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a gran escala. El examen manual de los espectros
seria impensable, solo factible cuando estudiamos
modificaciones para una proteina tnica.

Quizas, un mayor conocimiento del mecanismo
de fragmentacién de estos péptidos pueda dar lugar
a una mejora en la identificacion correcta de los
mismos y, de esta forma, hacer posible el estudio de
esta modificacion a nivel de proteoma.
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Introduccion

Las intervenciones que faciliten el metabolismo
del 6xido nitrico (NO) en etapas colestasicas tempra-
nas pueden ayudar a mantener el estado redox de las
proteinas hepaticas. Ademas, escasos estudios han
explorado la participacion de la S-nitrosilacién de
proteinas y el metabolismo de nitrosotioles (SNO)
en la lesion hepatocelular por colestasis.

Metodologia

Se dividieron ratas macho Wistar (200-250 g) en
4 grupos (n=10): operacion simulada (OS), ligadura
del conducto biliar (BDL), y ratas BDL tratadas
con el inhibidor de sintesis de NO S-metilisotiourea

(SMT, 25 mg/Kg) o con acido tauroursodeoxicolico
(TUDCA, 50 mg/Kg). La funcién hepatica y NO
plasmatico se analizaron mediante ensayos bioqui-
micos. La proliferacion ductular se determind en
cortes teflidos con hematoxilina-ecosina y se con-
firmo6 con inmunotincién especifica (citoqueratina
19) de colangiocitos maduros. La fibrosis hepatica
se determind mediante tincion con tricrdmico de
Masson. Se analizd la expresion de la bomba ex-
portadora de productos conjugados (Mrp2), afectada
en diversos modelos experimentales de colestasis,
mediante western blot, y la de iNOS y la enzi-
ma nitrosoglutation reductasa (GSNOR, codificada
por el gen ADHS5 en humanos) por RT-PCR. Las
proteinas S-nitrosiladas se detectaron y purificaron
con el método “biotin-switch”, una aproximacion
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metodoldgica que permite el marcado selectivo de
las nitrosoproteinas con biotina, en el que los tioles
libres se bloquean con metil metanotiosulfonato, a
continuacion los SNO son reducidos selectivamente
con ascorbato y finalmente los tioles nuevamente
formados reaccionan con HPDP-biotina. Las pro-
teinas biotiniladas se detectaron mediante un anti-
cuerpo anti-biotina o purificaron utilizando estrep-
tavidina y se identificaron por analisis protedmico
con HPLC acoplado a ESI-MS/MS.

Resultados
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Figura 1. Marcadores séricos de funcién hepdtica en ratas
BDL.
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Figura 2. Expresion de la proteina Mrp2 en ratas BDL.

Niveles relativos de
MRP2

87

Después de 7 dias, el inhibidor de iNOS fue
mucho mas efectivo que TUDCA en reducir la le-
sion hepatocelular, con una disminucion de enzimas
hepaticas y de bilirrubina circulantes (Figura 1) y
un grado significativamente menor de proliferacion
ductular y fibrosis periportal [1]. Ambos tratamien-
tos recuperaron los niveles basales del transportador
canalicular Mrp2 cuya expresion se inhibe durante
la colestasis (Figura 2), pero sélo el tratamiento
con SMT disminuy6 significativamente los elevados
niveles plasmaticos de NO y de proteinas hepaticas
S-nitrosiladas en las ratas BDL (Figuras 3 y 4). La
expresion de GSNOR hepatica, que regula la ho-
meostasis de SNO y los niveles de proteinas S-nitro-
siladas, mostré un acusado descenso en ratas BDL,
que se recupero tras el tratamiento con SMT, pero no
con TUDCA (Figura 5). Se identificaron 25 protei-
nas hepaticas que se encontraban S-nitrosiladas en
ratas BDL (Tabla 1), incluyendo enzimas mitocon-
driales que participan en la sintesis de ATP y el me-
tabolismo de 4cidos grasos, dos procesos que se ven
alterados en colestasis. Ademas, dos de las proteinas
identificadas fueron la S-adenosilmetionina sinteta-
sa (también llamada metionina adenosiltransferasa,
MAT), y la betaina-homocisteina S-metiltransferasa
(BHMT), dos importantes enzimas implicadas en el
ciclo de la metionina cuya alteracion es frecuente-
mente observada en procesos colestasicos.
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Figura 3. Produccion de NO y expresion del gen Nos2 en
ratas BDL.
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Figura 4. Deteccion de proteinas S-nitrosiladas en ratas
BDL. *Lisado hepdtico incubado in vitro con GSNO.
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Tabla 1. Proteinas S-nitrosiladas identificadas mediante LC-MS/MS en lisados de higados de ratas BDL.

Nombre de la proteina Nimero de  Nimero Cobertura de Localizacion
P acceso NCBI de péptidos secuencia (%)

Proteinas del citoesqueleto
o-actina-2 P62738 1 10 Cit

Tubulina cadena B-2A P04691 1 4 Cit

Enzimas metabdlicas

S-adenosil metionina sintetasa tipo 1 P13444 1 6 Cit
Aldehido deshidrogenasa, microsomal P30839 2 5 RE
ATP sintasa, subunidad o P15999 1 2 Mit
Betaina-homocisteina S-metil-transferasa 2 QO68FTS 1 4 Cit
Carbamoil-fosfato sintasa 1 P07756 13 20 Mit
Carboxilesterasa 3 precursor P16303 3 7 RE
Dihidroxiacetona quinasa Q4KLZ6 2 6 RE
10-formiltetrahidrofolato deshidrogenasa P28037 2 3 Cit
Fructosa-bifosfato aldolasa B P00884 3 11 Cit
Glutamato deshidrogenasa 1 P10860 1 5 Mit
Hidroximetilglutaril-CoA sintasa P22791 3 17 Mit
3-cetoacil-CoA tiolasa P13437 1 Mit
L-lactato deshidrogenasa, cadena A P04642 1 Cit
Acido graso CoA ligasa, cadena larga 1 P18163 2 Mit
Malato deshidrogenasa P04636 1 21 Mit
Piruvato carboxilasa mitocondrial precursor P52873 2 6 Mit
Chaperonas moleculares
HSP 90-B P34058 1 6 Cit
PDI P04785 2 9 RE
Riboforina 1 PO7153 2 7 RE
Enzimas de detoxificacion
Glutation S-transferasa Mu 1 P04905 2 28 Cit
Glutation S-transferasa Mu 2 P08010 3 22 Cit
Proteinas de sefializacion
Factor de elongacion 1-o 2 P62632 1 4 Cit

Otras

Albumina de suero, precursor P02770 3 12 Sec
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Figura 5. Actividad GSNOR hepadtica y expresion del gen Adh5 en ratas BDL.

Conclusiones

Nuestros resultados apoyan el beneficio tera-
péutico de inhibir la sintesis de NO, en un contexto
colestasico, al facilitar la homeostasis de nitroso-
tioles. y proporcionan dianas de S-nitrosilacion que
posibilitaran el desarrollo de nuevas terapias en do-
lencias colestasicas.
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