteristica tipica de una imagen de cerebro obtenida por
resonancia magnética en encefalopatia hepética. A pesar de
estos datos, no se ha encontrado incremento de la glutamina
sintetasa en cerebro de ratas sometidas a DPC (Desjardins y
col., 1999).
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Ademas, la administracion de mezclas de amino acidos
induce hiperamonemia, eleva el pico de glutamina en el cerebro
y se asocia con danos de la funcion neurofisiologica (Balata y
col., 2003). También, el uso de metionina-suifoxamina bloquea
la actividad de la glutamina sintetasa y mejora disfunciones
inducidas por el amonio, como inflamaciones de astrocitos
(Rama-Rao y col, 2003). No obstante, la acumulacion de
glutamina, siguiendo un tratamiento con farmacos no
blogueantes de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), no
mostrod tener relacion con danos neurolégicos (Kosenko y col,,
2003). En efecto, en el cultive de los astrocitos, el metabolismo
de la glutamina se ha asociado a la produccion de radicales
libres y estrés oxidativo o que puede representar un mecanismo
clave en la neurotoxicidad del amonio (Jayakumar y col., 2004).
Asi, la acumulacion de glutamina en el cerebro no es ni un
suceso patologico per se ni una via segura de destoxicacion del
amonio; la acumulacion de glutamina en los astrocites puede
considerarse como un “Caballc de Troya® llevando de forma
indirecta al dafio cerebral. En astrocitos cultivados, inhibidores
de la glutaminasa como la 6-diazo-5-oxo-L-norleucina (DON)
nduce un bloqueo de la actividad glutaminasa y previene la
produccidon de radicales libre y neurotoxicidad inducidas por el
amonio (Norenberg y col., 2004). La mayoria de la glutamina
en los astrocitos se metaboliza por GAP mitocondrial
(Sonnewald y col., 1996} y, ccmo el amonio padria inducir la
produccidn de radicales libres, la GAP podria estar implicado en

la produccion de radicales libres.
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La inhibicion de esta enzima podria ser un nuevo objetivo
terapéutico. Sin embargo, se ha informado que el DON inhibe la
v-glutamil-transpeptidasa, incrementa la liberacioén de glutamina,
inhibe el transporte de glutamina en las células y bloquea el
transporte de glutamina en las mitocondrias. Todos estos
mecanismos podrian inducir una disminucion en la cantidad de
glutamina disponible para hidrolisis (Rama-Rao y col., 2005).

La inhibicion de la GAP por compuestos como el IGF-1, el
glutamico, la histidina, la neomicina o el lactitol demuestran que
es de suma importancia la glutaminasa como posible diana
terapéutica en el tratamiento de la EH.

En conclusidon, la enzima GAP tiene un papel importante
en intestino y rifiones de ratas con DPC. Este aspecto podria
jugar un papel importante en la induccidén de hiperamonemia y
encefalopatia hepatica. Ademas, este estudio muestra un
incremento de la actividad GAP y del contenido de glutaminasa
en astrocitos del cortex y ganglios basales. La actividad
glutaminasa mitocondrial en astrocitos podria estar implicada en
la produccion de amonio y de glutamato, en la induccidn del
transito de permeabilidad mitocondrial y en la produccion de
radicales libres que, como productos y/o consecuencias finales
del metabolismo de la glutamina, podrian ser responsable, al
menos en parte, del efecto patdbgeno observado en la
encefalopatia hepatica. Por lo tanto, la glutaminasa podria ser el
nuevo objetivo terapéutico en el fratamiento de la encefalopatia
hepatica.



Discusion

Posteriores estudios utilizando baterias de inhibidores de
GAP, mediante una aproximacidén basada en la relacién
estructura-actividad, con los inhibidores empleados en este
trabajo, o con el uso de ratones-GAP-knock-out, podrian
clarificar el papel del incremento de la expresion de GAP en la
fisiopatologia de la encefalopatia hepatica.

Por otro lado, y en relacion con el estrés oxidativo, de
todo lo expuesto en los resultados podemos pensar que el mal
funcionamiento mitocondrial y el estrés oxidativo y nitrosativo,
posiblemente relacionados a través de la permeabilidad
mitocondrial, y la excitotoxicidad mediada por glutamato,
representa un aspecto fundamental en la patogeniade laEH y la
hiperamonemia. Como ya hemos indicado el posible papel del
estres nitrosativo en la neurotoxicidad por amonio ha
comenzado a estudiarse recientemente (Go6rk y col., 2003). Sin
embargo, el papel de la oxidacién de proteinas inducidas por la
hiperamonemia en la neurotoxicidad por amonio no ha sido
estudiada. En la presente tesis hemos comenzado a estudiar el
papel del estrés oxidativo en rnitocondrias no-sinaptosomales
aisladas de cerebros (areas cortical y subcortical) de animales
con EH inducida por hiperamonemia y su papel con la disfuncion
mitocondrial, la PM, los PBR, y la excitotoxicidad mediada por
glutamato, ya que ello podria proporcionarnos dianas
terapéuticas importantes a la hora de tratar los estados de
hiperamonemia. Dentro de nuestro estudio de las modificaciones

oxidativas, hemos encontrado que las proteinas mitocondriales
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obtenidas de astrocitos de ganglios basales son mas sensibles a
la oxidacion que las proteinas mitocondriales aisladas de

mitocondrias no sinapticas de cortex y cerebelo.

La mayor sensibilidad a la oxidacidon de las proteinas
mitocondriales de ganglios basales puede deberse a dos
causas: a) mayor produccion de ROS y/o radicales libres en
ganglios basales; b) menor poder antioxidante en cortex y
cerebelo.

Del andlisis de las proteinas oxidadas, hasta la fecha,
solo hemos identificado una, la proteina HIF-3a. Se trata del
factor inducible por hipoxia 3-alfa (HIF 3-a.), que es inductor de
la proteina HIF-1, que se produce en situacion de hipoxia. Al
oxidarse, el HIF 3-a no impide la respuesta del endotelio ante
situaciones de hipoxia. Esto podria estar poniendo de manifiesto
el papel del endotelio y la importancia de la triada endotelio-
astrocito, neurona, en la patogenia de la encefalopatia hepatica.
Pero aun queda mucho trabajo por hacer.



VI. CONCLUSIONES



Conclusiones

1. La dervacion porto-cava en ratas es un buen modelo de
encefalopatia hepatica minima, que mimetiza un estado de
hiperamonemia cronica y disfuncion hepatica, caracterizado
por elevacion del amonio en sangre, disminucién del peso
corporal, variacion del perfii de aminoacidos en sangre,
incrementandose los aminoacidos aromaticos y
disminuyendo los aminoacidos ramificados, asi como una

elevacion de los niveles de éxido nitrico.

2. La actividad GAP esta aumentada en rifién y duodeno de
ratas sometidas a DPC y este incremento contribuye de

manera significativa a la hiperamonemia sistémica.

3. La actividad GAP esta incrementada en el cértex y ganglios
basales, y correlaciona con la formacion de grupos
carbonilos. El aumento de la actividad GAP en el astrocito
provoca hiperamoniemia y estrés oxidativo, asi como
oxidacion proteica excesiva, destacando la oxidacion del

factor regulador de la hipoxia 3-alfa (HIF-3-0).

4. El tratamiento con IGF-1 evita la pérdida de peso y
disminuye la concentracion de 6xido nitrico en las ratas
sometidas a DPC; pero no disminuye la produccién de
amonio.



Conclusiones

5. La inhibicidn in vitro de la glutaminasa podria ayudar a la
eleccidn de una bateria de compuestos, en la blusqueda de
farmacos inhibidores de la glutaminasa para el tratamiento
de la encefalopatia hepatica, basada en una aproximacion

de estructura-actividad.
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