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Resumen

La encefalopatia hipoxico-isquémica (EHI) causada por un aporte insuficiente de
oxigeno y/o sangre, es una de las mayores causas de dafio cerebral en el feto,
resultando en una significativa morbilidad y mortalidad. La severidad de esta condicion
clinica hace necesaria la busqueda de estrategias neuroprotectoras para aquellos recién
nacidos afectados de asfixia al nacer y con evidencia de presentar una EHI. El dafio
oxidativo es uno de los factores clave en la patologia que se desencadena. La
Quercetina es un flavonoide conocido principalmente por sus propiedades antioxidantes,
y con antecedentes de promover una mejoria significativa de los déficits neuroldgicos
causados por la isquemia. En base a estos antecedentes, se esta trabajando sobre la
caracterizacion de un modelo de hipoxia en cerdos recién nacidos, asi como en los
estudios preclinicos para evaluar la eficacia como neuroprotector de una preparaciéon de
guercetina, vehiculizada en un nanosoma, que permite la administracién intravenosa. El
disefio experimental utiliza tres grupos de cerdos: un grupo control, un grupo sometido a
hipoxia, reanimado y sacrificado a las 8 horas, y un tercer grupo al que, tras la injuria y la
reanimacion, se le administra el preparado de Quercetina. En este trabajo nos
proponemos aportar a este estudio caracterizando los cambios en expresién génica
como resultado del dafio hipéxico, asi como los cambios en expresion tras el tratamiento
con Quercetina. Para ello, se realizé el andlisis cuantitativo de los niveles de ARNm y
proteina (por RT-PCR en tiempo real y Western Blot) en corteza, estriado e hipocampo
de los genes: Factor inducible por hipoxia la (opera como un interruptor central
regulando una gran gama de genes para definir una respuesta global frente a la hipoxia),
Nrf2 (factor de transcripcién responsable de la induccion de una bateria de genes que
codifican proteinas con efecto protector antioxidante) y Hemooxigenasa-1 (regulador de
la integridad celular endotelial y el estrés oxidativo). Se detectdé un aumento del ARNm
de HO-1 en los cerdos sometidos a hipoxia y una disminucién del mismo luego de la
administracion de quercetina. Ademas, la quercetina produjo un aumento del ARNm de
Nrf2 en estriado. En cuanto a HIF-1a se observé tanto a nivel del mensajero como a
nivel proteico una disminucién de su expresion en los cerdos sometidos a hipoxia, y un
aumento de expresion en los cerdos tratados con quercetina. A su vez, se utilizdé un
enfoque protedmico analizando cambios en el patrén de proteinas expresadas en la
corteza cerebral, mediante electroforesis bidimensional y posterior andlisis por MALDI-
TOF-TOF-MS de los spots diferencialmente expresados seleccionados para su
identificacion. Mediante el enfoque protedmico se lograron identificar 17 proteinas con
diversas funciones, principalmente relacionadas con regulacion del estado redox celular,
glucdlisis y apoptosis. Cabe resaltar que en 10 de las proteinas analizadas el cambio
observado tras la hipoxia en comparacion con el grupo control, vuelven a niveles
cercanos al control con el tratamiento con quercetina. Este analisis permiti6 ahondar en
los mecanismos que subyacen al dafio hipoxico, asi como a la accién del tratamiento
neuroprotector contribuyendo al diagnéstico de la eficacia del mismo
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Introduccion

Todos los 6rganos del cuerpo humano requieren de un suministro de oxigeno suficiente
y constante para el correcto metabolismo y la supervivencia celular. Una disminucién o
interrupcion de este suministro de oxigeno constituye una situacion patolégica para el
organismo. El cerebro en particular, es altamente sensible a la hipoxia dado su alto
consumo de oxigeno (20% del oxigeno del gasto total) y es ademés el primer érgano
gue se ve comprometido en respuesta a bajos niveles de oxigeno (Sharp & Bernaudin
2004). Mas aun, cuando esta situacion ocurre en el cerebro en desarrollo alrededor del
momento del parto, es causante de alteraciones de la integridad estructural y funcional
del sistema nervioso, determinando asi severas secuelas neurolégicas e incluso la
muerte del neonato o del feto.

La hipoxia en el recién nacido

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) las tres principales causas
de muerte en recién nacidos en el mundo son las infecciones, la prematuridad y la
asfixia perinatal, representando esta ultima el 23% de la mortalidad neonatal global
(Kurinczuk et al. 2010). Mas aun, la asfixia perinatal y sus manifestaciones neuroldgicas
son la causa mas importante de dafio cerebral y secuelas neurolégicas en nifios
(Azzopardi 2010; Martinez-Biarge et al. 2010; James & Cherian 2010).

Desde el punto de vista fisiologico se puede definir la asfixia como la insuficiencia de
oxigeno en el sistema circulatorio del feto y del neonato asociada a grados variables de
hipercapnia y acidosis metabdlica (Volpe et al. 2005). La mayoria de las causas de
asfixia perinatal se originan en la vida intrauterina: el 20% antes del inicio del trabajo de
parto, el 70% durante trabajo de parto y el parto; el 10% durante el periodo neonatal. Se
han descrito al menos cinco mecanismos principales de asfixia en el neonato durante el
periodo perinatal que incluyen: interrupcion de la circulacion umbilical (como compresion
o accidentes del corddn), alteracion del intercambio de gases en la placenta (como un
desprendimiento prematuro de placenta, placenta previa sangrante, insuficiencia
placentaria), alteracion de la circulacion hacia la placenta (como en la hipertension
arterial, hipotension materna y alteraciones de la contractilidad uterina), deterioro de la
oxigenacion materna e incapacidad del recién nacido para la inflacibn pulmonar y
transicion cardiopulmonar exitosa de la circulacion fetal a la postnatal (ya sea por
obstruccion de via aérea o por esfuerzo respiratorio débil) (Dixon et al. 2002).

A nivel clinico, la Asociacibn Americana de Ginecologia y Obstetricia y su par de
Pediatria han definido la asfixia como un problema caracterizado por cuatro
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componentes, que deben estar todos presentes para poder diagnosticarlo: Acidosis
metabdlica en sangre de cordén (pH < 7,00), signos neuroldgicos en el periodo neonatal
(hipotonia, convulsiones, coma, etc.), complicaciones sistémicas en diferentes 6rganos
en el periodo neonatal, y puntaje de Apgar entre 0-3 después del quinto minuto
(pardmetro clinico que permite calificar la adaptacion a la vida extrauterina) (Vinacur et
al. 2000; Carbajal Ugarte & Pastrana Huanaco 2002).

Introduccion

Clinicamente se conoce como encefalopatia hipoxico-isquémica (EHI) al sindrome
neurolégico que aparece en el recién nacido tras un episodio de asfixia perinatal, es
decir la interrupcidn del intercambio gaseoso que ocurre en el feto o recién nacido
alrededor del momento del nacimiento por la falta de oxigeno (hipoxia) y/o por una
perfusion tisular inadecuada (isquemia). Esta situacion clinica cuando ocurre en el
periodo prenatal y perinatal es una de las mayores causas de dafio cerebral en el feto,
resultando en una significativa morbilidad y mortalidad (Cowan et al. 2003; Han et al.
2002). Se estima que la encefalopatia hipoxico-isquémica se presenta con una
incidencia que varia segun los centros, pudiendo alcanzar 2 a 4 cada 1.000 nacidos
vivos a término (Rees et al. 2011; Romero Esquiliano et al. 2004.; Robertson et al. 1989;
Vannucci & Hagberg 2004). Aproximadamente entre el 10%-20% de los recién nacidos
afectados muere en el periodo posnatal (cifra que alcanza el 60% en prematuros) y 30%
gueda con discapacidad neurologica (Shankaran 2009; Martinez et al. 2005). La EHI en
el recién nacido se manifiesta en distintos grados de agravio neuroldgico dejando
secuelas permanentes que afectan profundamente la calidad de vida del individuo,
tales como trastornos cognitivos, trastornos psicomotores, sordera, ceguera, epilepsia,
pardlisis cerebral y convulsiones (Little 1966; Johnston et al. 2001).

Este sindrome cursa con alteracién de las funciones neurolégicas en los primeros dias
de vida, con dificultad para iniciar y mantener la respiracion, con depresion del tono
muscular y de los reflejos, con estados anormales de la conciencia, y en algunos casos,
la presencia de convulsiones. El cerebro en desarrollo es particularmente susceptible a
la injuria luego de un evento hipoxico-isquémico (Volpe 2001) y de acuerdo con
diferentes autores, el sistema nervioso central es el mas afectado en rangos entre un 60-
70%, muy por encima de las alteraciones renales, pulmonares, cardiacas vy
gastrointestinales que van de un 42 a 29%. Ademas, el sistema nervioso central es el
anico 6rgano que, superada la enfermedad aguda, puede quedar secuelado para el
resto de la vida.

El daino hipoxico a nivel molecular

El dafio cerebral debido a un evento hipoxico-isquémico transitorio perinatal no es un
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acontecimiento Unico, sino que es un proceso evolutivo que comienza con el insulto
hipoxico-isquémico primario y que se extiende a la etapa de recuperacion luego de que
la oxigenacion y la perfusion fueron restauradas. Esta complejidad de eventos hace que
la busqueda de estrategias neuroprotectoras para esta patologia deba considerar los
diferentes aspectos moleculares, muchos de ellos aiun no bien conocidos. El principal
mecanismo patogénico que subyace al dafio neurolégico en la EHI es la deprivacion de
glucosa y aporte de oxigeno, causando una falla energética primaria y el inicio de una
cascada de eventos bioquimicos y moleculares que llevan a la disfuncion y muerte
celular (Edwards et al. 2010). Un evento hipoxico-isquémico con tal severidad como para
agotar las reservas energéticas de los tejidos desencadena acidosis, edema celular,

Introduccion

despolarizacién de la membrana celular, excitotoxicidad, aumento de la concentracion
de calcio citosdlico, generacion de especies reactivas del oxigeno y peroxidacion de
lipidos; lo cual conduce a injuria neuronal, neurodegeneracion y muerte celular por
apoptosis y necrosis (Dirnagl et al. 1999; Dixon et al. 2002; McDonald et al. 1988; Choi &
Rothman 1990; Barks & Silverstein 1992; Martin et al. 1997; Johnston et al. 2001).

Falla energética y Acidosis

Como consecuencia inmediata del evento hipdxico-isquémico la falta de oxigeno
provoca el cambio al metabolismo anaerdbico, el cual aumenta el consumo de glucosa.
En esta situacion, la glucosa se metaboliza a piruvato y lactato y sus protones
asociados, disminuyendo asi la produccion de energia (produccién de dos moléculas
de ATP por molécula de glucosa, en lugar de 38 producidas en condiciones aerdbicas) y
se produce la acumulacién de &cido lactico tisular e iones hidrégeno, resultando asi en la
acidosis metabdlica (Robertson et al. 1989). Esta es, en un principio, una respuesta
adaptativa beneficiosa a la privacion de oxigeno, pues la acidosis tisular da lugar a la
generacion de ATP, y a un incremento del flujo sanguineo cerebral (debido al efecto
local de la concentracion alta de i6n de hidrogeno perivascular sobre el musculo liso
vascular). Sin embargo, con la progresion de la formacion de lactato aparece acidosis
grave de los tejidos y de ello derivan tres efectos nocivos: (1) deterioro de la
autorregulacion vascular y con ello la posibilidad de lesion en el cerebro de origen
isquémico al disminuir la presion de riego cerebral, (2) inhibicién de la actividad de la
fosfofructocinasa por el pH bajo, eliminandose asi la fuente restante de ATP al cerebro,
es decir, la glucalisis, y (3) se sucede una cascada bioquimica que determina de manera
directa dafio celular y finalmente necrosis (James & Cherian 2010; Rees et al. 2011;
Johnston et al. 2001). De todos modos, los mecanismos celulares y moleculares que
subyacen a la injuria neuronal frente a la acidosis son multifactoriales y permanecen
inciertos. Se ha sugerido que el bajo pH tisular causa una desnaturalizacién no selectiva
de proteinas y acidos nucleicos (Kalimo et al. 1981). A su vez, podria estimular los
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intercambiadores Na'/H® and CI/HCOs; llevando al edema celular y la osmolisis
(Kimelberg et al. 1990).

Introduccion

La disminucion de suministro de sangre y oxigeno disponible llevan eventualmente a la
disminucién de ATP disponible, por lo que no sorprende que las células hayan
evolucionado mecanismos que preservan el ATP en condiciones de hipoxia o isquemia.
Como principal consumidor de ATP, la ATPasa de Na'-K*, constituye un blanco ideal
para la conservacion de energia. (Petrushanko et al. 2007; Jung et al. 2007; Chen et al.
2007; Zhou et al. 2008), produciéndose una disminucion tanto en la actividad como en la
expresion de la bomba de Na*-K" dependiente de ATP, lo que causa un flujo exacerbado
de Na*, Ca* y agua al interior celular y el subsecuente edema celular, seguido de
despolarizacién de la membrana celular, liberacion excesiva de neurotransmisores
excitatorios, especialmente glutamato, aumento del Ca®", activacion de fosfolipasa y
generacion de radicales libres (Barks & Silverstein 1992; Choi & Rothman 1990;
McQuillen & Ferriero 2004; Nicholls & Attwell 1990).

Excitotoxicidad

La deplecion de las reservas energéticas celulares que acompafia a la hipoxia-isquemia
resulta en la despolarizacion de las neuronas y la glia, y en la liberacion de aminoacidos
excitatorios al espacio extracelular. Luego del comienzo del evento hipdxico-isquémico,
el glutamato extracelular aumenta rapidamente, por eflujo exacerbado y reduccion de la
recaptacion, permitiendo que el glutamato se acumule (Dirnagl et al. 1999; Nicholls &
Attwell 1990; Siesj0 1992; Benveniste et al. 1984; Nicholls 2004). La excitotoxicidad,
definida como la muerte celular debida a la sobreestimulacion de los receptores del
neurotransmisor excitatorio glutamato, cumple un papel critico en la injuria cerebral
causada por un evento hipoéxico-isquémico (Choi & Rothman 1990; Barks & Silverstein
1992; Portera-Cailliau et al. 1997). La liberacion de glutamato causa la formacion de
especies reactivas del oxigeno por la disrupcion de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial y la activacion de NADPH oxidasas (Brennan et al. 2009). La
sobreactivacion de los receptores NMDA involucra directamente la activacion de la
sintasa de oxido nitrico neuronal (NNOS) y la generacion de 6xido nitrico (Dugan & Choi
1994). La produccion de oxido nitrico esta vinculada a la muerte neuronal a través de
varios mecanismos bien descriptos: (a) reaccion con radical superéxido derivado de la
mitocondria para formar peroxinitrito (Huie & Padmaja 1993), un radical que se
descompone para formar radical hidroxilo con subsecuente dafio al ADN, proteinas y
membranas; (b) competencia con el oxigeno en la citocromo ¢ oxidasa resultando en la
inhibicion de la respiracibn mitocondrial, disipacion del potencial de membrana
mitocondrial y falla energética (Brorson et al. 1999; Ushmorov et al. 1999; Koivisto et al.
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1997); (c) la S-nitrosilacion de proteinas nucleares lo que deriva en su degradacion y
en muerte celular (Hara & Snyder 2007).

Introduccion

Aumento del calcio intracelular

El calcio citosdlico aumenta como resultado de varios eventos. La deplecion del ATP
intracelular enlentece la actividad de las calcio ATPasas, las cuales son usadas para
excluir el calcio de la célula. Ademas, la despolarizaciébn de la membrana plasmatica
activa los canales de calcio dependientes de voltaje (voltage gated) y la liberacion de
glutamato actla sobre los receptores de glutamato permeables al calcio permitiendo el
flujo de calcio al interior celular (Choi 1988). La sobrecarga intracelular de calcio
excesiva lleva a la activacion inapropiada de sistemas enzimaticos incluyendo la oxido
nitrico sintasa, proteasas, fosfolipasa A2 y endonucleasas (Lee et al. 1999; Simonian &
Coyle 1996; Coyle & Puttfarcken 1993).

Los efectos combinados de la falla energética celular, la acidosis, la liberacion de
glutamato, la acumulaciéon de Ca*" intracelular, la peroxidaciéon de lipidos y la
neurotoxicidad provocada por el acido nitrico llevan a la disrupciébn de componentes
esenciales de la célula y la muerte celular (Figura 1).

Estrés oxidativo

El estrés oxidativo, debido a cambios patolégicos en la homeostasis de las especies
reactivas del oxigeno (ROS), que reflejan una produccion anormal y/o una eliminacion
limitada, ha sido implicado como un mecanismo clave que contribuye al dafio tisular y a
los déficits funcionales en la injuria cerebral hipéxica-isquémica (Sugawara & Chan
2003). El cerebro neonatal, en especial, es susceptible al dafio oxidativo debido a su alto
contenido de 4cidos grasos insaturados, a la alta tasa de consumo de oxigeno, a una
baja cantidad de moléculas antioxidantes y a una aumentada disponibilidad de Fe*
(Siddappa et al. 2002; McQuillen & Ferriero 2004).

Los mecanismos detras del aumento de las especies reactivas del oxigeno son varios
como ya hemos sefalado, algunos de ellos son consecuencia de la disfuncion
mitocondrial, y de la activacién de enzimas como la oxido nitrico sintasa neuronal, la
xantina oxidasa y las NAD(P)H oxidasas. La produccion de especies reactivas del
oxigeno, sin embargo, es mucho mayor durante la etapa de reperfusion y reoxigenacion
(Lowry et al. 1951). La reoxigenacion y reperfusion tienen importancia en la patogenia de
la enfermedad, pues se ha confirmado que esta etapa lleva a la formacion de radicales
libres. La produccion aumentada de ROS y RNS (especies reactivas del nitrégeno)
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llevan al dafio celular y promueven la muerte celular, debido a la oxidacion de
componentes celulares esenciales tales como lipidos, proteinas y ADN, y alteracion de
vias de sefializacion (Chan 2001).

i Failure of ATP-dependent Na®/K* pump
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Figura 1. Patogénesis de la encefalopatia hipdxico-isquémica. La disminucién inicial de ATP
resulta en un flujo exacerbado de Na', CI' y agua, con el consecuente edema celular y muerte
celular (necrosis) en los insultos mas severos, mientras que en los insultos mas leves, causa
despolarizacion de la membrana seguido de una cascada de excitotoxicidad y estrés oxidativo,
lo cual deriva en muerte celular principalmente por apoptosis. AMPA: a-amino-3-hydroxyl-5-
methyl-4-isoxazole-propionate; ER: endoplasmic reticulum; mGlu: metabotropic glutamate;

NMDA: N-methyl-D-aspartic acid; NOS: nitric oxide synthase; VDCC: voltage-dependent calcium
\ channels. Imagen obtenida de Lai & Yang 2011. /

Estado actual de la atencion al recien nacido asfictico

El tratamiento del recién nacido con asfixia perinatal se ha limitado a los cuidados
intensivos y al tratamiento de las convulsiones. Por un lado, se realizan cuidados de
soporte general (adecuada oxigenacion y ventilacion, sostén de la tension arterial y de
un estado normoglicémico). Por otro lado, el control y manejo de las convulsiones se
realiza con fenobarbital. Las convulsiones no reconocidas y no tratadas generan mayor
caida de la glucosa, aumento de lactato, disminucion de los fosfatos de alta energia,
mayor hipoxemia, hipercapnia, aumento de la presion sanguinea con incremento de la
posibilidad de hemorragias en el SNC (Shankaran et al. 2009.; Nozar et al., 2005).

Se ha demostrado la utilidad del alopurinol para disminuir edema y extension del dafio
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neuropatolégico en animales de experimentacion. Sin embargo, en recién nacidos con
encefalopatia hipdxico-isquémica, este tratamiento no ha mostrado disminucién de
morbilidad y mortalidad (Buonocore et al. 2012; Legido et al. 2007). A su vez, algunos
opioides, como la morfina y el fentanyl se han evaluado en su efecto neuroprotector, y se
postula como mecanismo el aumento del nucledsido de adenosina enddgeno con
disminucién del flujo de calcio intracelular. Sin embargo, debido a sus efectos
colaterales, se recomienda precaucion en la interpretacion de los resultados, por lo que
se requieren mas estudios para validar su utilizacion (Legido et al. 2007).

Introduccion

En los ultimos afos, se ha evaluado la utilizacion de la hipotermia como una alternativa
de tratamiento de nifios con asfixia perinatal y encefalopatia hipoxico-isquémica. Se
emplea leve hipotermia con disminucion de la temperatura corporal entre 1°C a 3°C (33-
34°C) con wunaduracion de 72 horas.Los efectos adversos del tratamiento
con hipotermia incluyen: aumento de la viscosidad sanguinea, acidosis metabdlica,
disminucién de la disponibilidad de oxigeno, incremento del potasio extracelular,
arritmias cardiacas, alteracién de la coagulacién, disfuncion de plaquetas y sindrome
coreico (Shankaran 2009; Jacobs et al. 2007; Schulzke et al. 2007). La hipotermia
controlada ha sido propuestacomo una intervencion terapéutica con
resultados beneficiosos en aquellas encefalopatias catalogadas como moderadas
(Thoresen et al. 1995), no existiendo hasta el dia de hoy ninguna terapia aplicable o
exitosa en encefalopatias severas. Es la Unica recomendada hoy en dia para su uso a
nivel clinico.

La severidad de las EHI y la ausencia de terapias eficaces, hace necesaria la busqueda
de nuevas estrategias de neuroproteccién para aquellos recién nacidos afectados de
asfixia al nacer y con evidencia de presentar una encefalopatia hipdxico-isquémica. La
alta morbilidad, los costos socioeconémicos altos y la falta de tratamientos especificos
son factores claves que definen la relevancia de las patologias cerebrales en la salud
humana y la importancia de la bdsqueda de agentes neuroprotectores. La falta de
estrategias preventivas y terapias farmacologicas, asi como la existencia de
datos dispersos en un diverso numero de modelos, explica la importancia de contar con
un modelo de hipoxia perinatal in vivo, que facilite la caracterizacion de los mecanismos
relevantes para el desarrollo de estrategias terapéuticas efectivas.

Actualmente, el Departamento de Neonatologia del Hospital de Clinicas y el Depto. de
Neuroquimica del IlIIBCE estan llevando a cabo, en el marco de un
proyecto multidisciplinario, la caracterizacion de un modelo de hipoxia en cerdos recién
nacidos, asi como los estudios preclinicos para evaluar la eficacia como protector
cerebral de una preparacion de quercetina, vehiculizada en un transportador lipidico de
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pequefio tamafio (nanosoma) que permite la administracién intravenosa (Dajas et al.
2014).

Introduccion

El cerdo como modelo animal

El uso de cerdos recién nacidos en estudios de hipoxia e isquemia cerebral es un
poderoso modelo in vivo que emula muchos de los aspectos fisiopatologicos de las
neonatos humanos asficticos. Si bien ningin modelo animal es capaz de replicar a la
perfeccion la complejidad de los eventos hipoxicos-isquémicos que se dan en el humano
neonato, el modelo suino ofrece ciertas ventajas ya que reproduce las estados de
maduracion, la morfologia y mecanismos especificos relevantes en las respuestas
dependientes de la edad a este tipo de injurias. Los cerdos recién nacidos poseen una
morfologia cerebral, y una tasa de sustancia gris/sustancia blanca similar a la de
humanos. Ademas, el pico de maduracion cerebral que se da en el cerdo en la fase
perinatal es altamente comparable al cerebro neonatal humano en términos de
desarrollo neuroldgico (Dickerson & Dobbing 1966).

En suma, el cerdo es un animal con alta homologia con el humano tanto a nivel
genético, como anatdmico Yy fisiolégico. Ademas permite, gracias a sus dimensiones, el
uso de monitores y equipos meédicos para realizar controles estrictos de los parametros
hemodindmicos, electroencefalicos y metabdlicos, durante y después de la hipoxia
(Martin et al. 1997).

Los flavonoides como estrategia neuroprotectora

Los efectos beneficiosos de las frutas y vegetales son bien conocidos y se han atribuido
mayormente a los polifenoles. Los polifenoles son un grupo de metabolitos secundarios
de las plantas que se caracterizan por poseer mas de un anillo fendlico y por la ausencia
de grupos funcionales que contienen nitrégeno en su estructura (Quideau et al. 2011).
Segun su estructura los polifenoles pueden dividirse en diferentes clases, y los
flavonoides son la clase mas grande e importante y son componentes abundantes de la
dieta humana (Matter et al. 1992; Chang et al. 1993). Los flavonoides estan presentes en
altas concentraciones en citricos, manzanas, uvas, vino tinto, aceite de oliva, te,
chocolate y cocoa (Kris-Etherton et al. 2004). Sin embargo, cada una de estas fuentes
alimenticias tiene un contenido en flavonoides diferente tanto en concentracion como en
composicién. Los flavonoides comparten una estructura que consiste en dos anillos
aromaticos unidos entre si por tres atomos de carbono, formando un heterociclo
oxigenado (Figura 2).

2014 12



Introduccion
/ A Rlng B \

2 .
f \ 4 Figura 2. Estructura
Ring A --—-= LJ/ \ quimica de los

flavonoides. A)
Estructura basica
H' c comun a todos los
ing flavonoides: consiste
B R Luteolin en dos anillos
@ OH aromaticos unidos
o]

- @ = @ o HO @ - entre si por tres

OH atomos de carbono,

OH on OH O formando _ un
heterociclo oxigenado

(Ring C). B)
Estructura quimica de
algunos flavonoides
conocidos:  Fisetina,
Luteolina, Myricetina,
Taxifolina, Catequina,
Kaempferol, y

H .
Taxifolin OH O o Catechin Quercetina. '
Imagenes obtenidas

@ de Vauzour et al.
o @ @ (] i oH 2008 (A) y F Dajas et
O - al. 2003 (B)

OH O e 2

Kaermpferol Quercetin /

En los ultimos afios, la asociacién entre varias subclases de flavonoides y el riesgo de
accidentes cerebrovasculares ha sido estudiado. En general, estos estudios sugieren
gue una ingesta alta de flavonoides disminuye el riesgo de accidentes cerebrovasculares
(Mursu et al. 2008; Mizrahi et al. 2009; Hollman et al. 2010; Cassidy et al. 2012). Un
namero considerable de estudios muestran que los flavonoides promueven la funcion
vascular, reducen la hipertensién, y reducen el riesgo de enfermedades cardiovasculares
y accidentes cerebrovasculares (Arab & Liebeskind 2010; Arts & Hollman 2005). Se han
descrito para los flavonoides también otros efectos como antitumoral, antitrombdtico,
antiinflamatorio y antiapoptoéticos, asi como efectos de inhibicion de la agregacion
plaquetaria (Fujiki et al. 1986; Beretz et al. 1982; Gryglewski et al. 1987; Scambia et al.
1990; Yoshida et al. 1990; Juurlink & Paterson 1998).

]

Recientemente ha habido un creciente interés en el potencial neuroprotector de los
flavonoides. Se ha postulado que sus efectos en el cerebro son mediados por la
habilidad para proteger neuronas vulnerables, estimular la regeneracion neuronal e
inducir neurogénesis (Spencer 2008). Ejercen también efectos beneficiosos sobre la
memoria y podrian prevenir la pérdida cognitiva asociada al envejecimiento (Joseph et
al. 1999; Joseph et al. 1998). Se ha demostrado que los flavonoides como los glicosidos
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de quercetina, la epicatenina, la catenina, glicésidos de cianidina, y el &cido clorogénico
exhiben propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, y neuroprotectoras tanto en
modelos in vitro como in vivo (Simonyi et al. 2005; Gutierrez-Merino et al. 2011; Wang et
al. 2011; Kim et al. 2012) y se ha demostrado su eficacia en una amplia variedad de
modelos preclinicos de injuria cerebral isquémica (Simonyi et al. 2005; Gutierrez-Merino
et al. 2011). Su potencial neuroprotector también ha sido demostrado en condiciones de
estrés oxidativo (Inanami et al. 1998).

Introduccion

Entender los mecanismos responsables de estos beneficios en la salud es esencial en el
desarrollo de nuevas estrategias no solo para mitigar el riesgo de accidentes
cerebrovasculares, sino también para identificar nuevos blancos en el disefio de terapias
gue puedan ser aplicadas luego del insulto.

Histéricamente, las acciones biologicas de los flavonoides se han atribuido a su
capacidad intrinseca para ejercer acciones antioxidantes a través de su habilidad para
eliminar especies reactivas, o a través de su posible influencia en el estado redox
intracelular (Galli et al. 2002; Pollard et al. 2006). Sin embargo, se ha especulado que
esta actividad antioxidante no explica la bioactividad de los flavonoides in vivo. Es
probable que eliminar el exceso de radicales libres pueda restaurar el equilibrio redox en
el inicio del estrés oxidativo celular. Pero en insultos celulares masivos como la
isquemia, que involucra falla metabdlica, pérdida de la homeostasis del calcio y
excitotoxicidad, la actividad "scavenger" puede no ser suficiente para proteger a las
células del dafio oxidativo.

En los dltimos afios, se ha puesto en evidencia que los flavonoides pueden influenciar el
destino celular por otros mecanismos de accién gque involucran la interaccién con lipidos
y proteinas resultando en la modulacion enzimética, interaccidn con receptores,
modulacion de cascadas de sefalizacion intracelular y modulacion de la expresion
génica (Mandel et al. 2008; Spencer 2009b; Spencer 2009a; Nijveldt et al. 2001; Williams
et al. 2004; Fraga 2007).

Numerosos estudios han demostrado que la neuroproteccion mediada por los
flavonoides en los eventos hipéxico-isquémicos estd cercanamente asociada a cambios
adaptativos en la expresién de muchos genes que aumentan la resistencia al dafio
cerebral isquémico (Weinreb et al. 2003b; Weinreb et al. 2003a; Zhang et al. 2005; Wang
et al. 2007; Nicholson et al. 2008; Ritz et al. 2008; Ma et al. 2010; Dirscherl et al. 2010).
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La quercetina

Introduccion

La quercetina es un flavonol, cuya nomenclatura IUPAC es 3,3,4'5,7-
pentahydroxyflavanona, y es el flavonoide mas abundante en la naturaleza y en la dieta
humana. La quercetina es conocida por exhibir numerosos efectos biolégicos vy
farmacolégicos gracias a sus propiedades antioxidantes, antinflamatorias y
anticarcinogénicas (Meyers et al. 2008; Lee et al. 2010; Vargas & Burd 2010).

Se ha demostrado que la quercetina inhibe la proliferacién celular, induce la apoptosis y
la respuesta antioxidante. La actividad antioxidante intrinseca de la quercetina se ha
atribuido a la eliminacion directa de ROS, a través de la abstraccion de electrones
desapareados o atomos de hidrogeno, o a la quelacion de metales pesados que
previene la generacion de radicales hidroxilo a través de reacciones de tipo Fenton.
Estas propiedades son principalmente resultado de la estructura quimica de la
quercetina, en particular de la presencia y ubicacion de las sustituciones hidroxilo y el
anillo catecol tipo B (figura 2B) (Quideau et al. 2011). Recientemente, se ha propuesto
que la quercetina también puede ejercer efectos moduladores sobre las vias de
sefalizacion celular. Por ejemplo, los efectos antinflamatorios de la quercetina estan
asociados a la inhibicion de NF-kB (Lee et al. 2008), previene el dafio oxidativo
activando kinasas MAPK (JNK y p38), la via PI3K/Akt (Weng et al. 2011) y afecta
numerosos blancos de vias de sefializacion vinculadas a la apoptosis (Kim et al. 2010).

Numerosas evidencias in vitro en neuronas en cultivo (Dajas et al. 2003b; Dajas et al.
2005; Ossola et al. 2009) afirman una accién protectora de quercetina frente a diversas
agresiones, principalmente oxidativas. Las evidencias in vivo han explorado diversos
paradigmas en experimentos de trauma (Schiltke et al. 2010), hipoperfusion cerebral
(Takizawa et al. 2003) o isquemia cerebral transitoria (Cho et al. 2006) y permanente
(Rivera et al. 2004). Sin embargo, la valoracion de su actividad neuroprotectora en la
asfixia perinatal y de sus mecanismos de accion no ha sido explorada in vivo.

El consumo oral de los compuestos flavonoides, implica que deben pasar por el tracto
gastrointestinal y el higado y estar sujetos a numerosas alteraciones bacterianas y
enzimaticas, antes de alcanzar la distribucion sistémica (Serafini et al. 2010). De hecho,
se ha demostrado que los flavonoides tienen una baja biodisponibilidad cuando son
administrados via oral (Manach et al. 2004; Kahle et al. 2005; de Boer et al. 2005;
Morand et al. 2000) por lo que los efectos neuroprotectores de estos compuestos
tipicamente son examinados luego de la inyeccion intraperitoneal o intravenosa (Ossola
et al. 2009).
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En particular, la quercetina sufre una importante metabolizacion hepéatica
(glucoronizacion, metilacion, etc.) debido a la cual los niveles circulantes del flavonoide
libre son muy bajos (Bischoff 2008). Si a esto se le agrega que la naturaleza lipofilica de
la quercetina dificulta su disolucion en medios hidrosolubles para su acceso al cerebro a
través de la barrera hematoencefélica, la necesidad de un transportador que proteja a la
molécula de la metabolizacion y facilite el acceso cerebral aparece como una exigencia
clave para estudiar in vivo el efecto terapéutico. La encapsulacion de quercetina en un
liposoma muy simple, con lecitina, realizada por Dajas y colaboradores (Dajas et al.
2002) facilita el acceso de la quercetina a través de la barrera hematoencefalica. Con la
administracion de esta preparacion se demostré que se podia observar proteccion

Introduccion

cerebral en un modelo de isquemia focal en ratas (Rivera et al. 2004). Sin embargo, la
formulacion liposomal de quercetina se administré en forma intravenosa a cerdos recién
nacidos sometidos a hipoxia cerebral severa, lo que resultd en marcados efectos toxicos,
con hipertensién pulmonar, posiblemente por el tamafo del liposoma, la presencia de
cristales lipidicos depositados con lecitina, la aun baja solubilidad de quercetina, o una
reaccion mediada por complemento denominada "seudo alergia" inducida por colesterol.

Por estas razones se emprendio un intenso trabajo de desarrollo de una formulacion de
menor tamafio (nanosomal), modificando asimismo la formulacion del nanosoma con el
agregado de colesterol y R-ciclodextrina, lo que incrementd notoriamente la solubilidad
de quercetina y la estabilidad del transportador (Dajas et al. 2014).

Induccion de genes citoprotectores

Cuando el suministro de oxigeno no satisface la demanda celular, se pone en marcha
una respuesta adaptativa que intenta compensar el desbalance energético para
mantener la funcién celular. Frente a un estrés hipdxico, las células inducen una
respuesta adaptativa que incluye aumentar la tasa de glicllisis y angiogénesis o
experimentan la muerte celular ya sea por apoptosis o necrosis. Un mecanismo de esta
respuesta adaptativa es la regulacion transcripcional de una bateria de genes que
responden frente a la hipoxia. De hecho, se ha evidenciado que miles de genes son
influidos por exposicion a la hipoxia (Sonna et al. 2003; Vengellur et al. 2003; Vengellur
et al. 2005).

Las vias de proteccion endogenas pueden ser activadas en el cerebro en respuesta a
una gran variedad de estimulos. Las moléculas neuroprotectoras enddgenas, incluidos
los factores de transcripcion, son consideradas nuevos blancos terapéuticos contra
diversas neuropatologias. Dado que altos niveles de estas moléculas se relacionan con
mejores resultados fisiologicos, las estrategias que puedan regular positivamente su
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expresic’)n Se espera que sean neuroprotectoras.

Introduccion

En este trabajo, se decidié estudiar la expresion, tanto en respuesta a la hipoxia como a
un tratamiento neuroprotector con quercetina, de tres genes y su producto génico
correspondiente: HIF-1a (opera como un interruptor central regulando una gran gama de
genes para definir una respuesta global frente a la hipoxia), Nrf2 (factor de transcripcion
responsable de la induccion de una bateria de genes que codifican proteinas con efecto
protector antioxidante) y Hemo oxigenasa-1 (regulador de la integridad celular endotelial
y el estrés oxidativo).

HIF-1a

El fino balance entre supervivencia y muerte celular esta regulado en gran parte por una
familia de factores de transcripcion llamada Factores Inducibles por Hipoxia (HIF por sus
siglas en inglés Hypoxia-Inducible Factors) que interaccionan con un elemento en cis
llamado Elemento de Respuesta a Hipoxia (HRE por sus siglas en inglés Hypoxia-
Responsive Elements) localizado en las regiones regulatorias de los genes blanco. En
los ultimos afios se ha hecho evidente que las células tienen la capacidad intrinseca de
sensar y adaptarse a los niveles de oxigeno a través de HIF-1 (Semenza 2004).

La familia de HIFs pertenece a la superfamilia de factores de transcripcion hélice-bucle-
hélice que se caracteriza por contener un dominio periodic-aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator-singleminded (Per-ARNT-SIM,PAS) que controla la dimerizacion y la
union de las subunidades al ADN (Huang et al. 1993; Hogenesch et al. 1997; LaPres et
al. 2000). Las HIF son proteinas heterodiméricas que comprenden una subunidad a y
una subunidad B. La clase alfa esta compuesta por HIF-1a, HIF-2a and HIF-3a. Las
subunidades beta incluyen al aryl hydrocarbon nuclear translocator (ARNT, también
conocido como HIF-13) y ARNT2.

HIF-1, compuesto por HIF-1a y HIF-1B3, es el mas ampliamente estudiado de esta familia
de factores de transcripcion y es el principal regulador de la respuesta a hipoxia en la
mayoria de las células de mamifero (Semenza 1998; Wang et al. 1995). La subunidad 3
es una proteina nuclear expresada constitutivamente, mientras que la expresion y
actividad de la subunidad a esta fuertemente regulada por la concentracion de oxigeno.
En células bien oxigenadas, HIF-1a es una proteina con un tiempo de vida
excepcionalmente corto, con una vida media menor a 5 minutos a 21% O, y sus niveles
basales son muy bajos, mientras que durante la hipoxia la subunidad a se estabiliza 'y es
capaz de translocarse al nacleo donde dimeriza con HIF-1B3, y es entonces capaz de
activar la transcripcion de sus genes blanco. La activacion de HIF-1a es, por tanto, un
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proceso de varios pasos que implica la estabilizacion de HIF-1a, translocacion nuclear,
heterodimerizacion, activacion transcripcional e interaccion con otras proteinas
(Semenza 2004).

Introduccion

La subunidad HIF-1a esta regulada de dos formas distintas. Por un lado, en condiciones
de normoxia, HIF-1a es rapidamente degradado en el proteasoma. Este proceso es
mediado por las prolilhidroxilasas (PHD) que modifican la subunidad alfa, de forma
dependiente de oxigeno, en residuos de prolina en el dominio de degradacion
dependiente de oxigeno (ODD por sus siglas en inglés oxygen-dependent degradation
domain) (Bruick & McKnight 2001; Epstein et al. 2001). Las hidroxilaciones de prolina
son requeridas para la interaccion de HIF-1a con la proteina supresora de tumores Von-
Hippel Lindau (pVHL). pVHL sirve como el componente de reconocimiento de una E3
ubiquitin ligasa que lleva a la ubiquitinacién y degradacién proteosomal de HIF-1a
(Bruick & McKnight 2001; Epstein et al. 2001).

Por otro lado sufre inactivacion transcripcional luego de ser hidroxilada en una
asparagina por el factor inhibidor de HIF (FIH) (Lando et al. 2002; Mahon et al. 2001;
Sang et al. 2002). FIH parece tener un rol secundario al de las PHDs, ejerciendo un nivel
adicional de control negativo sobre HIF-1a que pueda haber escapado a la degradacién
(Stolze et al. 2004). En condiciones de normoxia, el factor inhibidor de HIF media la
hidroxilacion oxigeno dependiente de la Asparagina 803 dentro del Dominio de
Transactivacion C' Terminal (CTAD por sus siglas en inglés C' Terminal Transactivation
Domain) (Mahon et al. 2001), y esta hidroxilacion previene la unién del co-activador
p300/CBP a HIF-1a lo cual impide que HIF active la transcripcion dependiente de p300
(Lando et al. 2002) (figura 3).

Estas hidroxilasas requieren 4 compuestos fundamentales para su actividad: oxigeno,
hierro, a-cetogluratarato y ascorbato. El oxigeno y el a-cetoglutarato funcionan como co-
substratos de la reacciéon enzimatica, mientras que el Fe?* y el ascorbato funcionan
como co-factores. Tanto el oxigeno, como el hierro y los productos enzimaticos de la
reaccion juegan un papel critico en la regulacion de las hidroxilasas. La concentracion
baja de oxigeno inhibe la hidroxilacion de HIF-1a, ya sea mediada por las PHD como por
el FIH, lo que lleva a la acumulacion de HIF-1a y a la consecuente activacion de HIF-1
(Bruick & McKnight 2001; Epstein et al. 2001; Jeong et al. 2002; Lando et al. 2002). Las
hidroxilasas son capaces entonces de sensar la disminucion en la concentracion de
oxigeno celular, ya que estas enzimas requieren oxigeno para su actividad. La falta de
oxigeno disponible inhibe la habilidad de la enzima para modificar HIF-1a lo cual lleva a
una estabilidad aumentada del factor de transcripcion.

2014 18



Introduccion

En la estabilizacion de HIF-1a, distintos laboratorios han reportado un rol para las
especies reactivas del oxigeno generadas en la mitocondria (Chandel et al. 1998). La
hipoxia causa la inhibicion de la Cadena de Transporte de Electrones y la generacién de
ROS en varios sitios potenciales. Se ha propuesto que este estrés oxidativo dentro de la
célula inhibe la actividad catalitica de las PHD debido a que se inhibe la habilidad del
hierro de ciclar entre estados de oxidacion. Los niveles de ROS en el citosol resultan en
la inhibicion de las PHD, lo cual lleva a la induccién de la actividad transcripcional de HIF
(Chandel & Schumacker 2000; Gong & Agani 2005; Guzy et al. 2005).

4 s A
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FIH

PHD2

— OH PHD3
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Figura 3. Regulacién postraduccional de HIF-1a. En condiciones de normoxia HIF-1a esta

sujeto a una fuerte regulacion mediada por las prolilhidroxilasas (PHDs) y por el factor
\ inhibidor de HIF-1a (FIH). Imagen obtenida de Tal 2012. /

Ademas de la hidroxilacion, otras modificaciones han sido vinculadas a HIF-1a. La
acetilacion en la lisina 532 aumenta la interaccion entre HIF-1a hidroxilada y pVHL
(Jeong et al. 2002; Fisher et al. 2005). MAPK fosforila a HIF-1a y aumenta la actividad
transcripcional de HIF-1 (Richard et al. 1999; Sang et al. 2003). La actividad de HIF-1
también es regulada de forma independiente a la concentracién de oxigeno por ciertos
factores de crecimiento que aseguran el mantenimiento de la homeostasis del oxigeno
en los tejidos normales en crecimiento. Estas respuestas resultan de la activacion de la
via de sefializacion de la (PI3K)/AKT/mTOR que lleva a un aumento en el factor de
traduccion elF-4E, el cual a su vez aumenta la traduccion del ARNm de HIF-1a (Sang et
al. 2003; Semenza 2003).
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Se ha encontrado que ademas de la hipoxia, HIF-1a puede ser inducido por otros
agentes quimicos como el oxido nitrico, iones metalicos (por ejemplo Nickel y Cobalto) y

Introduccion

guelantes de hierro (por ejemplo DFO desferrioxamina), y agentes biolégicos como los
flavonoides y en particular la quercetina (Fandrey et al. 2006; Metzen et al. 2003; Pan et
al. 2007; Chowdhury et al. 2011; Wilson & Poellinger 2002; Jeon et al. 2007; Triantafyllou
et al. 2007; Park et al. 2008). Dichos agentes modulan la via de activacion de HIF-1a
inhibiendo a las PHDs.

En suma, existen diversas formas de regulacion de la actividad de HIF, tanto
dependientes como independientes de oxigeno. La importancia relativa de estos
mecanismos en la fisiologia normal y en la fisiopatologia aun debe ser determinada.

A su vez, HIF-1 regula la transcripcion de muchos genes involucrados en la respuesta
celular y sistémica a la hipoxia. Hasta el momento, se han identificado mas de 100
genes blanco de HIF-1, involucrados en funciones diversas como son: angiogénesis,
eritropoyesis, metabolismo energético, regulacion del pH, proliferacion celular, migracion
celular, y apoptosis (Semenza 2004). Dentro de los genes regulados por HIF-1 se
encuentran EPO (eritropoyesis), VEGF (angiogénesis), GLUT-1 (captacion de glucosa),
INOS (vasodilatacion), HO-1 (scavenging de radicales libres), lactato deshidrogenasa
(utilizacion de lactato), y enzimas de la glicolisis (Semenza 2002; Gunaratham &
Bonventre 2009; Rosenberger et al. 2005).

Esta activacion génica apunta a restaurar una oxigenacion adecuada y a eliminar el
déficit energético generado por la disminucion de oxigeno disponible, y contribuye asi a
la supervivencia de las células hipdxicas. Sin embargo, esta respuesta adaptativa
desencadenada por HIF-1 no siempre es capaz de contrarrestar el dafio generado por la
hipoxia. En estos casos, las células comienzan a modular vias de muerte celular,
posiblemente como una forma de eliminar aquellas dafiadas irremediablemente
(Coleman et al. 2002; Shinkai et al. 2005). En esta situacion HIF-1 también juega un rol
esencial activando la transcripcion de varios factores proapoptoticos (Piret et al. 2002;
Denko et al. 2003; Vengellur et al. 2003). Se cree que esta via de citotoxicidad es un
intento de mantener la integridad del tejido, ya que la eliminacion de las células bajo un
estrés hipoxico severo podria aumentar la posibilidad de supervivencia de las células
vecinas al aumentar los nutrientes y el suministro de oxigeno, manteniendo asi una
arquitectura tisular apropiada (Lee et al. 2007).

Nrf2

El estrés oxidativo juega un rol muy importante en la fisiopatologia de los eventos
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hipoxico-isquémicos (Clemens 2000), Para contrarrestar estos insultos, la célula ha
evolucionado mecanismos de defensa complejos (Ishii et al. 2002).

Introduccion

El factor de transcripcion Nrf2 (nuclear factor E2-related factor 2) es el guardian de la
homeostasis del estado redox, y regula la induccion coordinada de una bateria de genes
citoprotectores, antioxidantes y antiinflamatorios en respuesta al estrés oxidativo y a la
inflamacion (Jaiswal 2004; Nguyen et al. 2009). Un creciente niamero de estudios
sugieren que la activacion de Nrf2 constituye una via neuroprotectora que confiere
resistencia a una gran variedad de insultos neurodegenerativos asociados al estrés
oxidativo (Liu et al. 2004; Shah et al. 2007; Vargas et al. 2008). Ciertos estudios han
puesto en evidencia que el aumento de la actividad de Nrf2 es altamente neuroprotector
en modelos in vitro que simulan algunos de los componentes del dafio asociado a los
accidentes cerebrovasculares como la exposicion a H;0O,, toxicidad mediada por
glutamato, entre otros (Murphy et al. 1991; Duffy et al. 1998; Lee et al. 2003; Shih et al.
2003a; Kraft et al. 2004). La respuesta transcripcional mediada por Nrf2 también ha
demostrado ser protectora en una variedad de modelos experimentales animales
incluyendo injuria pulmonar oxidativa, fibrosis, asma, e isquemia/reperfusion cerebral
(Cho et al. 2002; Cho et al. 2004; Shih et al. 2005). Es asi, que la sobreexpresion de
Nrf2 puede ser una estrategia terapéutica potencial con el fin de mitigar injurias
inducidas por estrés oxidativo.

El factor de transcripcion Nrf2 pertenece a la subfamilia de Cap 'n' Collar de la familia de
factores de transcripcion bZip (Basic-Leucine Zipper). La region C' terminal basica, rica
en leucinas, es responsable de la union al ADN, mientras que la region N' terminal
acidica, rica en Aspartato y glutamato, funciona como el dominio de activacién
transcripcional (Moi et al. 1994). Nrf2 se une al elemento regulatorio en cis denominado
ARE (Antioxidant Response Element) en el promotor de mucho genes antioxidantes y
detoxificantes, llamados genes de Fase Il (Ishii et al. 2000; Kobayashi & Yamamoto
2005) controlando la expresion génica tanto inducible como constitutiva. Requiere para
su unién al elemento ARE y para la activacion transcripcional, la formacion de un
heterodimero con otras proteinas bZip incluyendo miembros de la familia Maf (MafG,
MafK, MafF) y Jun (c-Jun, Jun-D, and Jun-B) (Itoh et al. 1997).

Los genes de la fase Il trabajan en sinergia para constituir una defensa celular
pleiotrépica para eliminar las especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno, a través de
reacciones enzimaticas secuenciales (Ishii et al. 2000; Li et al. 2002; Thimmulappa et al.
2002; Shih et al. 2003b). Ademas estos genes contribuyen a la detoxificacion de
xenobioticos y al mantenimiento del potencial redox. Dentro de los genes inducidos por
Nrf2 se encuentran: hemooxigenasa-1 (HO-1), glutation S-transferasas (GSTSs),
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NAD(P)H quinona oxidoreductasa (NQOL1), glutamato cysteina ligasa (GCL), glutatién
peroxidasa-2, superoxido dismutasa 1 (SOD1), UDP glucuronyl transferasa (UDP-GT),
Tioredoxina (TRX), catalasa, y glutation reductasa (Hayes & McMahon 2001; Kensler et
al. 2007; Lau et al. 2008; Motohashi & Yamamoto 2004; Nguyen et al. 2003a; Klaassen
& Slitt 2005). Otros genes blanco de Nrf2 estan involucrados en una amplia variedad de
funciones y procesos celulares tales como crecimiento celular, apoptosis, reparacion del
ADN, respuesta inflamatoria, y vias de degradacion proteica (Zhang 2006). La
naturaleza diversa de los genes blanco de Nrf2 demuestran su importancia vital en la
proteccion y supervivencia celular.

Introduccion

Nrf2 es expresado de forma ubicua en una amplia gama de tejidos y tipos celulares. Sin
embargo, su estabilidad es dependiente del estado redox celular. Durante la exposicién
de las células a estrés oxidativo u otros insultos quimicos electrofilicos la actividad de
Nrf2 aumenta considerablemente (McMahon et al. 2001; Moi et al. 1994; Chan et al.
1993).

El mecanismo de activacion de Nrf2 mas estudiado hasta el momento se basa en la
estabilizacion postraduccional de la proteina. Nrf2 es transcripto y traducido
constitutivamente, sin embargo posee una vida media relativamente corta de 15 minutos
(Nguyen et al. 2009). Su estabilidad proteica es regulada mediante la asociacion con la
proteina Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keapl) (Itoh et al. 1999; Kang et al. 2004).
Keapl es una proteina rica en cisteinas, conteniendo 25 residuos de cisteina, 3 de las
cuales (C151, C273, and C288) son reactivos a pH fisioldgico y serian criticos en la
regulacion de Nrf2. El estrés oxidativo causaria modificaciones quimicas (oxidaciones y
S-alquilaciones) en estas cisteinas provocando cambios conformacionales en la proteina
(con formacién de nuevos puentes disulfuro) lo que generaria la disociacién de Nrf2 de
Keapl(Kobayashi et al. 2004; Motohashi & Yamamoto 2004; Padmanabhan et al. 2006;
Zhang et al. 2004).

De acuerdo con el modelo mas ampliamente estudiado hasta el momento, Nrf2 seria
una proteina localizada en el citoplasma celular donde se asociaria con un dimero de
Keapl (Itoh et al. 1999). Keapl, ademas de interactuar con los filamentos de actina y
secuestrar a Nrf2 en el citoplasma celular, forma parte del complejo Cul3-Keapl
ubiquitina ligasa el cual ubiquitina a Nrf2 marcandolo para su degradacién por el
proteasoma (Kobayashi & Yamamoto 2006; Motohashi & Yamamoto 2004; Zhang 2006;
Zhang et al. 2004). Por lo tanto, los niveles de Nrf2 dependen de su tasa de destruccion
manteniendo asi niveles basales bajos. En condiciones de estrés oxidativo, la
interaccion entre Keapl y Nrf2 se ve inhibida, Nrf2 es liberada de su interaccién con su
proteina reguladora y es libre para translocarse al nicleo donde se asocia con proteinas

2014 22



\'—\\

e

pequefias Maf y es capaz de activar la transcripcion génica.

Introduccion

Otro modelo mas reciente de la regulacion de la actividad de Nrf2 propone que este
factor es expresado constitutivamente y directamente translocado al nucleo luego de su
sintesis en los ribosomas (Nguyen et al. 2005; Nguyen et al. 2009). De acuerdo con este
modelo Keapl seria translocado de forma independiente al nucleo y es alli donde se
daria la interaccion entre estas dos proteinas (Nguyen et al. 2009). El hecho de que Nrf2
controle la expresion basal de sus genes implica su presencia en el nucleo en
condiciones normales (Itoh et al. 1997; McMahon et al. 2001).

De acuerdo con un tercer modelo, que concilia los dos anteriores, en condiciones
normales la interaccion entre Keapl y Nrf2 se daria en el citosol, sin embargo frente al
estrés oxidativo, los mismos cambios conformacionales que posibilitarian la disociacion
de Nrf2 y su subsecuente translocacion al nucleo, expondrian una sefal de localizacion
nuclear en Keapl provocando que se transloque al nucleo. Cinéticamente hablando Nrf2
se transporta al nicleo mas rapidamente que Keapl, habria por lo tanto una ventana de
tiempo en el cual Nrf2 seria capaz de activar la transcripcién de sus genes. Una vez en
el nucleo, Keapl removeria a Nrf2 de sus genes blanco y el complejo Keapl-Nrf2 es
transportado al citosol utilizando una fuerte sefial de exportacion nuclear presente en
Keapl. Una vez en el citosol, el complejo seria reclutado a la maquinaria de
ubiquitinacion y degradacion para restaurar los niveles basales de Nrf2, funcionando asi
como una especie de interruptor que apagaria la respuesta (Sun et al. 2011) (figura 4).

A su vez, numerosos estudios han demostrado que la fosforilacion es un mecanismo
plausible para la activacion de Nrf2. Se ha demostrado que varias quinasas citosolicas
modifican a Nrf2 y potencialmente son capaces de activarlo (Nguyen et al. 2003b; Itoh et
al. 2004; Nguyen et al. 2004).

Varios trabajos también indican que la actividad de Nrf2 puede ser regulada al nivel
transcripcional. Se identificaron dos elementos en la region proximal 5' a su promotor del
gen de Nrf2 llamados ARE-like (AREL), los cuales son necesarios para activar la
expresion de Nrf2 en respuesta a un potente activador de este gen, el 3H-1,2-dithiole-3-
thione (D3T) (Kwak et al. 2002). Asimismo, se encontré que Nrf2 es capaz de unirse a
estos dos elementos y asi autoregular su expresion en respuesta a sus activadores. La
expresion de Nrf2 a nivel transcripcional también es regulada por AhR (aryl hydrocarbon
receptor) un receptor nuclear capaz de inducir una bateria de genes involucrados en el
metabolismo de xenobidticos y en funciones endbgenas como crecimiento,
diferenciacion y homeostasis (Miao et al. 2005).

2014 23



Introduccion

Nrf2 es activado no solo en respuesta a activadores quimicos como ROS, RNS y
aldehidos lipidicos, sino también frente a agentes exdgenos. De hecho, existe una
amplia gama de pequefias moléculas tanto naturales como sintéticas, capaces de inducir
potentemente la actividad de Nrf2 (Fahey et al. 1997; Fahey et al. 2001; Rushmore &
Kong 2002). Algunos de estos compuestos pertenecen a grupos quimicos diversos como
los isotiocianatos, 1,2-ditiol-3 tionas, metales pesados, hidroxiperéxidos y los flavonoides
como la epigalocatequina galato y la quercetina (Talalay et al. 1995; Talalay 2000;
Zheng et al. 2011; Arredondo et al. 2010; Leonardo & Doré 2011).
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Figura 4. Regulacion postraduccional de Nrf2. 1) El estrés oxidativo causa un cambio
conformacional en la ubiquitina ligasa Keapl-Cul3-E3 debido a cambios especificos que se dan en
las cisteinas de Keap 1. 2) Una disminucién en la degradacion de Nrf2 posibilita la acumulacion de
Nrf2, y su translocacion al nucleo celular para la activacion de sus genes blanco. 3) La disociacion
de Nrf2 de Keap 1 expone una sefial de localizacién nuclear en esta proteina, con lo cual entra al
nucleo. 4) Keap 1 remueve a Nrf2 del promotor de sus genes blanco, y el complejo Keap1-Nrf2 es

transportado fuera del nucleo gracias a una fuerte sefial de exportacion nuclear presente en Keap
tenida de Sun et al. 2011. /

{5) En el citosol, el complejo the Nrf2-Keapl se asocia a la maquinaria de ubiquitinacién. Imagen
ob

HO-1

Las evidencias emergentes establecen a la Hemoxigenasa (HO-1) como un mecanismo
de defensa fundamental en una gran variedad de tejidos y condiciones (Otterbein & Choi
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2000) y se ha demostrado que confiere proteccidn tisular y celular en multiples modelos
de injuria  pulmonar, injuria  vascular, diabetes, isquemia/reperfusion e
hipoxia/reoxigenacion (Slebos et al. 2003). La miriada de sistemas metabdlicos que
responden a la induccion de la expresion de HO-1 (Abraham et al. 1996; Abraham et al.
2003; Mingone et al. 2006) dejan ver que el aumentar la actividad de esta proteina, ya
sea por medios farmacolégicos 0 genéticos, constituye un posible blanco para el
desarrollo de nuevas modalidades terapéuticas que podrian afectar el curso de
numerosos procesos patologicos en humanos. En el cerebro, el sistema HO-1 es muy
activo y su modulacion juega un rol crucial en la patogénesis de diversos insultos
oxidativos y desoérdenes neurodegenerativos. De hecho, se ha demostrado que esta
proteina confiere proteccidbn a neuronas expuestas a un dafio oxidativo (Chen et al.
2000; Le et al. 1999). Se considera que la induccion de HO-1 contrarresta el dafo
oxidativo, confiere citoproteccion y promueve la supervivencia celular (Ryter et al. 2006;
Gozzelino et al. 2010).

Introduccién

La HO-1 es una enzima inducible, ubicua y sensible al estado redox, que se expresa en
respuesta a una amplia variedad de estimulos end6genos vinculados al estrés oxidativo
e inflamacion, incluyendo 6xido nitrico, endotoxinas y citoquinas proinflamatorias, lo que
lo hace uno de los genes mas ubicuamente inducidos (Otterbein & Choi 2000; Ryter et
al. 2002). La expresion de HO-1 es inducida, ademas, por una variedad de factores
exdgenos como la hemina, metales pesados, xenobioticos, metaloporfirinas, peroxido de
hidrogeno y flavonoides como la quercetina (Motterlini et al. 2000; Turner et al. 1999;
Nakamura et al. 2011; Matsushima et al. 2009; Chow et al. 2005).

El gen de HO-1 es regulado por el estado redox celular y modulado por factores de
transcripcion sensibles al estado redox que reconocen sitios de unién especificos en el
promotor de este gen, como son activator protein-1 (AP-1), nuclear factor-kB (NFkB), y
Nrf2 (Alam 2002; Alam & Cook 2003; Poon et al. 2004). La expresion del gen de HO-1
es regulada de acuerdo al estado redox de la célula, y depende de la presencia de dos
enhancer E1 y E2 en la regién promotora del gen (Sun et al. 2002). Ambos enhancers
contienen multiples elementos reguladores como el elemento Heat Shock, el elemento
regulador de metales y el elemento de respuesta antioxidantes (ARE) al cual se une el
dimero de una proteina Nrf2 y una de las pequefas proteinas Maf (Stewart et al. 2003).
Existen represores que se unen a este elemento para evitar la activacion inespecifica de
este gen. Uno de ellos es Bachl, un represor transcripcional con la capacidad de unirse
al ADN, y que es regulado negativamente por la unién con un grupo hemo. Por lo tanto,
la expresion del gen HO-1 es regulada por medio de las interacciones antagoénicas de
activadores transcripcionales, como Nrf2, y de represores transcripcionales, como
Bachl. En condiciones fisiologicas normales, la expresion del gen HO-1 es reprimida por
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el complejo Bachl/Maf. Niveles aumentados de hemo u otros inductores disocian a
Bachl de los enhancers y permiten que los activadores, como el heterodimero de
Nrf2/Maf accedan al promotor del gen HO-1 (Sun et al. 2002). Ademas, la expresion de
HO-1 también parece ser inducida por HIF-1 (Ockaili et al. 2005).

Introduccion

La HO-1 cataliza la degradacion oxidativa del hemo, convirtiéndolo en hierro (que es
secuestrado por la ferritina), monoxido de carbono y biliverdina, el cual rapidamente es
convertido en bilirrubina por la biliverdina reductasa (Motterlini et al. 2002; Jain & Jaiswal
2006) (figura 5). Estas tres moléculas han atraido gran interés debido a su rol en la
modulacién de las funciones fisioldgicas. HO-1 puede ejercer sus efectos protectores a
través de mdltiples vias que involucran directamente los efectos citoprotectores y
antiapoptoticos de CO y los efectos antioxidantes de la bilirrubina y ferritina (Ryter et al.
2002).

Figura 5. Remesaﬂadég\\

,_w{f—wf’“vf_ﬁ\h esquematica de la via
degradativa del hemo. HO-
1/HO-2 degradan los grupos
hemo, los cuales son clivados
para  producir  cantidades
equimolares de CO, biliverdina
y hierro. La biliverdina es
convertida a bilirrubina por la
enzima citosdlica biliverdina
reductasa. El hierro generado
es inmediatamente
secuestrado por la ferritina.
HO-2 es una enzima
(0] Biliverdin Iron / Ferritin constitutiva, mientras gue HO-
Vasoactive gas = 1 es una enzima inducible por
metales pesados, citoquinas,
luz UV, estrés oxidativo y una
variedad de drogas. Imagen
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Un aspecto de la defensa de HO-1 parece estar conectada estrictamente con las
propiedades antioxidantes de la bilirrubina. Recientemente, se ha reportado que la
bilirrubina derivada de la actividad de HO-1 es citoprotectora contra el estrés oxidativo in
vitro (Clark et al. 2000; Foresti et al. 1999), y su capacidad antioxidante aumenta
considerablemente a bajas concentraciones de oxigeno. La bilirrubina a bajas
concentraciones elimina los ROS in vitro, reduciendo asi el dafio oxidativo y el estrés
oxidativo in vivo (Stocker et al. 1987). La biliverdina y bilirrubina han demostrado ser
protectoras frente a injurias de isquemia y reperfusion in vivo, asi como frente al estrés
oxidativo generado por peroxido de hidrégeno in vitro (Fondevila et al. 2004; Baranano et
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al. 2002; Sedlak & Snyder 2004). Otros efectos intracelulares de la bilirrubina que
pueden llegar a ser relevantes en situaciones patofisioldgicas incluyen una accion
inhibitoria sobre la actividad de la proteina kinasa C (Sano et al. 1985) e inhibicion de la
produccion de superoxido por la NADPH oxidasa activada (Kwak et al. 1991).

Introduccion

El monoxido de carbono comunmente es conocido como toxico, debido a su alta afinidad
por la proteinas que contienen hemo, lo que puede comprometer el transporte de
oxigeno a los tejidos (carboxihemoglobina) o puede disminuir la fosforilacion oxidativa a
nivel celular al unirse a la citocromo ¢ oxidasa (Ahlstrom et al. 2009). No obstante, el
monoxido de carbono ha probado ser una molécula de sefalizacion extraordinaria
generada por la célula que es vital en la regulacion de la homeostasis celular. En el
cerebro, el CO estd emergiendo como un mensajero quimico que puede influenciar
procesos fisioldgicos y patolégicos Confiere proteccién celular en un gran nimero de
condiciones y enfermedades asociadas a la injuria oxidativa e inflamatoria. Bajas dosis
de CO exdgeno son citoprotectores contra la inflamacion, y la apoptosis, en particular
luego de incidentes cardiovasculares, rechazo de érganos, y enfermedades autoinmunes
(Motterlini & Otterbein 2010). El tratamiento con CO también disminuye el volumen de
infarto y el dafio cerebral en modelos adultos de isquemia cerebral, donde los animales
fueron expuestos a CO inmediatamente después de la oclusién de la arteria cerebral
media (Zeynalov & Doré 2009; B. Wang et al. 2011). No obstante, los mecanismos
celulares involucrados en la neuroproteccién inducida por el CO no se conocen por
completo.

Efectos de la hipoxia en la expresion génica global

Méas alla de estos tres genes, y su posible induccion o no en nuestro modelo, la
ocurrencia de eventos hipoxico-isquémicos alteran practicamente todas las funciones
celulares. La respuesta celular a la hipoxia se caracteriza por una cascada compleja y
multifacética de eventos fisiologicos y bioquimicos, lo que implica la regulacion
coordinada de la expresion de un gran niumero de genes con funciones diversas, Como
consecuencia del fallo energético primario, las células tratan de minimizar el dafo al
disminuir la demanda energética. Esta respuesta neuroprotectora determina una
supresion de procesos no esenciales que consumen energia. Esto incluye apagar y/o
reducir temporalmente la capacidad proliferativa de las células, la transcripcion génica y
la sintesis proteica (White et al. 2000; Hochachka & Lutz 2001). A largo plazo, una
segunda respuesta es inducida, que depende principalmente de la modulacién de la
expresion génica que lleva a la muerte celular, asi como de la induccion de vias que
promueven la supervivencia celular. En su conjunto, estos eventos a nivel
transcripcional, traduccional y postraduccional determinan el destino del tejido afectado.
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Frente a esta realidad, resultan pertinentes los estudios de abordaje transcriptomico y
protedmico y la obtencidon de los perfiles de expresion de las células para comparar la

Introduccion

expresion proteica de los tejidos en normoxia e hipoxia y asi identificar proteinas que se
expresen de forma alterada y que puedan representar nuevos marcadores. Los estudios
a gran escala que analizan los cambios de expresion génica a nivel de transcriptoma y/o
proteoma han llevado a la identificacion de genes y familias génicas, que previamente no
habian sido vinculadas a la patologia hipdxico-isquémico. La utilidad practica de los
resultados obtenidos con la protedmica en relacion con la salud esta cobrando gran
importancia. El descubrimiento de marcadores proteicos de enfermedades como las
cardiovasculares, las neurolégicas, las oncoldgicas, las metabdlicas, entre otras, tiene
una aplicacion clinica en un futuro préximo en el diagnostico, el seguimiento y el
tratamiento de estas enfermedades (Van Elzen et al. 2008).

Al observar los estudios "émicos" llevados a cabo en modelos de deprivacion de oxigeno
a nivel del SNC, la mayor parte del conocimiento y de las conclusiones se basan en
datos de transcriptomica (94%), mientras que los datos a nivel proteGmico son escasos
(9.5%). Se ha observado que los datos obtenidos a nivel del ARNm y a nivel proteico
suelen ser contradictorios, lo cual puede adjudicarse a la diversidad en cuanto a los
disefios experimentales y su variabilidad intrinseca. Si bien, la técnica de Electroforesis
bidimensional ha sido ampliamente utilizada en neurosciencia para el estudio del perfil
proteico y analisis de expresion proteica diferencial, pocos grupos han reportado datos
obtenidos con esta técnica en relacion a la hipoxia/isquemia cerebral. A su vez, la
mayoria de los estudios se han enfocado en las consecuencias de injurias del tipo
isquémicas (Van Elzen et al. 2008).

En este contexto nuestro trabajo propone identificar cambios en los niveles de HIF-1q,
HO-1 y Nrf2 frente a la hipoxia, y en respuesta a un preparado nanosomal de quercetina
administrado inmediatamente después de una hipoxia severa. Complementariamente,
en el entendido de que numerosas otras proteinas se afectan durante la hipoxia-
reoxigenacion y las mismas deben ser afectadas por el preparado de quercetina siendo
base de la neuroproteccion in vivo, se entendié que explorar este perfil molecular marca
un camino relevante para el conocimiento de la hipoxia-reoxigenacion en el recién
nacido e indica vias de sefializacion de relevancia para la busqueda de estrategias
terapéuticas eficaces en esta compleja enfermedad.
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Objetivos

El presente trabajo se enmarca dentro de un proyecto multidisciplinario impulsado por el
Departamento de Neuroquimica del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente
Estable y el Departamento de Neonatologia del Hospital de Clinicas. Dicho proyecto
propone llevar a cabo la caracterizacion de un modelo de hipoxia en cerdos recién
nacidos, asi como la realizacidon de los estudios preclinicos para evaluar la eficacia como
protector cerebral de una preparacion nanosomal de quercetina.

En el marco de este proyecto la Seccion Genética Evolutiva de la Facultad de Ciencias
colabora con la caracterizaciéon molecular de este modelo.

Objetivo general

En este trabajo, nos proponemos contribuir a la caracterizacion de los cambios en
expresion génica como resultado del dafio hipdxico causado por la asfixia perinatal
severa en modelo de cerdo recién nacido, asi como los cambios en expresion tras el
tratamiento con quercetina, con el fin de contribuir al diagnéstico de la eficacia de la
terapia neuroprotectora con quercetina, ahondar en los mecanismos de accién del
tratamiento propuesto y encontrar blancos moleculares que funcionen como adecuados
marcadores del dafio y/o de la recuperacion.

Objetivos especificos

Como objetivos especificos nos proponemos analizar los cambios en la expresion tanto
a nivel de ARNm como a nivel de proteinas de HIF-1a, Nrf2 y HO-1, tres proteinas
vinculadas a la citoproteccion y neuroproteccion frente a diversos tipos de lesion,
incluida la hipoxia, pero que ademas poseen antecedentes que indican que la quercetina
podria afectar su expresion.

A su vez, nos proponemos caracterizar los cambios en el perfil proteico global como
resultado del dafio hipoxico, asi como tras el tratamiento con quercetina.
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La estrategia general seguida consta de dos etapas. Una primera etapa que
corresponde al protocolo de asfixia perinatal monitoreada, con o sin inyeccion del
preparado nanosomal de quercetina y una segunda etapa que comprende el andlisis
molecular de las muestras de cerebro obtenidas. Los grupos experimentales incluyen:
cerdos sometidos a hipoxia sin administracion del preparado de quercetina, cerdos que
recibiran el mismo a una dosis de 10mg/kg luego de la hipoxia, y en el caso de la corteza
cerdos control o "Sham" que son sometidos a los mismos procedimientos que los
primeros dos grupos, pero no son sometidos a hipoxia ni reciben tratamiento con el
preparado de quercetina. La segunda etapa consiste en la obtencion de cerebros de los
animales experimentales, extraccion de ARN y proteinas, y el analisis de los mismos
mediante tres metodologias diferentes: PCR en Tiempo Real, Western Blot, y
Electroforesis Bidimensional. A continuacidén se presenta un esquema representativo de
la estrategia experimental realizada (figura 6).
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Figura 6. Esquema de la estrategia experimental
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Protocolo de asfixia perinatal monitoreada, con o sin inyeccion del

Materiales y Métodos

preparado nanosomal de quercetina

Esta etapa es realizada en el Depto. De Neonatologia del Hospital de Clinicas por el
equipo de la Dra. Fernanda Blasina, co-orientadora de este trabajo. El estudio se realizé
siguiendo los principios éticos que regulan la experimentacién animal determinados por
la Declaracion de Helsinki y la Sociedad Americana de Fisiologia.

Se utilizan cerdos recién nacidos entre 1 y 3 dias de vida (Sus scrofa domestica) con
peso aproximado 1500 g obtenidos de criadero local. La induccidn anestésica se realiza
con Ketamina i/m 30/mg/kg y al obtener via venosa periférica se logra el mantenimiento
anestésico con Ketamina, Midazolam y Fentanyl en infusién continua.

Posteriormente se inicia monitorizacion continua de saturacion de oxigeno por oximetria
de pulso y electrocardiografica con electrodos en miembros superiores y miembro
inferior izquierdo (derivada D2). A continuacion se realiza intubacion por traqueostomia e
inicio de ventilacibn mecanica. Se coloca un catéter en la arteria femoral izquierda para
registro de presion sistémica invasiva. Se coloca grueso acceso venoso en vena yugular
externa para administracion de farmacos. Por ultimo, se coloca un catéter en arteria
pulmonar comudn por toracotomia.

Las variables hemodinamicas registradas durante el transcurso del experimento son:
presion arterial sistémica (PAS), frecuencia cardiaca, oximetria de pulso (SatO,), gasto
cardiaco (GC), temperatura corporal central. La temperatura corporal se mantiene entre
38°5 y 39°5 C mediante cuna térmica y calefactor con cobertor acrilico sobre el animal.

En el caso de los animales sometidos a hipoxia son sometidos a hipoxia (FiO, 0,08)
durante un periodo que permita 17 minutos de electroencefalografia de amplitud
integrada por debajo de 7uV, mientras mantenga la frecuencia cardiaca (FC) por encima
de 80 y la presion arterial sistémica media (PASm) por encima de 20 mmHg, lo que
indicara el momento de reanimacién con FiO, 1 por 30 minutos.

En el caso de los animales tratados con el preparado nanosomal, después de la
reanimacion y una vez estabilizado el preparado se realizara infusion del vehiculo y
posteriormente del preparado nanosomal de Quercetina (mezcla de Quercetina con
ciclodextrina en etanol, permitiendo la formacion de los complejos a los que se adiciona
lecitina y el colesterol) durante 1 hora, por acceso venoso periférico. Esta mezcla de los
componentes, hecha en etanol, se inyecta en una solucion de suero fisiolégico, y la
preparacion final tendra una concentracién de Quercetina de 2mg/ml.
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Tras el tiempo indicado de sobrevida (8 horas desde el inicio de la hipoxia) el animal es
sacrificado y se extrae el cerebro y varias areas disecadas son congeladas en nitrégeno
liquido para su posterior almacenamiento en Freezer -80°C.

En la figura 7 se muestra un esquema del diseiio experimental del protocolo de asfixia
perinatal monitoreada, con o sin inyeccion del preparado nanosomal de quercetina.

4 N

Cerdos de 1 a 3 dias de vida

Grupo 3: Cerdos
Hipoxia y
Quercetina

Grupo 1: Cerdos Grupo 2: Cerdos
Control o sham Hipoxia

Induccidn anestésica con Ketamina 30 mg/kg. Intubacion por tragueostomia e
inicio de la ventilacion mecanica.

Hipoxia (FiO, = 0,08) durante un periodo que

Nivel Normal de . . .
permita 17 minutos de electroencefalografia de

oxlgeno amplitud integrada por debajo de7uV.
8
Reanimacion (FiO, =1) durante 30 min.

H

0

Inyeccion del R

preparado de A

Quercetina S

Eutanasia de los animales

Figura 7. Disefio experimental del protocolo de asfixia perinatal monitoreada, con o sin

\ inyeccion del preparado nanosomal de quercetina. /

Por simplicidad, de aqui en adelante nos referiremos a los cerdos del grupo 1 como
cerdos sham, a los cerdos del grupo 2 como cerdos hipdxicos, y a los cerdos del grupo 3
como cerdos H+Q.

2014




Materiales y Métodos
Analisis molecular de los cambios en expresion génica
Obtencién de muestras de tejido

Para el andlisis molecular que realizamos en la Seccion Genética de la Facultad de
Ciencias, conservamos un hemicerebro, del cual se disecan diferentes regiones
(corteza, hipocampo, cerebelo y estriado). Se rotulan por separado, se congelan en
nitrogeno liquido y se transfieren a -80°C hasta su utilizacion.

Las muestras se dividen en 2 grupos experimentales: aquellos sometidos Unicamente a
hipoxia, y aquellos sometidos a hipoxia y tratados posteriormente con el preparado de
quercetina. En el caso de las muestras de corteza existe un tercer grupo experimental:
los cerdos control o sham.

Las muestras de tejido cerebral obtenido son utilizadas para determinar cambios de
expresion a nivel de ARNm mediante Retrotranscripcion y PCR en tiempo Real, y a nivel
proteico mediante Western Blot. Asimismo, muestras de corteza de animales
especialmente seleccionados, fueron utilizadas para Electroforesis Bidimensional para el
analisis protedmico.

Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN total de las muestras de corteza, hipocampo y estriado se
utilizaron aproximadamente 30 mg de tejido. La extraccion se realizd con el Kit comercial
illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit de General Electric. El protocolo seguido se
detalla en el Anexo. El ARN total fue eluido en 40 ul de H,0 RNAsa free, y una segunda
elusién en 20 pl, y conservado a -80°C. La extraccion de ARN tal como se describe aqui
se utilizé para un niamero de muestras de cada area segun figura en la tabla 1.

Tabla 1. Numero de muestras de cada tratamiento

Corteza 4 6 6
Hipocampo - 6 6
Estriado - 5 5

Se separa una fraccion de los ARNs extraidos para su cuantificacion por
Espectrofotometria y para la constatacion de su integridad mediante la visualizacion de
las bandas de ARN ribosomal 18S y 28S vy la ausencia de ADN gendémico mediante
electroforesis en agarosa al 1%.
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Medicion de Concentracion de ARN

Los ARNSs extraidos son cuantificados por Espectrofotometria (medicion de absorcion a
260nm) con el equipo Nanodrop 2000 de Thermo Scientific, y a partir de la conocida
relacion que establece que 1UA equivale a 40 ug/ml.

Retrotranscripcion

Se procede a la retrotranscripcion de los ARN extraidos utilizando una transcriptasa
reversa comercial M-MulV Reverse Transcriptase de New Enland Biolabs y tanto
OligodT como Random Primers. El protocolo realizado fue el sugerido por el fabricante
de la enzima con algunas modificaciones puntuales y se describe en el anexo. En todos
los casos se retrotranscribio a partir de 2 ug de ARN molde. Los cDNAs obtenidos se
congelan a -20°C hasta su utilizacion. Se prepara una dilucién 1/20 de los cDNA para su
utilizacién en PCR tiempo final y en tiempo real.

Cebadores

Los cebadores utilizados fueron disefiados en nuestro laboratorio para la especie Sus
scrofa domestica y adquiridos en la empresa IDT (Integrated DNA Technologies). En
este trabajo, se realiz6 el disefio de uno de los juegos de cebadores de HO-1 basado en
la secuencia nucleotidica de su ARN mensajero obtenida de la base de datos del NCBI
(National Center for Biotechnology Information) NM_001004027.1. Los cebadores
disefiados fueron analizados mediante la herramienta OligoAnalyzer 3.1 de IDT
corroborando la ausencia de especificidad con otros ARN mensajeros mediante un
BLAST contra la base de datos del NCBI. En la tabla 2 se detallan los cebadores
utilizados tanto en las PCR a tiempo final como en tiempo real.

Tabla 2. Cebadores

HONFw #2 GCCCCAGGATTTGTCAGAGG 60 20 143
HONRv #2 TGTGGTACAAGGACGCCATC 60 20
HIF-1aFw CCTTGGATGGTTTTGTTATGG 59.2 21 176
HIF-1aRv GCCATTTCTGTGTGTAAGCAT 57.8 21
Nrf2 Fw TCAGCCAGCACAACACATCCCG 68 22 205
Nrf2Rv TGG GCT TTC GAC GTG ACT GGG 68 21
HOFw #1 ATG TGA ATG CAACCC TGT GAA 62 21 188
HORv #1 GGGAAAGATGCCACAGACTCCT 65 22
ActinaFw CCAGCACGATGAAGATCAAG 60 20 179
ActinaRv CAACTAACAGTCCGCCTAGA 60 20
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PCR Tiempo Final

Se procede a la realizacion de una PCR a tiempo final de Actina para corroborar la
integridad de los cDNAs obtenidos. La técnica de PCR en tiempo final fue, ademas,
utilizada para probar los cebadores disefiados y para obtener las condiciones ideales de
reaccion para las reacciones de PCR en tiempo real. Para todas las reacciones de PCR
en tiempo final se utilizé la enzima comercial Dream Tag DNA polymerase de Thermo
Scientific y el termociclador con gradiente Palm-Cycler Gradient Thermal Cicling de
Corbett Life Sciences.

En todos los casos el volumen final de reaccion fue de 10 ul y las reacciones se
prepararon como se detalla en la tabla 3, variando de acuerdo con el juego de
cebadores utilizados la temperatura de hibridacion y el volumen utilizado para cada
juego de cebadores (10mM) segun se detalla en la tabla 4. El modo de ciclado utilizado
es el que se detalla en la tabla 5.

Tabla 3. Condiciones de Reaccion

Buffer 10X 1
dNTPs 10 mM de cada uno 0,2
Cebador Directo Ver tabla 4
Cebador Reverso Ver tabla 4
Dreamtaq (5U/uL) 0,05
cDNA (dilucién 1/20) 2
Agua c.s.p

Tabla 4. Condiciones de reaccién para cada par de cebadores

Actina 0.3 55
HO-1 #1 0.6 55
HO-1 #2 0.3 59

Nrf2 0.6 69

HIF-1a 0.3 49

Tabla 5. Condiciones de ciclado

Activacion de la enzima 95 5 minutos 1
Desnaturalizacion 95 20 segundos

Hibridacion Ver tabla 4 30 segundos 30 ciclos
Extension 72 45 segundos

Extension final 72 3 minutos 1
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PCR Tiempo Real

La técnica de PCR en tiempo real se realizé utilizando el termociclador de tiempo real
Rotor gene 6000 de Corbett Life Sciences y el mix KAPA SYBR® FAST gPCR Kit Master
Mix (2X) Universal de Kapa Biosystems.

Se realizaron pruebas de puesta a punto, entre las cuales se vario el volumen final de
reaccion. Se constatdé que en las condiciones elegidas y con la enzima utilizada, el uso
de volimenes menores a 20 conlleva una pérdida de eficiencia de la reaccion. Por ello,
en todos los casos el volumen de reaccion final fue de 20ul, y se utilizé 10ul de Mix Kapa
segun lo indica el fabricante, un volumen adecuado de cDNA molde y de cebadores
segun se determiné en el laboratorio. Se completdé el volumen final con el volumen
requerido de agua. En la tabla 6 se muestran las condiciones de reaccion para cada uno
de los juegos de cebadores utilizados. En el caso de Actina se muestran dos versiones
ligeramente diferentes ya que la primera corresponde a las condiciones utilizadas para
las muestras de corteza e hipocampo, y la segunda corresponde a las utilizadas en las
muestras de estriado. Asimismo, el juego de cebadores N°1 de HO-1 se utilizé en las
muestras de corteza e hipocampo, mientras que el juego de cebadores N°2 de HO-1 se
utilizé para las muestras de estriado. Respecto al ciclado, en todas las ocasiones se
realizaron 40 ciclos de las etapas de desnaturalizacion, hibridacion y extension.
Seguidos por un ciclo de desnaturalizacion que permiti6 constatar la temperatura de
disociacion del amplicon y por lo tanto el caracter especifico de la reaccion.

Tabla 6. Condiciones de Reaccion para cada par de cebadores

| Etapa | Temperatura(®C) | Tiempo |

Activacion de la enzima 95 10 minutos

i Desnaturalizacién 95 15 segundos
Actina 0.6 2 — —

Hibridacién 55 15 segundos
Extension 72 15 segundos

Activacién de la enzima 95 3 minutos
Acting * 04 4 Desnaturalizacién 95 15 segundos
) Hibridacién 55 15 segundos
Extension 72 15 segundos

Activacion de la enzima 95 10 minutos
Desnaturalizacion 95 15 segundos

HO-1 #1 0.5 2

Hibridacion 55 15 segundos
Extension 72 15 segundos

Activacion de la enzima 95 3 minutos
HO-1 #2 03 4 Desnaturalizacién 95 15 segundos
Hibridacion 59 10 segundos
Extension 72 15 segundos

Activacion de la enzima 95 10 minutos
Desnaturalizacion 95 15 segundos
Nrf2 0.6 2 Hibridacién 69 15 segundos
Extensién 72 15 segundos
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Activacion de la enzima 95 10 minutos
Desnaturalizacién 95 15 segundos
HIF-1a 0.6 2 Hibridacién 49 15 segundos
Extension 72 15 segundos

Célculos de eficiencia de Real Time

Para el calculo de las eficiencias de reaccién de cada uno de los genes estudiados, se
gener6 un pool de cDNAs de las muestras que serian utilizadas en real time PCR. Con
esta mezcla, se realizaron diluciones seriadas en base 10, en concreto se utilizaron las
diluciones 1, 1/10, 1/100, 1/1000 y 1/10000. Estas diluciones se utilizaron como molde
de PCR en tiempo real para cada uno de los genes tal como se indicé anteriormente.
Luego se realizé una curva de los valores de Ct obtenidos en funcion del logaritmo de la
dilucién, a partir de cuya pendiente se calculd la eficiencia como: E=10 (-Pendiente).

Analisis de Datos Real Time

Los resultados son analizados mediante un software adecuado, el programa REST
(Relative Expression Software Tool) (Pfaffl et al. 2002). El software REST es una
herramienta para el analisis de datos de expresion génica provenientes de experimentos
de PCR en tiempo real cuantitativos. El andlisis o cuantificacion de la expresion génica
relativa realizado por este software utiliza la expresién de genes de referencia para
normalizar los niveles de expresion del gen de interés en las diferentes muestras,
compensando asi por las variaciones debido a diferencias en la carga y manipulacion de
las muestras. En nuestro caso, el gen de actina fue utilizado como gen de referencia.
Ademas, este software aplica un modelo matematico que toma en cuenta las diferentes
eficiencias de reaccién tanto del gen de interés como el gen de referencia. Este
programa utiliza la siguiente ecuacion para el calculo de la expresiéon relativa de los
genes (Pfaffl et al. 2001).

ACP
largcl)

(E
ﬂ.CP .r‘
[ E 1r} re

re

Lcontrol—sample)

targe

ratio =
(control—sample)

Donde Etarget representa la eficiencia de reaccion del gen de interés, Eref representa la
eficiencia de reaccién del gen de referencia, ACPtarget representa la diferencia de CP
para el gen de interés entre la situacion control y la situacion problema y ACPref
representa la diferencia de CP para el gen de referencia entre la situacion control y la
situacion problema. Cty CP son dos términos equivalentes para referirse al ciclo en cual
la fluorescencia supera un valor umbral o "threshhold".
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A su vez, este software utiliza un método de “randomizacion” y bootstrapping integrados
para definir la significancia estadistica de los valores de expresion relativa calculados,
considerando p <0.05 como significativo. Este test de randomizacion llamado Pair Wise
Fixed Reallocation Randomization Test toma repetidamente y al azar, datos de Cp del
gen de referencia y del gen de interés, realocandolos entre las muestras control y
tratadas y para cada uno calcula la expresion relativa. Se realizan 2000 realocaciones y
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en base a la proporcidon de valores de expresion relativa calculadas y al valor de
expresion relativa de nuestros datos es que calcula el valor P, utilizando la hipétesis nula
de que el tratamiento no tiene efecto, y que las diferencias observadas se deben solo al
azar.

Electroforesis en agarosa

La electroforesis en agarosa se utilizé para la constatacion de la integridad de los ARN
extraidos, y también para correr los productos de PCR para Nrf2 en tiempo final y
purificar la banda para su secuenciaciéon. Para ello se prepararon y se corrieron geles de
agarosa al 1% segun el protocolo detallado en el anexo.

Electroforesis en poliacrilamida

Todos los productos de PCR tanto en tiempo final como en tiempo real fueron corridos
en gel de poliacrilamida al 6% (TBE1X, Acrilamida 6%, APS 0.1%, Temed 0.1%) para
corroborar la presencia de una Unica banda. Para ello se prepararon y se corrieron geles
de poliacrilamida al 6% segun el protocolo detallado en el anexo.

Purificacion de ADN a partir de agarosa

La purificacion de la banda correspondiente al amplicon de Nrf2 a partir de un gel de
agarosa para su posterior secuenciacion fue realizada con el kit comercial GFX PCR
DNA and Gel Band Purification kit de Amersham Biosciences cuyo protocolo se adjunta
en el anexo.

Secuenciacion

La banda purificada correspondiente al amplicon de Nrf2 fue secuenciada en el servicio

de Secuenciacién de la Unidad de Biologia Molecular del Institut Pasteur de Montevideo
con el secuenciador automatico de 4 capilares, ABI3130 (Applied Biosystems).
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Extraccion proteica: protocolo 1

Materiales y Métodos

Este protocolo fue utilizado para la extraccion proteica de muestras de corteza cerebral
para su utilizacion en la técnica de Western Blot. Se extrajeron 6 muestras de corteza de
cada uno de los grupos experimentales.

El protocolo consiste en homogeneizar aproximadamente 50 mg de tejido en Urea
Cracking Buffer (10mM), PMSF (1mM), B-mercaptoetanol (1%) + cocktail inhibidor de
proteasas de Sigma Aldrich # catalogo P2714 (1%) con homogeneizador a pila
(aproximadamente 200 pl). Se incuba 30 minutos a temperatura ambiente y luego se
centrifuga 20 minutos a velocidad maxima a temperatura ambiente. El sobrenadante, es
transferido a un nuevo tubo eppendorf cuidando de no traspasar pellet si los hubiese.
Las proteinas extraidas se almacenan a -20°C hasta su utilizacion.

Extraccion proteica: protocolo 2

Este protocolo fue utilizado para la extraccién proteica de muestras de corteza cerebral
para su utilizacion en la técnica de Electroforesis Bidimensional. Se extrajeron 2
muestras de corteza de cada uno de los grupos experimentales.

El protocolo consiste en homogeneizar y lisar aproximadamente 50mg de tejido en
buffer de lisis (40 mM Tris base, 7M urea, 2M tiourea, 4% CHAPS, 1mM PMSF, 1%
cocktail inhibidor de proteasas de Sigma Aldrich #catalogo P2714). Agitar por vortex
durante 1-2 min, incubar 30 min a temperatura ambiente con leve agitacion para permitir
completar la lisis, centrifugar 30 min a 13.000 g, y transferir el sobrenadante a un nuevo
eppendorf. Conservar el lisado a —20°C.

Para las muestras que fueron utilizadas para electroforesis bidimensional fue necesario
un paso adicional de limpieza de las muestras proteicas que fue realizada con el kit
comercial GE Healthcare 2D Clean Up Kit. El protocolo seguido fue el recomendado por
el fabricante, que se detalla en el anexo.

Fraccionamiento Proteico

Con el fin de obtener fracciones proteicas citoplasmaticas y nucleares de buena calidad
se probaron dos protocolos de fraccionamiento diferentes. El primero de ellos es un
protocolo extraido del trabajo de Ramsey et al. 2007 y se adjunta en el anexo. El
segundo protocolo de fraccionamiento se realiz6 con el kit NE-PER Nuclear and
Cytoplasmic Extraction Reagents de Thermo Scientifics que también se adjunta en el
anexo.
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Cuantificacién Proteica

Materiales y Métodos

Para realizar la cuantificacion de proteinas en los extractos proteicos obtenidos se utilizo
el reactivo de Bradford midiendo la absorbancia a 595 nm. Las diluciones utilizadas en la
cuantificacion fueron 1/20 y 1/10 en el caso de las proteinas extraidas segun el protocolo
de extraccion 1,y 1/40 y 1/30 en el caso de las proteinas extraidas segun el protocolo de
extraccion 2. El ensayo se realiz6 en placas de 96 pocillos, utilizando un estandar de
albumina de suero bovino (BSA) de concentracion conocida. Los pasos seguidos fueron:
1) Sembrar por duplicado en la placa 5 ul de diluciones seriadas de BSA (0,12-0,25-
0,50-0,75-1,00-1,25-1,50 ug/ul), 2) Sembrar por duplicado 5 ul de diluciones 1/10 y 1/20
de la muestra a cuantificar, 3) Agregar a cada pocillo 150 ul de reactivo Bradford e
incubar a temperatura ambiente durante 10-15 min y 4) Realizar la lectura de la placa en
espectrofotometro a 595 nm.

Electroforesis de Proteinas

Para la electroforesis proteica previa al Western Blot se preparé un gel separador al 12%
(acrilamida 12%, Tris 0,375M pH 8.8, SDS 0.1%, APS 0.1%, Temed 0.05%) vy el gel
concentrador 3.75% (acrilamida 3.75%, Tris 0,126M pH 6.8, SDS 0.1%, APS 0.1%,
Temed 0.05%). Los marcadores de peso molecular utilizados fueron ColorPlus
Prestained Protein Ladder, Broad Range (10-230 kDa) P7711S de New England Biolabs
y Rainbow Coloured Protein Molecular Weight Markers High Molecular Weight range
(14300-220000 Da) de Amersham Biosciences de acuerdo con las instrucciones de los
fabricantes. El protocolo seguido para la corrida electroforética se detalla en el anexo.

Transferencia

La transferencia de las proteinas del gel a la membrana se realiza mediante
electrotransferencia utilizando membrana de nitrocelulosa Amersham Hybond ECL de
GE Healthcare Life Sciences y la cuba de transferencia TE 22 Mini Tank Transfer Unit de
GE Healthcare Life Sciences. Una vez finalizada la corrida electroforética se equilibra el
gel y se humedece la membrana en buffer de transferencia (Tris-glicina 1X, etanol 12%,
SDS 0,025%) durante 20 minutos. El armado del cassette de transferencia se realiza de
la siguiente manera: polo negativo, 1 esponja gruesa, 1 whatman, gel, membrana, 1
whatman, 1 esponja gruesa, polo positivo. La Transferencia se realiza durante 1h 45 min
a 300mA 'y 100V.
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Visualizacion de proteinas

Una vez finalizada la transferencia se procede a la evaluacion de la misma mediante la
tincion con Solucién de Rojo Ponceau (Rojo ponceau 0.005g/mL, acido acético 1%) de la
membrana y con Solucion de Azul de Coomasie (Azul de Coomasie 2.5¢/L, etanol 45%,
acido acético 10%) para el gel. De esta forma, se puede determinar una buena
transferencia mediante la presencia de proteinas en la membrana y la ausencia de
proteinas en el gel.

Western Blot

Durante la puesta a punto de esta técnica se ensayaron diversas soluciones. Entre otras,
se probaron soluciones salinas basadas en PBS, y otras con TBS. Se opt6 por trabajar
sobre la base de solucién salina con Tris (TBS) como se describe a continuacion.

Se procede a bloquear la membrana con TBS-leche descremada 5% durante 1 hora a
temperatura ambiente u overnight a 4°C. Luego del bloqueo se enjuaga rapidamente 2
veces con TBS-Tween 20 (0,05%), y una vez con TBS (20mM Tris-HCI, 500mM Nacl,
pH 7,5). Con la membrana bloqueada y lavada se procede a la incubacion con una
dilucion apropiada de anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C con agitacion
suave. El anticuerpo es diluido en TBS-Tween20(0,05%)-BSA(3%). Luego de la
incubacion con anticuerpo primario se enjuaga 1X5 min y 2X10min con TBS-Tween 20
(0.05%) con agitacion fuerte. La incubacién con anticuerpo secundario conjugado a
Horseradish peroxidase se realiza durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego de la
incubacion con anticuerpo secundario se enjuaga 1X5 min y 2X10min con TBS-Tween
20 (0.05%) con agitacion fuerte, y se hace un lavado extra con TBS como para remover
el Tween. Luego se procede a exponer la membrana a un substrato quimioluminiscente
comercial durante 5 minutos. El substrato utilizado fue SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate de Pierce Protein Biology Products de Thermo Scientific.
Luego de lo cual es visualizado ya sea por técnicas tradicionales de revelado como
mediante el uso de equipos especializados como G-Box Chemi XX6 de Syngene. Los
anticuerpos y diluciones utilizadas se muestran en la tabla 6.

Tabla 7. Anticuerpos utilizados

a-Nrf2 abh53019 Abcam 1/100
Nrf2 a-Nrf2 ab894443 Abcam 1/1000 a- rabbit IgG 1/5000
HO-1 a-HO-1 ADI-SPA-895 Enzo Life Sciences 1/1000
HIF-1a a-HIF-1a Ab4 Thermo Scientific 1/100 a- mouse 1gG 1/5000
Tubulina a-beta tubulin de Amersham International 1/400 a- mouse 1gG 1/5000
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Electroforesis Bidimensional: Isoelectroenfoque (12 Dimensién)

Materiales y Métodos

Las condiciones de corrida de la primera dimension dependen del pH de la tira (strip) y
del tamafo de ésta. En nuestro caso empleamos tiras Immobiline DryStrip de GE
Healthcare con un rango de pH 3-10 no lineal y de 7 cm de largo.

El primer paso consistié en diluir un volumen equivalente a 200ug de proteina en 125 pl
de buffer de rehidratacién (urea 8M, CHAPS 2%, 0,002% azul de bromofenol). En el
momento de cargar la muestra se afiaden DTT 2.8 mg/ml (0,28%) y anfolitos del pH de
la tira al 0.5%. Se coloca la muestra en el recipiente (holder) para la tira esparciendo la
muestra desde un extremo al otro. Se sacan las tiras del congelador, se les retira el
soporte plastico y se las deposita con el gel hacia abajo encima de la muestra evitando
la formacion de burbujas. Luego se afiade 300 pL de aceite mineral hasta recubrir toda
la tira de para que la muestra no se evapore, y se coloca la tapa al recipiente. Luego se
coloca el recipiente con las muestras en el aparato de isoelectroenfoque con los
electrodos correctamente colocados. El equipo de isoelectroenfoque utilizado fue Ettan
IPGphor Il Isoelectric Focusing System de GE Healthcare.

A continuacion se detalla el programa empleado para resolver proteinas totales de
cerdo:
1. 12 horas de rehidratacion a 20°C y 50uA/strip
30 minutos a 150V en gradiente
1 hora a 300V en etapas (Step and Hold)
30 minutos a 1000V en gradiente
1 hora a 1000V en etapas (Step and Hold)
1 hora y 30 minutos a 5000V en gradiente
6 horas a 5000V en etapas (Step and Hold)

No o bk wn

Cuando el programa finaliza, se retiran las tiras del holder con una pinza y se colocan en
tubos adecuados y rotulados. Se almacenan a —80° hasta realizar la segunda dimension.

Electroforesis Bidimensional: Electroforesis (22 Dimension)

Para realizar la segunda dimension se preparan geles de poliacrilamida al 12% como se
describié anteriormente, pero en esta ocasion los geles no llevan la fraccion de gel
concentrador. Se vierte con pipeta la mezcla al 12% entre los vidrios previamente
ensamblados hasta dejar en la parte superior una franja de aproximadamente 1 cm de
ancho sin rellenar donde se coloca agua y se deja polimerizar a temperatura ambiente.

Para realizar la segunda dimension se procedié de la siguiente manera: 1) Se sacan las
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tiras del congelador, 2) Se incuba 15 min a temperatura ambiente con leve agitacion en
buffer de equilibracion (Urea 6M, Tris-HCI pH 8,8 75mM, Glicerol 29,3%, 0,002% azul de
bromofenol) mas DTT 1% (50uL/mL), 3) Se pasa la tira a un nuevo tubo con buffer de
equilibracion méas lodoacetamida (25 mg/ml) y se incuba 15 min en iguales condiciones,
4) Se coloca la tira ya equilibrada manipuldndola cuidadosamente con pinzas, sobre el
gel de poliacrilamida. En uno de los extremos se coloca un papelito de filtro con 3 ul de
marcador de peso molecular PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus #SM1811
Fermentas Life Sciences. Se ajusta la tira al borde del gel y se sella con solucion de
agarosa al 0.5% en buffer de corrida y 0,002% azul de bromofenol. 5) Se realiza la
corrida a 25 mA/gel a baja temperatura durante 2 horas, hasta que el frente de corrida
alcance la parte baja del gel sin salirse, 6) Tras la corrida, se desmontan los geles y se
procede a su fijacion y tincion.

Materiales y Métodos

Visualizacion: Tincidn con nitrato de plata

Para la tinciébn de proteinas con nitrato de plata se siguié el protocolo detallado en el
anexo, que consta de fijacion en solucion de Fijaciéon (12% Acido Acético, 50% Etanol,
0.5 ml/L Formaldehido 37%), enjuague con solucibn de tiosulfato (0.2 g/L
Na2S203.5H20), incubacion con solucién de nitrato de plata (2g/L AgNO3, 0,75 ml/L
Formaldehido 37%) e incubacion con solucién de revelado (30 g/L Na2CO3, 20 ml/L
solucion Tiosulfato, 0,5 ml/L Formaldehido 37%). Dicha técnica es compatible con el
analisis posterior por espectrometria de masa.

Andlisis de geles y aislamiento de manchas proteicas

Para proceder al andlisis de los geles es necesario obtener una imagen de buena
calidad utilizando un scanner apropiado, para ello se utiliz6 el imageScanner de General
Electric. Se procedié al andlisis de las imagenes, y se cuantifico la intensidad de los
spots proteicos con el Software ImageJ.

Tras el analisis de las imagenes, se procedié a la escision en el gel de los spots
correspondientes a proteinas de interés, colocando los geles sobre una superficie limpia
y cortando la region del gel alrededor de la mancha con un bisturi. Se coloca el trozo
escindido dentro de un eppendorf rotulado, y se sefiala la region escindida en una
imagen del gel con el mismo rotulo.

Andlisis por espectrometria de masa

Esta etapa consiste en la Identificacion de una proteina por mapeo peptidico con tripsina
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y medida por MALDI-TOF, incluyendo los MS/MS, y fue realizado por Madelén Portela
del Servicio de la Unidad de Bioquimica y Proteémica Analitica.

2014




Resultados

Resultados

Extraccion de ARN

Se extrajo el ARN total de las muestras propuestas. En todos los casos se verificd la
integridad de los ARNs extraidos mediante electroforesis. En la figura 8 se muestra a
modo de ejemplo la imagen de un gel de agarosa donde se corrieron algunos de los
ARN extraidos, y donde se puede observar la integridad de los mismos por la presencia
de las bandas correspondientes a los ARN ribosomales 28S y 18S, y se puede constatar

la ausencia de ADN gendmico.

~

Figura 8. Ejemplo de comprobacion de la
integridad de los ARN extraidos. Carril 1:
Corteza Sham. Carril 2: Hipocampo H+Q.
Carril 3: Estriado H+Q. Carril 5: Estriado
Hipoxia.

J

Luego de la retrotranscripcion de los ARNs se procedi6 a verificar la presencia y estado
de los cDNA mediante una PCR en tiempo final con cebadores de Actina y la
visualizacion del amplicobn mediante electroforesis en poliacrilamida. En todos los casos
se pudo constatar la calidad del cDNA, y la ausencia inhibidores, dado que se obtuvo el

amplicén esperado. En la figura 9 se puede observar uno de los geles de poliacrilamida
donde se evidencia una Unica banda correspondiente al amplicon de Actina de 179 bp.

q )

400 Figura 9. Comprobacién de la integridad de los

cDNA: Electroforesis en poliacrilamida donde

200 se corrieron productos de PCR en tiempo final
de Actina (carriles 1-4 cerdos sometidos a
hipoxia, carriles 6-9 cerdos sometidos a hipoxia
y tratados con quercetina).

2 ” /

Puesta a punto de las reacciones de PCR

Por otro lado, se realizo la puesta a punto de las distintas PCR, primero a tiempo final y
luego en tiempo real obteniéndose las condiciones adecuadas (citadas previamente en
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materiales y métodos), para cada uno de los genes, que permiten la obtencion de una
Gnica banda, visualizada mediante gel de poliacrilamida. El factor que mas variamos en
la puesta a punto de PCR en tiempo final fue la temperatura de hibridacion, en todos los
casos se partié de temperaturas cercanas a la temperatura de disociacién (melt) de los
cebadores y se fue subiendo progresivamente hasta encontrar la temperatura ideal. Al
trasladar las condiciones de reaccion del PCR en tiempo final al PCR en tiempo real, en
general no fue necesario modificar las condiciones ya preestablecidas, a excepcion de la
cantidad de cebadores y de la cantidad de cDNA molde en algunos casos puntuales.

En el caso de HIF-1a, HO-1 (con ambos juegos de cebadores) y Actina se logro la
obtencion de una banda Unica del largo esperado. En la figura 10 a modo de ejemplo se
muestran imagenes de geles de poliacrilamida donde se corrieron los amplicones para

HO-1y HIF-1a.
B e
/A " 4 5 1500 B \

.. 800 800

. a00 400

. 200 200

TP e e e e

50

1soo Figura 10. Comprobacion de PCR en tiempo final. A)

800 Amplicon de HO-1 con juego de cebadores #1 de

cortezas de cerdos sometidos a hipoxia (carriles 1-5).

B) Amplicon de HIF-1a de hipocampos y cortezas de

cerdos de los tres grupos experimentales. C) Amplicén

200 de HO-1 juego de cebadores #2 (Carriles 1 y 2), en
esta ocasion la muestra corrida en el carril 2 no
amplificd, dado que se trataba de una muestra muy
diluida de cDNA.

400

/

Sin embargo, este no fue el caso de Nrf2. Al correr los productos de PCR de Nrf2 en un
gel de poliacrilamida (como se muestra en la figura 11A) se puede apreciar una banda
de menor tamafio (aproximadamente 100 pb) y dos bandas de mayor tamafio
(aproximadamente 800 y 1000 pb), ademas de la banda especifica esperada para Nrf2.
Al probar diferentes condiciones de reaccion que aumenten la astringencia no
conseguiamos eliminar esas bandas inespecificas, 0 se perdian todas las bandas. Con
lo cual se procedié a correr el producto de las PCR de Nrf2 en geles de agarosa, en los
cuales se puede visualizar una Unica banda del tamafio esperado (figura 11B). Para
estar seguros de la identidad del amplicon observado se recortd6 la banda
correspondiente en un gel de agarosa, a partir de la cual se purifico el fragmento y se
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envié a secuenciar. La secuencia que se obtuvo es idéntica a la secuencia nucleotidica
del ARNm de Nrf2 presente en la base de datos del NCBI para la cual fueron disefiados
los cebadores (figura 12A). Con lo cual se concluyé que los cebadores efectivamente
amplifican el producto esperado, y que las otras bandas que vemos en la poliacrilamida
serian un artificio de la corrida, y no verdaderos amplicones inespecificos presentes en
grandes cantidades. De hecho, en las curvas de Melt (disociacion) de las reacciones de
PCR en tiempo real se ve un unico pico correspondiente al amplicon de Nrf2, y no se
ven otros picos que indiquen la presencia de otros productos de la reaccion (figura 12B).

(

Il 1 23 4567 _ Figura 11. Confirmacion de Ia\

: especificidad de la PCR con
cebadores para Nrf2: A)
Electroforesis en poliacrilamida de
amplicones de PCR en tiempo final
para Nrf2 de cerdos hipoxicos
(carriles 1, 2, 3, y 5). B)
Electroforesis en agarosa de
amplicones de PCR en tiempo final
para Nrf2 de cerdos hipoxicos
(carriles 2 y 3).

////f 560 570 580 5%0 60;\\\\
A B LT B B B e EE e A BT
T-Nrf2 NRF2fw_GB NNNNNNNNNNNNNNNANNT TNNNNGTAGCCCACATTCCCAAACCAGA
XM 003133500.4 ACCAGTGGATCTGCCGACTATT CCCAGGTAGCCCACATTCCCAARACCAGA
&10 620 &30 €40 &350

B L B B B L T B B B
T-Nrf2 NRF2fw GB TGCTTTGTATTTTGTTGACTGCATGCAGCT TTTGGCAGAGACATTCCCAT
XM 003133500.4 TGCTTTGTATTTTGT TGACTGCATGCAGC T TTTGGCAGAGACATT CCCAT

560 &70 680 &390 700

D B e B B B IR BT AT B
T-Nrf2 NRF2fw GB TTGTAGATGACAATGAGGTTTCTTCGGCTACGTTTCAATCACTTGTTCCT
XM 003133500.4 TTGTAGATGACAATGAGGT TTCTTCGGCTACATTT CAATCACTTGTTCCT

710 720 730 740 750
T B B B B B I B R N T
T-Nrf2 NRF2fw GB GATATTCCCAGTCACGTCGAAAGCCCANNN
XM 003133500.4 GATATTCCCAGTCACGTCGARAAGCCCAGTCTTCAT TGCTCCTAACCAGGC

30 B

66 67 68 69 70 7 72 73 7 7 76 77 78

Figura 12. Confirmacién de la especificidad de la PCR con cebadores para Nrf2: A) Alineamiento
de la secuencia nucleotidica obtenida de la purificacion y secuenciacion de la banda
correspondiente a Nrf2 (secuencia superior) con la secuencia nucleotidica del ARNm de Nrf2 de la
base de datos GenBank del NCBI (secuencia inferior). B) Curvas de disociacion (dF/dT en funcién

de temperatura) obtenidas en la reaccion de PCR en tiempo real de Nrf2 en cortezas de cerdos
hipdxicos v en cortezas de cerdos H+O.
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Analisis de los niveles de ARNm mediante PCR en tiempo real

Luego se procedio a evaluar la eficiencia en PCR en tiempo real para cada uno de los

genes a estudiar obteniéndose muy buenas eficiencias en todos los casos. La eficiencia
de Nrf2 y HIF-1a para los tejidos de corteza, hipocampo y estriado son 103% y 94%
respectivamente, mientras que las eficiencias para HO-1 y Actina en corteza e
hipocampo son 97% y 94% respectivamente, y en estriado 99% y 97%. En la tabla 8 se

resumen las eficiencias obtenidas para cada gen. En la figura 13 se muestran las curvas
estandar realizadas para el célculo de las eficiencias.

s

~
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4
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Figura 13. Curvas estandar para el calculo de las eficiencias de reaccién en PCR en tiempo
real. A) Actina en corteza e hipocampo. B) HO-1 en corteza e hipocampo. C) Nrf2 en corte
\Ho-l en estriado.

za,
hipocampo y estriado. D) HIF-1a en corteza, hipocampo y estriado. E) Actina en estriado. F)/
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Tabla 8. Eficiencias Calculadas

Nrf2 103% Corteza e hipocampo

HIF-1a 94% Corteza e hipocampo

Actina 94% Corteza e hipocampo
Actina 97% Estriado

HO-1 (juego de cebadores #1) 97% Corteza e hipocampo
HO-1 (juego de cebadores #2) 99% Estriado

Se procedio al analisis por PCR en tiempo real de las muestras de corteza, hipocampo, y
estriado de los cerdos con 8 horas de sobrevida. Los ensayos de RT-PCR confirmaron la
alta variabilidad de nuestro material biolégico lo que hizo necesario aumentar el tamafio
de la muestra, y aun asi fue dificultoso obtener valores homogéneos y por tanto con
significancia estadistica. En la tabla 9 se muestran los resultados obtenidos de la
expresion relativa de los diferentes ARNm estudiados calculadas con el software REST
a partir de la ecuacién de Pffafl citada en materiales y métodos. En corteza, la expresion
relativa se calcul6 para los cerdos hipoxia y los cerdos H+Q con respecto a los cerdos
control, en donde la expresion relativa de cada gen se considera 1, mientras que en
hipocampo y estriado la expresion relativa de los cerdos H+Q se calculo con respecto a
los cerdos hipoxia (en donde la expresion relativa de cada gen se considera 1). En dicha
tabla se puede observar que Unicamente la expresion relativa de HO-1 en corteza de los
cerdos hipoxicos tiene una diferencia significativa (valor p menor a 0,05). De todas
formas, fue posible distinguir ciertas tendencias acerca del comportamiento de los genes
estudiados en las diferentes condiciones experimentales que se presentan a
continuacion.

Tabla 9. Expresién relativa de los genes estudiados y su significancia estadistica

HO-1 3,283 0,025

Sham vs Hipoxia Nrf2 1,139 0,901

Corteza HIF-1a 0,405 0,247
Sham vs Hipoxia + HO-1 0,534 0,6665

Quercetina Nrf2 1,192 0,9675

HIF-1a 1,167 0,9895

. . ) . HO-1 0,518 0,427

Hipocampo Hipoxia vs "{'.pox'a * Nrf2 0,949 0,8805
Quercetina HIF-1a 1,126 0,794

. Hipoxia vs Hipoxia + HO-1 0,797 0,553
Estriado Quercetina Nrf2 2,024 0,162
HIF-1a 1,308 0,7695

En el caso del ARNm de Nrf2, el nivel de expresion del mismo no muestra variacion en
los distintos grupos experimentales en hipocampo y en corteza. Si bien, los resultados
obtenidos no resultaron ser sginificativos estadisticamente, en estriado vemos que se
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duplica la expresion del ARNm en los cerdos sometidos a hipoxia y tratados con
guercetina con respecto a los cerdos hipoxicos sin tratar. En la figura 14 se presentan
dichos resultados obtenidos mediante PCR en tiempo real y analizados mediante el
software REST (figura 14).

/A Expresiénde Nrf2 en corteza B Expresiénde Nrf2 en hipocampo \
2 1,6
: I S
£ 15 T 12
E ‘e
5 1 = 0,8 -
B e
z 70,6 -
=3 0;5 st
i %0.14 B
[FN]
0 T T 0,2 -
Sham Hipoxia Hipoxiay 0 -
Quercetina Hipoxia Hipoxiay Quercetina
C Expresién de Nrf2 en estriado
3
225 1
T
z 2 Figura 14. Expresion relativa del ARNm
S1s de Nrf2 en las diferentes areas
g estudiadas: A) Corteza. B) Hipocampo.
. . .z
g 1- C) Estriado. Los valores de expresion
“os | relativa fueron obtenidos con el software
REST.
0 -
Hipoxia Hipoxiay Quercetina

o /

En cuanto a los niveles del ARNm de HO-1, en la corteza éstos aumentarian 3 veces en
la hipoxia respecto al sham, mientras que en aquellos animales que recibieron
quercetina tras la hipoxia, los niveles de HO-1 parecen disminuir con respecto a los
animales sometidos a hipoxia y también con respecto a los animales control. En

hipocampo también observamos que los animales tratados con quercetina muestran
niveles mas bajos que los sometidos a hipoxia sin este tratamiento. En estriado, los
niveles del ARNm de HO-1 también disminuyen en los animales sometidos a hipoxia y
tratados con quercetina cuando los comparamos con los niveles de mensajero en los
animales sometidos a hipoxia, pero que no recibieron el preparado de quercetina. Sin
embargo, esta disminucion no es tan marcada como en corteza e hipocampo (figura 15).

En cuanto a HIF-1a, en corteza, los niveles del mensajero de HIF-1a parecen disminuir a
mas de la mitad en los animales sometidos a hipoxia en comparacion con los animales
control y aumentan en aquellos animales sometidos a hipoxia y tratados con quercetina,
es decir que los niveles aumentarian hasta llegar a niveles basales en este grupo
experimental. De forma similar, en hipocampo y estriado se observa que los niveles del
mensajero de HIF-1a aumentan muy levemente en los cerdos sometidos a hipoxia y
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tratados con el preparado respecto a los animales sometidos a hipoxia sin tratamiento

(figura 16).
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En estriado los resultados de PCR en tiempo real parecerian estar marcando un patron
diferente con respecto a hipocampo y corteza. Se observa una menor disminucion de la

Resultados

expresion relativa de HO-1 en los cerdos tratados con quercetina, y un aumento del
ARNmM de Nrf2.

Analisis de niveles proteicos mediante Western Blot

En lo referente al ensayo de western blot, la puesta a punto para estas tres proteinas
resulto dificultosa, y requiri6 de numerosas pruebas en las que se fueron cambiando y
ajustando las diferentes condiciones del ensayo. Cabe resaltar que en el caso de Nrf2 se
probaron 3 anticuerpos comerciales diferentes, y en el caso de HO-1 2 anticuerpos
comerciales diferentes, que se muestran en la tabla 10. Otros parametros que se
modificaron fueron:

* Concentracion del gel: Se probaron las concentraciones del gel separador 10%,
12% y 15%, y en el caso del gel concentrador se probaron las concentraciones
5%y 3.75%.

* Buffer de trasferencia: Los tres buffers de transferencia utilizados fueron Tris-
glicina 1X-etanol 20%, Tris-glicina 1X-etanol 12%-SDS 0,1%, Tris-glicina 1X-
etanol 12%-SDS 0,025%.

* Condiciones de transferencia: 17 horas a 40mA y 100V, 3 horas a 300mA y 90V,
y 1 hora 45 minutos a 300 mA y 100V.

# Concentracién de Anticuerpo: Se probaron las diluciones que se muestran en la
tabla 10.

* Tiempo de incubacion con el anticuerpo primario: 1 hora, 2 horas, y overnight.

* Concentracion de Anticuerpos Secundarios: Diluciones 1/2000, 1/5000, 1/7000 y
1/10000.

# Solucion de bloqueo: Se probaron tres soluciones de blogueo PBS-leche
descremada 5%, TBS- leche descremada 5%, y TBS-BSA 3%

® Solucion de lavado: TBS-Tween 0,05%, y PBS- Tween 0.05%.

® Solucion de revelado: Se probaron 2 métodos diferentes, uno de ellos con un
substrato quimioluminiscente preparado de forma casera, y un substrato
comercial citado en materiales y métodos.

* Obtencion de imagenes: tanto mediante G-Box, como por técnicas tradicionales
de revelado fotogréfico.

*# Cantidad de proteina cargada: de 30 a 50 ug
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Tabla 10. Anticuerpos y diluciones probadas

a-Nrf2 sc-722 Santa Cruz Biotechnology 1/100, 1/200
Nrf2 a-Nrf2 ab53019 Abcam 1/100 1/500
a-Nrf2 ab894443 Abcam 1/1000
a- HO-1 OSA-110 Stressgen Biotechnologies 1/100, 1/400
HO-1 a-HO-1 ADI-SPA-895 Enzo Life Sciences 1/500, 1/1000, 1/5000
HIF-1a a-HIF-1a Ab4 Thermo Scientific 1/100, 1/200

Algunas de las condiciones modificadas resultaron ser de gran importancia, como el uso
de SDS y la disminucién de la cantidad de etanol en el buffer de transferencia, lo cual
mejord la transferencia de las proteinas de mayor peso molecular. A modo ilustrativo de
esta situacion, se presentan en la figura 17 la imagen de 2 geles escaneados luego de la
transferencia, uno de los cuales fue transferido utilizando Tris-glicina 1X-etanol 20%, y el
otro gel utilizando Tris-glicina 1X-etanol 12%-SDS 0,1%, y se evidencia una gran
cantidad de proteinas remanentes tras la transferencia en el gel transferido sin SDS y
con mayor porcentaje de etanol y la ausencia total de proteinas en el transferido con
SDS y menor cantidad de etanol, donde la gran mayoria habria pasado a la membrana.

4 )

Figura 17.
Comparacion de
distintos  buffers de
transferencia: A)

Imagen de un gel luego
de la transferencia con
Tris-glicina  1X-etanol
20%. B) Imagen de un
gel luego de Ia
transferencia con Tris-
glicina 1X-etanol 12%-
SDS 0,1%.

N I Y,

Otro cambio critico fue el uso de una solucion de revelado comercial mucho mas
sensible que la solucién que se venia usando hasta ese momento. Las condiciones que
fueron finalmente utilizadas son las que se describen en materiales y métodos.

Ademas de estas variaciones de la técnica ya mencionadas, se probd realizar un
fraccionamiento proteico de las muestras de corteza con el fin de obtener fracciones
nucleares y fracciones citoplasmicas de las muestras. Esto cumpliria dos objetivos: por
un lado obtener las proteinas mas concentradas en la fraccion que le corresponde, y por
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otro cuantificar la translocacion nuclear descrita en la bibliografia para Nrf2 y HIF-1a. Sin
embargo, a pesar de realizar dos protocolos de fraccionamiento diferentes no se logro
obtener una buena separacion de proteinas nucleares y citoplasmicas, ya que en todos
los casos la concentracion de las fracciones nucleares era infima, y al realizar un
western blot con incubacién de tubulina se podia evidenciar la presencia de dicha
proteina en ambas fracciones (figura 18).

-

~

123 4 5 6 —22
66 Figura 18. Western Blot con anticuerpo a-tubulina en
- " .—46 muestras de  proteinas  totales, fracciones
citoplasmaticas y fracciones nucleares. Carril 1 y 2:
fraccion nuclear de hipocampo de un cerdo hipdxico.
Carril 3: fraccion citopldsmica de hipocampo de cerdo
—30 hipéxico. Carril 4 y 5: fraccién nuclear de corteza de
cerdo H+Q. Carril 6: fraccion citoplasmica de corteza

de cerdo H+Q.
—21,5

. J

Dado que no existen anticuerpos especificos para las proteinas de cerdo estudiadas en
este trabajo, debimos trabajar con anticuerpos dirigidos contra las proteinas homoélogas
de otras especies. En la tabla 11 se muestra para cada uno de los anticuerpos probados
el inmundgeno contra el cual fueron generados y las especies en las cuales son
reactivos.

Tabla 11. Inmundgenos y deteccén de los anticuerpos utilizados

20 residuos en C Recomendado para la deteccion de Nrf2 de
a-Nrf2 sc-722 Santa . raton, rata, y humano. También es reactivo
. terminal de Nrf2 de ~ - . . .
Cruz Biotechnology humano con esécies adicionales incluidas especies
caninas, bovinas y porcinas.
Nrf2 a-Nrf2 ab53019 Aminoacidos 576-605 |Detecta Nrf2 de rata, humano y cerdo. Se
Abcam de Nrf2 de humano | predice que funciona con raton
o-Nrf2 ab894443 | Aminoacidos 351-450 |Detecta Nrf2 de rata y humano. Se predice
que puede detectar Nrf2 de chimpanse, mono,
Abcam de Nrf2 de humano .
gorila y orangutan
o Hg'l OSA-110 HO-1 nativa de rata | Detecta HO-1 de humano, ratén, rata, caninos,
tressgen I
. . purificada (Hsp32) cobaya, hamster, y mono
Biotechnologies
HO-1 HO-1 de rata (Hsp32)
a-HO-1 ADI-SPA-895 . P Detecta Nrf2 de humano, raton, rata, perro,
. . recombinante, sin la ; .
Enzo Life Sciences o conejo, y oveja
region transmembrana
HIE-1a a-HIF-1a Ab4 Thermo | Aminoacidos 432-528 | Detecta HIF-1a de humano, oveja, raton, rata,
Scientific de humano y hurén
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Para verificar que los epitopes que reconocen estos anticuerpos existen en las proteinas
homologas de cerdo, se realizaron alineamientos de las secuencias proteicas obtenidas
de la base de datos del NCBI de cada una de las proteinas de las especies en cuestion
(cerdo, rata, humano, etc.), encontrando en todos los casos que en esas regiones las
proteinas compartian un alto grado de homologia. No obstante, no ignoramos el hecho
de que existen cuestiones conformacionales que afectan la capacidad de un anticuerpo
de reconocer su antigeno. En la figura 19 se muestra la region pertinente del
alineamiento de la secuencia proteica de Nrf2 de humano y de cerdo, que abarca los
epitopes de Nrf2 contra los cuales fueron diseflados los anticuerpos comerciales
utilizados en este trabajo, donde se puede constatar una alta homologia entre estas dos
secuencias proteicas en esas regiones.

-

~

A
360 370 380 390 400
e e e e e e e
Nrf2 (Homo Sapiens) TSPSVASPEHSVESSSYGDTLLGLSDSEVEELDSAPGSVKQNGPKT-PVH
Nrf2 (Sus Scrofa) PSPSMASPEHSVESSIYGDTLLGESDSEMEELDSAPGSVKQNSPKTQPVQ
410 420 430 440 450
e e e e e e e
Nrf2 (Homo Sapiens) SSCDMVQPLSPSQGQSTHVEDAQCENTPEKELPVSPGHERKTPEFTKDKHSS
Nrf2 (Sus Scrofa) PSGDTVQPLSPPQGNSAPVCDAQSENTPKKEVPISPGHERKTPFTKDKHSS
560 570 580 550 600
B e e e e e I e
Nrf2 (Homo Sapiens) SLELILKKQLSTLYLEVFSMLRDEDGKPYSPSEYSLOQTRDGNVELVPKSK
Nrf2 (Sus Scrofa) SLHLLKKQLSTLYLEVF SMLRDEDGKPYSPSEYSLQQTRDGNVELVPKSK
I
Nrf2 (Homo Sapiens) KPDVEKN
Nrf2 (Sus Scrofa) KPDVEKHN
Figura 19. Alineamiento de secuencias proteicas de Nrf2 de Homo Sapiens y Sus Scrofa.
A) Alineamiento que comprende al inmunégeno del Anticuerpo a-Nrf2 ab894443 Abcam
(sefialado con una barra verde). B) Alineamiento que comprende a los inmunégeno de los
Anticuerpos a-Nrf2 ab53019 Abcam (sefialado con una barra azul) y a-Nrf2 sc-722 Santa

Cruz Biotechnology (sefialado con una barra roja).

. J

En el caso de los anticuerpos a-HIF-1a y HO-1a, los mismos fueron generados contra
las proteinas de rata y humano respectivamente. En el caso del anticuerpo HO-1, el

inmundgeno utilizado para la generacion de este anticuerpo fue la proteina de rata en su
totalidad, y al comparar la secuencia peptidica de HO-1 de rata, con la correspondiente
de cerdo, encontramos que existen numerosas variaciones puntuales entre ambas
secuencias. Sin embargo, gran parte de estas variaciones son compartidas con la
secuencia peptidica de HO-1 de humano y/o ratdn, las cuales, segun los fabricantes son
detectables por estos anticuerpos (figura 20). En la figura 21 se presenta la region
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pertinente del alineamiento de la secuencia proteica de HIF-1a de humano y de cerdo,
que abarca los epitopes de dicha proteina contra los cuales fueron disefiados los
anticuerpos comerciales, donde se puede constatar una alta homologia entre estas dos
secuencias proteicas en esa region.

/ 10 20 30 40 30 a0 \

HO-1 (Rattus Norvegicus) MERPOLDEMSQDILSEATKEATRKEVH IRAENSEFMRNFORCOVSREGFRLVMASLYHIYTA

HO-1 (Sus Scrofa) MEHSQOPNSMPODILESEATLKEATRKEVHVOAENAEFMEKNFORCEVIREGFRKLVMASLYHIYDA

HO-1 (Homo Sapiens) MERPOPDEMPODILESEATKEATRKEVHTOAENAEFMRNFORCGOVTRDGFRLVMASLYHIYVA

HO-1 (Mus Musculus) MERPOPDEMPODILESEATKEATRKEVH IQAENAEFMEKNFORCOVSREGFRLVMASLYHIYTA
70 a0 90 100 110 120

HO-1 (Rattus Norvegicus) IEEEIERNKONPVY APLYFPEELHRRAAT.EQDMAFWY CPHWOEAT PYTPATOHY VKRLHE

HO-1 (Sus Scrofa) IEEE IEHNKENFVY TPLY FFPEELHRRAAT.EQDMAFWY GPRWOEAT PYTQATKRY VRRLOO

HO-1 (Homo Sapiens) IEEEIERNKE SPVFAPVYFPEELHRKAATEQDLAFWY GPRWOEVI PY TPAMORY VKRIL.HE

HO-1 (Mus Musculus) IEEEIERNKONPVY APLYFPEELHRRAATEQDMAFWYCPHWQOEI I PCTPATOHY VKRL.HE
130 140 150 160 170 180

HO-1 (Rattus Norvegicus) VEGTHPELLVAHAY TRYLGDLESGGOVLERK I ACKAMAT.PE SCECGLAFFTFPS IDNPTRFKD

HO-1 (Sus Scrofa) VECRFEPELLVAHAY TRYMCGDLESGCOVLEK I ACKATDLPS SCECLAFFTFPNVANATRFRKD

HO—-1 (Homo Sapiens) VECRTEPELLVAHAY TRYLGDLESGCGOVLERK I ACKAT.DLPS SCECLAFFTFPN IASATRFRKD

HO-1 (Mus Musculus) VCRTHPELLVAHAY TRYLGDLSGGOVLERK I ACKAMAT.PE SCECLAFFTFPN IDSPTRFRKD
150 200 210 220 230 240

HO-1 (Rattus Norvegicus) LYRARMNTLEMTFEVEHRVIEEAKTAFLILN IELFEELOALTLTEEHKDOSPSOTEFLRORE

HO-1 (Sus Scrofa) LYRSRMNTLEMTFEVRORVIEEAKTAFLLN IQLFEEVOELLTODTRKDORPSQASD IRKRA

HO—-1 (Homo Sapiens) LYRSRMNSLEMTPAVRORVIEEAKTAFLLN IQLFEELOELLTHDTRKDOSPSRAPCLRORD

HO-1 (Mus Musculus) LYRARMNTLEMTFEVEHRVIEEAKTAFLLN IELFEELOVMLTEEHKDQSPSOMAS TROREP
250 260 270 280

HO-1 (Rattus Norvegicus) ASLVODTTSAETPFRCRKESQISTSSSQTPLLRWVLTLEFILATVAVG I Y.AM

HO-1 (Sus Scrofa) GSRVODSTPVTTPFRCGRPOLSVLS - OVPLIRWVLTLS FIVATVAMGTY AM
HO—-1 (Homo Sapiens) ENKVQODSAPVETPRCKPPLNTRS —QAPLLRWVLTLS FLVATVAVGLYAM
HO-1 (Mus Musculus) ASLVODTAPAETFRCKPQISTSSSQTPLLOWVLTLEFILATVAVG I YAM

Figura 20. Alineamiento de secuencias proteicas de HO-1 de Rattus Norvegicus, Sus
k Scrofa, Homo Sapiens y Mus Musculus.
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410 420 430 440 450

B e e B B B Rl R

HIF-lalpha (Homo Sapiens) APAAGDTIISLDFGSNDTETDDQQOLEEVPLYNDVMLESPNEKLONINLAM
HIF-lalpha (Sus Scrofa) APAAGDTIISLDFGSNDTETDDQULEEVPLYNDVMLE S SNEKMON INLAM

460 470 450 430 500

B e e I e e e e e R

HIF-lalpha (Homo Sapiens) SPLPTAETPKPLRS-SADPALNQEVALKLEPNPESLELSFTMPQIQDQTP
HIF-lalpha (Sus Scrofa) SPLPASETPKPLRSTSADPALNQEVALKLEPNPESLELSFTMPQIQDQPA

510 520 530 540 550
I I B B I I R LR IR I

HIF-lalpha (Homo Sapiens) SPSDGSTROSSPEPNSPSEYCFYVDSDMVNE FKLELVEKLFAEDTEAKNE
HIF-lalpha (Sus Scrofa) SPSDGSTROSSPEPNSPSEYCFDVDSDMVNE FKLELVEKLFAED TEAKNE

Figura 21. Alineamiento de secuencias proteicas de HIF-1a de Sus Scrofa y Homo Sapiens. En

violeta se sefiala el inmunégeno contra el cual se generé el anticuerpo a-HIF-1a Ab4 Thermo

KScientific /

Mas alla del arduo trabajo realizado en la puesta a punto nos encontramos con bandas
de pesos moleculares muy diferentes a lo esperado. Por ejemplo, en el caso de Nrf2
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obtuvimos reiteradas veces bandas de 50KDa y 30KDa, cuando el peso molecular
esperado para esta proteina es de 68KDa. También se han reportado en la bibliografia
para esta proteina otros pesos moleculares como por ejemplo 98KDa, 100KDa, y
120KDa. Los autores adjudican esta diferencia en el peso molecular a modificaciones
postraduccionales como son la ubiquitinacién y la fosforilacién. En el caso de HIF-1a el
peso molecular esperado es de 110KDa, pero en reiteradas ocasiones obteniamos una
banda inespecifica entre 60 y 70 KDa.

Resultados

Dado que son proteinas de muy baja expresién, y que no existen anticuerpos
especificos para cerdo, la puesta a punto necesité de un control positivo, para lo cual se
usaron extractos proteicos de granulos de cerebelo de rata (proporcionados por
Florencia Arredondo), en las cuales se habia comprobado la induccion por quercetina
tanto de Nrf2 como HO-1. En las figuras 22 y 23 se muestran los resultados obtenidos
en proteinas de cerdo y en proteinas de rata en simultaneo para Nrf2 y HO-1
respectivamente. En estas figuras, a pesar de la presencia de bandas inespecificas, se
logra visualizar la banda del tamafio esperado para cada una de las proteinas.

4 N

Ab894443 Ab53019

Figura 22. Obtencion e identificacion de la
Cerdo Rata Cerdo Rata banda correspondiente a Nrf2 mediante
comparacion con control positivo. Carril 1
1 2 3:4 9586, ¥ 8 y 5: muestra corteza de cerdo hipdxico.

Carril 2 y 6: muestra de corteza de cerdo

= 66 H+Q. Carril 3 y 7: muestras control de

68—> — = granulos cerebelosos de rata. Carril 4 y 8:
— -—— muestras de granulos cerebelosos de rata

tratados con quercetina. Del carril 1 al 4
fueron incubados con anticuerpo a-Nrf2
= 30 ab894443 Abcam. Del carril 5 al 8 fueron
incubados con anticuerpo a-Nrf2 ab53019
Abcam. La flecha indica la banda

S correspondiente a Nrf2.
- /
/ Rata Cerdo \
C Q H H+Q Figura 23. Obtencidn e identificacion de la
ZEERRT N banda correspondiente a HO-1 mediante
—66 comparacion con control positivo. Carril 1:
muestra corteza de cerdo hipdxico. Carril
o — 2. muestra de corteza de cerdo H+Q.
—46 Carril 3: muestras control de granulos
cerebelosos de rata. Carril 4: muestras de
— — <23 :
—30 granulos cerebelosos de rata tratados con
- qguercetina. La membrana fue incubada
con anticuerpo a-HO-1 ADI-SPA-895 Enzo
Life Sciences. La flecha indica la banda
correspondiente a HO-1.
- /
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Las caracteristicas del propio tejido y de las proteinas que estudiamos, que presentan
una baja expresion, aun cuando son inducidas, dificulté la reproducibilidad en la
visualizacion de las bandas. Estas condiciones imposibilitaron la obtencion de datos para
la determinacién del nivel de expresion de las proteinas.

En el caso de HIF-1a también se logré la visualizacidon de la banda esperada, y se
muestra en la figura 24. De igual forma, se constatd una baja reproducibilidad en la
obtencién de estas bandas, ya que a pesar de innumerables repeticiones y variaciones
fue dificultosa la obtencion de un numero aceptable de ensayos de western blots
exitosos y repetibles que permitiese la cuantificacion. De todas formas, un analisis
cualitativo del nivel de expresion proteica fue posible en el caso de HIF-1a. La técnica de
western blot para HIF-1a permite visualizar la banda correspondiente a esta proteina, y
estaria evidenciando una mayor expresion de la proteina en los cerdos control y en los
cerdos sometidos a hipoxia tratados con quercetina, mientras que en el grupo
experimental de cerdos sometidos a hipoxia, al cabo de 8 horas la expresion de HIF-1a
estaria disminuida.

~

/ 1 vrvus3wmandins S
AR —10 % o W4 HiQ S H HQ

—380
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Figura 24. Obtencion de la banda esperada para HIF-1a y Analisis cualitativo de la expresion
proteica de HIF-1a: A) Western Blot con a-HIF-1a de muestras de corteza de cerdos hipoxia
(carril 1) y cerdos H+Q (carril 2-5). B) Western blot con a-HIF-1a de muestras de corteza de

—40

k cerdos control (carril 1 y 4), cerdos hipoxia (carril 2 y 5), cerdos H+Q (carril 3 y 6). /

Analisis del perfil protedmico por Electroforesis 2D

Frente a las dificultades con los ensayos de Western Blot, y considerando la posibilidad
de ir a la busqueda de proteinas importantes en esta respuesta y en este modelo en
particular, se decidi6 estudiar las diferencias en la expresion proteica en los tres grupos
experimentales de corteza cerebral con un enfoque mas global mediante abordaje
proteémico. Para ello, se realizd la extraccion y tratamiento de proteinas, que se
utilizaron para realizar geles bidimensionales (dos réplicas biolégicas de cada condicion,
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cada una con su duplicado técnico). En esta tesina se presentan los resultados
preliminares obtenidos con esta técnica con un N=2. Se encontraron 34 "spots" que

presentaron diferencias en las distintas condiciones experimentales. De éstos, se
seleccionaron los 24 que presentaron una mayor variacion para su identificacion
mediante espectrometria de masas. Se logré la identificacion de 17 proteinas. En la
figura 25 se muestra uno de los geles obtenidos donde se sefialan las proteinas

identificadas, y en la tabla 12 se muestran las proteinas identificadas.
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Tabla 12. Proteinas identificadas

Triosephosphate isomerase 1 26.6 55a7,0
Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A isoform X3 32.3 4
Voltage-dependent anion-selective channel protein 1. 30.7 6
Aldolase C, fructose-bisphosphate 39.3 6
Glia maturation factor beta 16 5
Cofilin-1 18.5 5.4
NADH dehydrogenase ubiquinone flavoprotein 2 25 6
Glutathione S-transferase P 23,4 6
Thioredoxin-dependent peroxide reductase, mitochondrial 28,4 6
Prohibitin 29.8 5.2
Complement component 1 Q subcomponent-binding protein, mitochondrial 28 4
Superoxide dismutase 1 15.2 6
Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 20 6
Alpha-enolase 61 55a5.9
Stathmin 17 5.1
Fructose-bisphosphate aldolase A 39 6.8
Beta-Actin 44.7 5.7
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Algunas de estas proteinas tienen una identidad y funcion bastante conocidas (Actina,
Aldolasa, etc), mientras que otras son mas especificas (Acidic leucine-rich nuclear
phosphoprotein 32 family member A isoform X3, Phosphatidylethanolamine-binding
protein 1) por lo que fuimos a buscar en la bibliografia que funciones cumplian estas
proteinas y con qué vias celulares estaban vinculadas. Muchas de estas proteinas
cumplen mas de una funcién o participan o afectan mas de una via celular, pero nos
centramos en aquellas funciones que podrian estar mas vinculadas a la respuesta a la
hipoxia y/o a la quercetina. Nos encontramos con que los tres procesos celulares
mayormente representados en este conjunto de proteinas son el metabolismo, en
particular la glucolisis, la apoptosis y la regulacién del estado redox celular, tres
funciones con gran importancia en la respuesta a la hipoxia. Ademas encontramos otras
funciones como desarrollo del Sistema nervioso, control del ciclo celular y citoesqueleto.
En la figura 26 se muestran las proteinas identificadas agrupadas segun el proceso
celular en el que participan.

4 N

M Regulacion Redox

B Metabolismo, glicolisis

M Apoptosis

B Citoesqueleto

W Desarrollo sistema
nervioso

m Regulacion Negativa de
Serina Proteasas

Figura 26. Grafico representativo de los procesos celulares en los que participan las proteinas

k identificadas. /

Para la obtencion de una cuantificacion preliminar de la expresion de las proteinas
identificadas, se analizd la intensidad relativa de cada spot en los diferentes geles,
normalizadas por la intensidad de un area constante y se expresan en unidades
arbitrarias. En la figuras 27, 28, 29 y 30 se muestran los cambios observados en cada
una de las proteinas para cada una de las situaciones experimentales. Encontramos que
en algunos casos proteinas con funciones relacionadas presentaban cambios similares.
Por ejemplo, vemos un aumento en todas las proteinas vinculadas con la regulacion
redox en los cerdos hipoxicos respecto a los cerdos control, y tres de ellas aumentan
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aln mas con el tratamiento con quercetina.

A

Funcion Proteina SvsH Hvs Q

NADH dehydrogenase ubiquinone flavoprotein 2

Glutathione S-transferase P

Thioredoxin-dependent peroxide reductase,
mitochondrial

Superoxide dismutase 1

B NADH dehydrogenase ubiquinone C Glutathione S-transferase P
flavoprotein 2
40,0
40,0 30,0
30,0
an 0011
10,0 10,0
0,0 . . 0,0 : :
Sham Hipoxia Hipoxia + Sham Hipoxia Hipoxia +
Quercetina Quercetina
D Thioredoxin-dependent peroxide E Superoxide dismutase 1
reductase, mitochondrial 50
40,0 4,0
30,0 3,0
20,0 2,0
10,0 1,0
0,0 . . 0,0 ; :
Sham Hipoxia Hipoxia + Sham Hipoxia Hipoxia +
Quercetina Quercetina

Figura 27. Cuantificacion de la expresion de proteinas relacionadas con la Regulacion
Redox. A) Tabla ilustrativa de los cambios cualitativos observados en las proteinas con
funciones relacionadas a la regulacién redox. En azul se muestran los aumentos de
expresion y en rojo la disminucion de la expresion. B)-E) Gréficos de la expresion de cada
proteina en unidades arbitrarias calculadas en base a la intensidad de cada spot y
normalizadas por la intensidad de un area constante para cada condicion experimental: B)
NADH dehydrogenase ubiquinone flavoprotein 2, C) Glutathione S-transferase P, D)

\Thioredoxin-dependent peroxide reductase, mitochondrial, E) Superoxide dismutase 1. /

Otro ejemplo es el de las proteinas vinculadas al metabolismo en las cuales tanto en los
cerdos hipoxicos, como en los cerdos hipoxicos que recibieron quercetina éstas
proteinas sufren en su mayoria modificaciones postraduccionales que hacen que cambie
su punto isoeléctrico (figura 28). En el caso de la alfa enolasa y de la triosafosfato
isomerasa 1 se recortaron dos spots de un mismo peso molecular, pero distinto punto
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isoeléctrico, y el andlisis por espectrofotometria de masas las identificé como la misma
proteina. Cabe destacar, que para estas dos proteinas el cambio observado en el punto
isoeléctrico en los cerdos que fueron sometidos a hipoxia respecto a los cerdos control
revierte en los cerdos que fueron sometidos a hipoxia y que recibieron quercetina. En el
caso de la Aldolasa A la situacion es un poco diferente, ya que este spot aparecia solo
en las muestras de cerdos hipdxicos con tratamiento con quercetina, y no en las otras
dos condiciones experimentales. Evidentemente esto no significa que esta proteina no
se expresa en los cerdos control y en los cerdos hipdxicos, sino que la explicacion mas
probable es que este spot aparece alli en los geles de los cerdos hipdxicos que
recibieron quercetina debido a modificaciones postraduccionales de la proteina que no
se dan en las otras dos condiciones experimentales, y que si ocurren tras el tratamiento
con quercetina.

[ N

Funcion Proteina SvsH Hvs Q

Triosephosphate isomerase 1

Alpha-enolase

Fructose-bisphosphate aldolase A

Aldolase C, fructose-bisphosphate

Aldolase C, fructose-bisphosphate

10,0

6,0
4,0
2,0 +

Sham Hipoxia Hipoxia +
Quercetina

Figura 28. Cuantificacion de la expresion de proteinas relacionadas con el metabolismo. A) Tabla
ilustrativa de los cambios cualitativos observados en las proteinas con funciones relacionadas con el
metabolismo. En azul se muestran los aumentos de expresidn, en rojo la disminucién de la
expresion, en verde los cambios de punto isoeléctrico. B) Grafico de la expresion la proteina
\Aldolasa C en unidades arbitrarias calculadas en base a la intensidad de cada spot y normalizady

por la intensidad de un area constante para cada condicion experimental.

En el caso de las proteinas relacionadas con la apoptosis, los cambios son diversos, y
esto no necesariamente significa que los cambios son en direcciones opuestas, ya que
el efecto que el aumento o disminucién de una proteina dada tenga en la apoptosis va a
depender de si dicha proteina es proapoptotica o antiapoptotica (figura 29).
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A
Funcion Proteina SvsH Hvs Q
Voltage-dependent anion-selective channel protein 1
Prohibitin No Cambia
Complement component 1 Q subcomponent-binding
protein, mitochondrial
Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family
member A isoform X3
B Voltage-dependent anion-selective C Prohibitin
channel protein 1
27,0
20,0 26,0
15,0 25,0
10,0 24,0
5,0 23,0 .
0,0 | : 22,0 ; :
Sham Hipoxia Hipoxia + Sham Hipoxia Hipoxia +
Quercetina Quercetina
D Complement component 1 Q E Acidic leucine-rich nuclear
subcomponent-binding protein, phosphoprotein 32 family member
mitochondrial Aisoform X3
15,0 20,0
10,0 15,0
10,0
5,0 5,0
0,0 . . 0,0 : :
Sham Hipoxia Hipoxia + Sham Hipoxia Hipoxia+
Quercetina Quercetina

member A isoform X3.

Figura 29. Cuantificacion de la expresion de proteinas relacionadas con la Apoptosis. A)
Tabla ilustrativa de los cambios cualitativos observados en las proteinas con funciones
relacionadas a la apoptosis. En azul se muestran los aumentos de expresion y en rojo la
disminucién de la expresion. B)-E) Graficos de la expresion de cada proteina en unidades
arbitrarias calculadas en base a la intensidad de cada spot y normalizadas por la intensidad
de un area constante para cada condicion experimental: B) Voltage-dependent anion-
selective channel protein 1, C) Prohibitin, D) Complement component 1 Q subcomponent-
\binding protein, mitochondrial, E) Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 famil

/

En el caso de las proteinas relacionadas con otras funciones como desarrollo del
Sistema nervioso, citoesqueleto y regulacién negativa de serina proteasas los cambios
son diversos, pero interesantemente en todos los casos la quercetina revierte el cambio
observado en respuesta a la hipoxia (figura 30).
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A
Funcién Proteina SvsH Hvs Q
Beta actin
Cofilin-1
. : Glia maturation factor beta
Desarrollo sistema nervioso -
Stathmin
Phosphatidylethanolamine-binding
protein 1
B B actin C Cofilin-1
20,0 5,0
15,0 4,0
3,0
10,0
2,0
5,0 10
0,0 . . 0,0 . .
Sham Hipoxia Hipoxia + Sham Hipoxia Hipoxia +
Quercetina Quercetina
D Glia maturation factor beta E Stathmin
10,0 8,0
8,0 6.0
6,0
4,0
4,0
2,0 2,0
0,0 | | 0,0 | |
Sham Hipoxia Hipoxia + Sham Hipoxia Hipoxia +
Quercetina Quercetina
F Phosphatidylethanolamine-binding Figura 30. Cuantificacién de la expresion de
rotein1 proteinas relacionadas con el citoesqueleto,
P el desarrollo del sistema nervioso y la
13,5 regulacidon negativa de serina proteasas. A)
13,0 Tabla ilustrativa de los cambios cualitativos.
12,5 En azul se muestran los aumentos y en rojo
12,0 la disminucién de la expresion. B)-F) Gréaficos
11,5 de la expresion de cada proteina en
11,0 . unidades arbitrarias calculadas en base a la
10,5 . . intensidad de cada spot y normalizadas por
Sham Hipoxia Hipoxia + la intensidad de un &rea constante para cada
Quercetina condicion experimental: B) B-Actin, C) Cofilin-
1, D) Glia maturation factor B, E) Stathmin, F)

Phosphatidylethanolamine-binding protein 1.
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Discusion

En el presente trabajo nos propusimos encontrar identificadores a nivel molecular que
permitieran la caracterizacion del dafio por hipoxia aguda, asi como del efecto del
tratamiento con quercetina. Esta busqueda de marcadores moleculares de interés se
profundizé debido a que en el modelo de cerdo recién nacido sometido a hipoxia aguda,
se ha demostrado que la quercetina mejora la hipotensién que se produce en las horas
siguientes a la asfixia, y disminuye la necesidad de adrenalina para su tratamiento
(Dajas et al. 2014). A nivel encefalico mejora la depresion de voltaje inducida por la
hipoxia, que se evidencia en el monitoreo de la funcién cerebral de los cerdos a los que
se les administré el preparado, en comparacion con aquellos cerdos hipéxicos que no
recibieron el tratamiento (Dajas et al. 2014).

Cambios de expresion a nivel de ARNm evidenciados por Real Time
PCR

Los resultados obtenidos demuestran que los genes seleccionados para su analisis
presentaron niveles que, aunque con distinta magnitud, cambian tras el tratamiento con
quercetina (HO-1 HIF1-a, Nrf2), indicando una via de trabajo para comprender la accién
protectora de este flavonoide. Estos cambios no fueron en todos los casos homogéneos
para las diferentes areas del cerebro estudiadas. Asi por ejemplo, Nrf2 mostré un
aumento en los cerdos hipoxicos tratados con quercetina Unicamente en estriado, pero
no en corteza e hipocampo, mientras que HIF1-a mostré una gran disminucion en los
cerdos hip6xicos Unicamente en corteza. Por otro lado, HO-1 mostré un menor nivel de
expresion de su ARNm en los tres tejidos analizados tras el tratamiento con quercetina,
si bien la magnitud de este cambio varié de acuerdo a las areas, siendo la corteza la que
mostré un mayor cambio en la expresion de HO-1 y estriado el que presentd el menor
cambio.

De esto se deprende que las areas del cerebro analizadas responden de forma diferente
tanto a la hipoxia como al tratamiento con quercetina. El hecho de que las diferentes
areas del cerebro responden de forma diferente al dafo hipoxico concuerda con los
resultados descritos por otros autores. Ara et al. (2011) describié una mayor pérdida
neuronal en la corteza, seguida del hipocampo y el estriado, mientras que los ganglios
basales, el cerebelo y el talamo se vieron afectados en menor medida. Por otro lado,
Volpe et al. (1995) describié al hipocampo como un area de particular susceptibilidad a
la injuria hipdxico-isquémica. Es claro que a nivel clinico la encefalopatia hipoxico
isquémica comprende un abanico de patologias, que afectan en diferentes grados las
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distintas zonas del cerebro, siendo la diplejia espastica la afectacion més frecuente, y
que el resultado final depende del tipo y grado de hipoxia inicial, de aspectos
hemodinamicos locales, regionales y sistémicos, del género, del grado de madurez, de
aspectos genéticos, lo que indica la complejidad que se enfrenta al intentar aclarar
aspectos moleculares y seleccionar las estrategias terapéuticas apropiadas (Gressens &
Hagberg 2012)

Discusion

En nuestro modelo, tras la reanimacion (y eventualmente inyeccion de preparado
nanosomal de quercetina), los animales son mantenidos hasta transcurrir 8 horas del
inicio de la hipoxia. Por lo que, para el andlisis de los cambios en la expresion génica en
el modelo utilizado, debemos tener en cuenta que las modificaciones observadas se
realizan varias horas después del dafio hipoxico o de la administracion de quercetina,
por lo que nos encontramos en la fase de latencia o fase Il méas all4 de la fase de dafo
primario, no siendo posible la identificacion los cambios que ocurren de forma inmediata.

Para los tres genes analizados hay datos muy variados acerca de la cinética de su
induccion en diferentes modelos. Por ejemplo, en un modelo de isquemia cerebral focal
permanente en ratas se encontré6 que 3 horas después de la oclusion de la arteria
cerebral media tanto el mensajero como la proteina de Nrf2 se encontraban
aumentados, alcanzando su méaxima expresion a las 24 horas (Yang et al. 2009). En el
caso de HIF-1a, un estudio del precondicionamiento hipdxico en cerdos recién nacidos
(Ara et al. 2011), encontré que al cabo de 3 horas de hipoxia (8% O,) tanto el mensajero
como la proteina estaban significativamente aumentadas y el aumento persistia hasta 7
dias post hipoxia en comparacion con el control. Sin embargo, en diversos trabajos con
diferentes modelos de hipoxia los autores afirman que el ARNm de HIF-1a no varia
durante la hipoxia (Crosson et al. 2005; Conde et al. 2012). Los trabajos que estudian la
expresion de este gen luego de la hipoxia, son relativamente escasos lo cual agrega
originalidad al trabajo realizado durante el desarrollo de esta monografia. Para describir
con mayor exactitud la dinamica de los cambios de estos genes, seria necesario en un
futuro analizar la cinética de expresion.

Por otro lado, los tres genes poseen funciones neuroprotectoras y es de esperar que
durante la hipoxia estos genes aumenten su expresion. Ademas, los tres genes tienen
antecedentes de ser inducidos por la quercetina (Wilson & Poellinger 2002; Jeon et al.
2007; Triantafyllou et al. 2007; Park et al. 2008; Myhrstad et al. 2002; Arredondo et al.
2010; Matsushima et al. 2009; Lin et al. 2004). En este sentido y en relacion al factor de
transcripcion HIF-1, la quercetina inhibe la actividad de las prolilhidroxilasas resultando
en la estabilizacién de HIF-1a y HIF-2a y la activacion de los genes de respuesta a
hipoxia (Wilson & Poellinger 2002; Jeon et al. 2007; Triantafyllou et al. 2007; Park et al.
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2008). También hay antecedentes de que este flavonoide induce la expresion de genes
antioxidantes a través de la activacion del factor de transcripcion Nrf2 (Myhrstad et al.
2002; Arredondo et al. 2010). Este efecto fue demostrado in vitro en principio, y luego
numerosos estudios han establecido este mecanismo como un blanco para la terapia en
accidentes cerebrovasculares a través del uso de modelos experimentales de accidentes
cerebrovasculares en roedores (Alfieri et al. 2011). La quercetina también ha sido
reportada como un potente inductor de HO-1 en varios tipos celulares (Matsushima et al.
2009; Chow et al. 2005; Lin et al. 2004).

Discusion

En el caso de HO-1, el aumento que vemos en los cerdos hipdxicos respecto a los
cerdos control podria considerarse como parte de la respuesta del organismo a la
hipoxia: aumentar los niveles de HO-1 para hacer frente al dafio hipdxico. Sin embargo,
un par de horas luego de la administraciébn de quercetina vemos que la expresion de
HO-1 se encuentra disminuida, llegando incluso a valores inferiores a los basales. Esta
situacion podria explicarse de diferentes formas. Por un lado, podria estar reflejando el
hecho de que este gen ya actud y su induccion se inactivd después de haber realizado
su funcion como parte de un mecanismo de shut off celular, como suele verse en la
respuesta a situaciones de estrés (McEwen 1998). Por otro lado, podria significar que la
guercetina actué mediante vias alternativas para disminuir el estrés oxidativo asociado al
dafio hipoxico, prescindiendo asi de la induccion de HO-1, ya que, como vimos en la
introduccién la quercetina podria ejercer sus efectos protectores mediante la alteracion
de numerosas vias de sefializacion celular (Lee et al. 2008; Weng et al. 2011; Kim et al.
2010).

En cuanto a Nrf2, como vimos anteriormente, los niveles disponibles de proteina se
regulan en gran medida a nivel postranscripcional, de forma dependiente de la
estabilidad de la proteina y la localizacion subcelular. Por esta razon, la ausencia de un
cambio significativo a nivel transcripcional en corteza e hipocampo no descarta su
participacion en la respuesta a la hipoxia o0 en la accién de la quercetina. Sin embargo,
en estriado vemos que la administracion de la quercetina provoc6 un aumento en el nivel
de este mensajero, y se podria relacionar directamente con los mecanismos de accion
de este neuroprotector. Si bien son mas abundantes los ejemplos de regulacion
postranscripcional, numerosos trabajos describen aumento del ARNm en diversos
modelos de hipoxia, asi como en otros estimulos del tipo oxidativo (Sethy et al. 2011;
Polotsky et al. 2010; Hedtjarn et al. 2004; Leonard et al. 2006; Y. Chen et al. 2009; P.C.
Chen et al. 2009). La via de Nrf2 en algunos tejidos podria entonces considerarse una
de las vias sobre la cual la quercetina actla y ejerce su efecto neuroprotector. Ciertos
autores, como Arredondo et al. 2010, han demostrado que la quercetina es capaz de
inducir la translocacion al nucleo de Nrf2, y que la administracion de quercetina en
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cultivos primarios de granos de cerebelo previene la muerte celular frente a H,O,.

Discusion

El hecho de que HIF se encuentre disminuido en los cerdos que fueron sometidos a
hipoxia podria evidenciar que la induccion de HIF-1a en respuesta a la hipoxia al cabo
de 8 horas de recuperacion se apagd. Esto es planteable dado que la induccion
prolongada de este gen y su producto podria resultar dafina para las células, y se
conocen algunos mecanismos por los cuales una vez inducida la proteina es capaz de
afectar la transcripcion de genes cuya principal funcion es la de regular negativamente la
expresion de HIF-1a. Asi, por ejemplo, dentro de los genes blanco de HIF-1 se
encuentran las PHD, cuya transcripcion aumenta como resultado de la estabilizacion y
activacion de HIF-1. Esta regulacion positiva de las PHD mediada por HIF-1 funciona
como un mecanismo de retroalimentacion negativo responsable de la degradacion
aumentada de HIF-1a después de la reoxigenacion. Es decir que funciona como un shut-
off de la respuesta a la hipoxia una vez que la tensién de oxigeno se restablece (Berra et
al. 2003; Cioffi et al. 2003; Vengellur et al. 2003; Erez et al. 2004). Se ha reportado en
una variedad de modelos que en la reoxigenacion, HIF-1a es translocado nuevamente al
citosol donde es rapidamente degradado por el proteasoma (Chilov et al. 1999; Groulx &
Lee 2002; Kallio et al. 1998). Sin embargo, en contraposicion a esto, ciertos autores han
establecido que en algunos modelos excepcionales HIF-1a se acumula incluso durante
la etapa de reperfusion y/o reoxigenacion a través de la via de sefalizacién PI3k/Akt-
MTOR (Natarajan et al. 2005; Conde et al. 2012).

Por otro lado, la ausencia de grandes cambios de los niveles de expresién observados
en hipocampo y en estriado no descartan la participacion de HIF-1a en la respuesta a la
hipoxia y/o a la quercetina, ya que de forma similar a o que veiamos con Nrf2, HIF-1a
también es regulada principalmente a nivel postraduccional.

Cambios de expresion a nivel proteico evidenciados por Western Blot

Debido a la fuerte regulacion postranscripcional a la que estan sometidas dos de las
proteinas estudiadas (Nrf2 y HIF-1a) resultaba de particular interés estudiar los niveles
de expresion de estos factores de transcripcion a nivel proteico, y en el caso de HO-1
poder estudiar si los cambios observados a nivel del mensajero se correlacionan con los
niveles proteicos. Sin embargo, debido a la baja reproducibilidad en la obtencion de
bandas no fue posible la cuantificacién de los niveles de proteina mediante esta técnica.
Hipotetizamos que las dificultades experimentadas con el abordaje experimental de
Western Blot se debe en gran parte al bajo nivel de expresion de las proteinas (en el
caso de Nrf2 y HIF-1a) aun cuando son inducidas, la falta de anticuerpos especificos
contra las proteinas de cerdo y a las caracteristicas del propio tejido y las muestras con

2014 69



e

las que trabajamos.

Discusion

De forma cualitativa fue posible observar en la corteza una menor expresion de HIF-1a
en los cerdos sometidos a hipoxia, en comparacion con los otros grupos experimentales,
y que la quercetina restablecio al nivel "basal" de expresion de la proteina. Es decir, que
el patron de expresion proteica observado en los grupos experimentales reproduce el
patrén de expresion observada para el mensajero.

Los genes analizados, tanto a nivel de ARNm como de proteina, fueron seleccionados
en base al rol critico que juegan en el desencadenamiento de respuestas citoprotectoras
frente a la hipoxia y al estrés oxidativo, sin embargo, es dificil prever cuales seran los
genes claves en el modelo utilizado basandose Unicamente en los antecedentes y la
bibliografia. El abordaje utilizado para esta primera parte del trabajo, si bien es (util,
resulta bastante especifico y un tanto sesgado, por esta razon, se decidié utilizar un
abordaje protedmico, el cual ofrece una gran riqgueza en cuanto a resultados, y es menos
restringida en cuanto a los productos génicos interrogados.

Analisis del perfil proteico por Electroforesis bidimensional

Este enfoque permitio identificar las principales vias afectadas tras el dafio inducido por
hipoxia, asi como por el tratamiento con la quercetina. A su vez, pone en evidencia el
hecho de que el efecto neuroprotector de la quercetina determina cambios en el perfil
proteico celular.

El aumento en proteinas involucradas en la regulacién redox que se evidencia luego de
la hipoxia podria considerarse como parte de la respuesta celular frente al estrés
oxidativo que genera la hipoxia y reoxigenacion. En particular, la glutatiéon S transferasa,
la peroxido reductasa dependiente de tioredoxina, y la superoxido dismutasa son
proteinas con funciones antioxidantes y podrian verse aumentadas de forma de
contrarrestar el dafio oxidativo. Esta descrito que la sobreexpresion y/o el aumento de
expresion de estas proteinas esta vinculado a la proteccion celular frente a diversos
estimulos del tipo oxidativo (Masaki et al. 2003; Nonn et al. 2003; Dimmeler et al. 1999;
Yin et al. 2000). La quercetina contribuye a esa respuesta, aumentando aun mas la
expresion de estas proteinas antioxidantes en el caso de la glutation S transferasa y la
peréxido reductasa dependiente de tioredoxina. En el caso de la Superdxido dismutasa 1
lo que se ve es una disminucion en los cerdos sometidos que recibieron quercetina con
respecto a los cerdos que no fueron tratados y podria explicarse por una atenuacion del
estrés oxidativo por parte de la quercetina que haga que elevar los niveles de esta
proteina ya no sea tan necesario.
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Con respecto a la proteina NADH dehydrogenase ubiquinone flavoprotein 2, es una
subunidad del complejo | (NADH deshidrogenasa) de la cadena respiratoria de la

Discusion

membrana mitocondrial, que cumple la funcion de transferencia de electrones desde el
NADH hacia la cadena respiratoria. Por un lado, este complejo seria una fuente de ROS
durante la hipoxia, contribuyendo asi a la injuria oxidativa. Por otro lado, se ha visto que
la hipoxia/reoxigenacion producen una inhibicion de la actividad de este complejo
(Niatsetskaya et al. 2012). Por lo que se dificulta predecir qué efecto puede tener un
cambio en la expresién de esta proteina, y dependera de si el complejo se encuentra
inhibido o no.

Es interesante que las proteinas que cambian su punto isoeléctrico, estén vinculadas a
la glucdlisis. Es decir, que tanto la hipoxia como el efecto de la quercetina determina
ciertas modificaciones postraduccionales en las proteinas implicadas en esta via, y que
estos cambios en el caso de la enolasa y de la triosafosfato isomerasa son en
direcciones opuestas, es decir que la hipoxia determina modificaciones que hace que el
punto isoeléctrico de estas proteinas aumente, y que las modificaciones inducidas por el
efecto de la quercetina hacen que el punto isoeléctrico de estas proteinas disminuya a
valores similares a los que se ven en los cerdos control. Esto podria significar que una
modificacion post traduccional ocurrida durante la hipoxia, evento que se acompafa de
un aumento de la actividad en las vias glucoliticas, podria revertirse con el tratamiento
con quercetina. Evidentemente se requieren mas estudios para poder establecer cuales
son esas modificaciones y que rol pueden estar jugando ya sea en la respuesta a la
hipoxia como en la accion de la quercetina. Esta determinacion se puede realizar con
otros abordajes experimentales que permitan identificar dichas modificaciones en
espectrometro de masas con suficiente exactitud. En la bibliografia se ha reportado la
induccion mediada por la hipoxia de varias de estas proteinas, y se cree que el fin de
esta induccion es la de aumentar la produccion energética anaerdbica (Yamaji et al.
2004; Jean et al. 2006; Semenza et al. 1996).

Se encontraron varias proteinas relacionadas con la apoptosis. Esta descrito en la
bibliografia que la quercetina induce la apoptosis dependiente de p53 (Kim et al. 2010) y
modula varios blancos de las vias celulares de transduccion de sefiales relacionadas
con la apoptosis y la proliferacion celular, por ejemplo regula negativamente las
proteinas antiapoptéticas de la familia Bcl-2 (Bcl-XL y Bcl-2) y regula positivamente los
miembros proapoptoticos Bax y Bad (Chen et al. 2005; Vijayababu et al. 2005). También
se ha demostrado que la quercetina induce la apoptosis a través de mecanismos
dependientes de caspasa 3 y caspasa 9 al liberar el citrocromo ¢ (Wang et al. 1999;
Russo et al. 1999). La induccién de la apoptosis no necesariamente constituye un
agravio, ya que es una estrategia fisiologica de seleccion de células durante el desarrollo
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y también ocurre en la zona penumbra de lesiones isquémicas para rescatar el tejido,
eliminando las células irreversiblemente dafiadas, por lo que el efecto neuroprotector
puede acompariarse tanto de induccién o inhibicion de la apoptosis.

Discusion

En el presente trabajo, las dos proteinas relacionadas con la apoptosis que aumentan
luego de la hipoxia y con el tratamiento con quercetina (prohibitina y Complement
component 1Q subcomponent binding protein) se relacionan con una inhibicién de la
apoptosis y proteccion frente a dafio oxidativo en la bibliografia. En el caso de la
prohibitina estd descrito como un factor de supervivencia frente a la muerte celular
inducida por la hipoxia. El mecanismo de supervivencia detras de la sobreexpresion de
la prohibitina en condiciones hipoxicas se debe a la inhibicion de la disminucion del
potencial de membrana mitocondrial, a una disminucién de los niveles de Bcl-2 en la
mitocondria, y a la inhibicion de la liberacion de citocromo C de la mitocondria
(Muraguchi et al. 2010). En este modelo de hipoxia pudimos constatar que la prohibitina
aumenta su expresion, y se mantiene aumentada luego de la expresion de la quercetina.

Se cree que la proteina Complement component 1Q subcomponent binding protein
forma parte del poro de permeabilidad transitoria mitocondrial, y se ha descrito que
niveles aumentados de esta proteina se relacionan con la supresion de la muerte celular
inducida por insultos oxidativos (por ejemplo peroxido de hidrégeno). EI Knockdown de
la expresion de esta proteina se vincula a una mayor sensibilidad a la muerte inducida
por estos agentes oxidantes. Por lo tanto se hipotetiza que esta proteina actuaria como
un inhibidor enddgeno del poro de permeabilidad transitoria mitocondrial, y protegeria
asi a las células frente al estrés oxidativo (McGee & Baines 2011; McGee et al. 2011).
En este modelo de hipoxia pudimos constatar que Clgbp aumenta su expresion luego
de la hipoxia, y se mantiene aumentada luego de la administracion de la quercetina, lo
gue se podria relacionar a una inhibicién de la apoptosis.

Respecto a la proteina 1 del Canal dependiente de voltaje anion selectivo se conoce que
puede participar en la formacion del poro de permeabilidad transitoria mitocondrial
responsable de la liberacion de productos mitocondriales que activan la apoptosis, y es
reconocida como una proteina clave en la apoptosis mediada por la mitocondria. En
realidad, esta proteina es muy controversial, se sabe que esta relacionada con la
apoptosis, pero aun no se concoe a ciencia cierta los mecanismos subyacentes, y los
diferentes autores proponen mecanismos diferentes y hasta opuestos (Galluzzi &
Kroemer 2007). Se han observado ademas, modificaciones como la fosforilacion en
tirosina inducida por la hipoxia que afectaria la funcion de dicha proteina y la capacidad
de interactuar con otras proteinas (Liberatori et al. 2004), y formas truncadas de la
proteina inducidas por la hipoxia que conferirian protecciéon de la apoptosis y que
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permitirian la supervivencia celular en hipoxia (Brahimi-Horn et al. 2012).

Discusion

En cuanto a la proteina Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A,
si bien se conoce poco acerca de esta proteina, se cree que ademas de cumplir
funciones en el control del ciclo celular, es una proteina antiapoptética capaz de regular
a la caspasa 3. Su efecto en la apoptosis se ha estudiado en relacion a diversos tipos de
cancer y en relacion a la sensibilidad a las terapias para dicha enfermedad, no habiendo
aun consenso sobre el caracter pro o antiapoptoético de esta proteina (Kuramitsu et al.
2010; Schafer et al. 2006; Hoffarth et al. 2008). En nuestro trabajo encontramos esta
proteina disminuida en los cerdos que fueron sometidos a hipoxia con respecto a los
cerdos control, mientras que tras el tratamiento con quercetina la expresion de esta
proteina aumenta.

Se sabe que la hipoxia genera cambios a nivel del citoesqueleto, la forma y la movilidad
celular (Ostergaard et al. 2009; Vogler et al. 2013). Los cambios que vemos en proteinas
del citoesqueleto ciertamente son un reflejo de ello, y es importante destacar que los
cambios observados en las dos proteinas del citoesqueleto luego de la hipoxia, revierten
luego del tratamiento con quercetina.

Con respecto al factor de maduracion glial B, esta proteina juega un rol importante en la
diferenciacion, el mantenimiento y la regeneracion del sistema nervioso. En el trabajo de
Pantazis et al. 2000 se demostrd que esta proteina regula positivamente la expresion de
BDNF y NGF, y que estos factores ejercen funciones neurotroficas y neuroprotectoras
en cultivo de neuronas primarias. En nuestro trabajo pudimos constatar que esta
proteina se induce con la hipoxia, y la expresién de esta proteina continla aumentada
aun luego de la administracion de la quercetina.

En cuanto, a las proteinas, PBEBL1 y estatmina, no existe practicamente en la bibliografia
vinculaciéon con la hipoxia ni con la quercetina. De confirmarse nuestros resultados,
estariamos contribuyendo a la caracterizacion de las funciones de estas proteinas.

Si bien este abordaje permitio identificar potenciales candidatos, se requiere de mas
estudios para determinar con precision la relacién de las proteinas identificadas con el
dafio y/o la respuesta a la hipoxia y con el efecto neuroprotector de la quercetina.
Ademas, seria beneficioso estudiar los cambios proteicos en respuesta a la hipoxia y a
la quercetina a menores y mayores tiempos de sobrevida que profundizaran en los
cambios moleculares de todas las etapas de esta compleja patologia.

Es interesante ademas que un gran numero de las proteinas identificadas (NADH
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dehydrogenase ubiquinone flavoprotein 2, Thioredoxin-dependent peroxide reductase,
mitochondrial, Voltage-dependent anion-selective channel protein 1, Prohibitin,
Complement component 1 Q subcomponent-binding protein, mitochondrial) son
proteinas mitocondriales, reafirmando a este organelo como uno de central importancia
en la patologia de los eventos hipoxicos.

Discusion

Ademas de caracterizar los cambios en el perfil proteico luego del evento hipéxico, asi
como luego de la administracidon con quercetina, este trabajo logré identificar nuevos
posibles blancos de la quercetina, ya que a muchas de estas proteinas no se les conocia
una vinculacion con este compuesto y con su mecanismo de accion.
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Conclusiones

El modelo de cerdo recién nacido resulté muy adecuado para el estudio propuesto,
puesto que los resultados moleculares se acompafaron del correlato de datos de
hemodinamia, actividad cerebral y anatomia patoldgica que dan registro tanto del dafio
por la hipoxia como de la posible recuperacion. Sin embargo, constatamos una gran
variabilidad intrinseca del modelo de estudio, tanto por el tipo de animal, su respuesta
fisiolégica compleja, la plasticidad y fragilidad del recién nacido y por el tratamiento al
gue responde de manera individual.

En cuanto a la expresion de los genes seleccionados, tras 8 horas del comienzo de la
hipoxia en corteza parece existir un aumento de HO-1 y una disminucién de HIF-1a. La
quercetina también afecta la expresion de estos genes. En particular, produce un
aumento del ARNm de Nrf2 en estriado y HIF-1a en todas las areas estudiadas, y una
disminucioén de HO-1 en todas las areas estudiadas. Estos resultados a nivel del ARNm
parecen corresponderse con los niveles de proteina en el caso de HIF-1a, si bien los
ensayos de western blot dieron resultados poco definitivos. Las distintas areas
estudiadas se comportan de forma diferente, particularmente el estriado donde se
observa una menor disminucion de la expresion relativa de HO-1, y un aumento del
ARNmM de Nrf2 en los cerdos tratados con quercetina.

El andlisis del perfil proteébmico demostré nuevamente que varios de los cambios de
expresion ocurridos con la hipoxia revierten con el tratamiento con quercetina. Las
proteinas seleccionadas durante el analisis protedbmico pudieron relacionarse con
algunas vias indicando que éstas serian las principales implicadas en el dafio y en las
que la quercetina ejerceria su accién restauradora. Estas son fundamentalmente el
metabolismo, la regulacién del estado redox celular y el estrés oxidativo, y la apoptosis.
La identificacion de tales proteinas marcadoras in vivo permite profundizar en el vinculo
entre los efectos protectores de los flavonoides y la alteracion de la expresion génica lo
que posibilita el estudio de blancos que puedan ser explotados en el desarrollo de
nuevas terapias.
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Perspectivas

De los animales sometidos al protocolo experimental, aln conservamos las muestras de
cerebelo de cerdos sometidos a hipoxia con y sin el tratamiento con quercetina. Seria
interesante realizar al analisis de la expresion de los tres genes estudiados en este
tejido, de forma de obtener un panorama mas completo del patron de expresion de estos
genes a nivel del Sistema Nervioso Central, y comparar el comportamiento y tendencia
con el de los demas tejidos estudiados.

El mismo protocolo experimental fue realizado manteniendo los cerdos vivos durante 72
horas. Este disefio fue pensado para analizar la evolucion de los animales tras la hipoxia
y el tratamiento, asi como los efectos a nivel histopatoldgico y fisiologico, que muchas
veces no se manifiestan en pocas horas. Se encontré que en los cerdos de 72 horas de
sobrevida, aquellos tratados con quercetina recuperan la capacidad de respirar
espontdneamente antes que los animales sin tratamiento, se pueden extubar en su
mayoria a las 24 horas, un mayor porcentaje de cerdos succionan y pueden alimentarse,
un mayor porcentaje de cerdos deambulan a las 72hs y el monitoreo de funcién cerebral
les mejora con respecto al grupo de sélo hipoxia. En estas muestras, de las que
disponemos, seria interesante estudiar la expresién de Nrf2, HIF-1a, y HO-1 y de esta
forma determinar los cambios en la expresion génica a mas largo plazo, y como las
diferentes condiciones experimentales afectan su expresion.

Dentro del trabajo de esta tesina, también se realizdé una busqueda bibliografica de otros
genes que pudieran estar implicados en la respuesta a la hipoxia y al tratamiento con la
quercetina, encontrando al gen de la Neuroglobina como un buen candidato. Por lo cual,
se procedio al disefio y obtencién de los cebadores para este mensajero y a la puesta a
punto de la reaccién de PCR en tiempo final y en tiempo real, faltando aun analizar la
expresion de este gen.

Frente a las dificultades experimentadas con el ensayo de western blot, seria interesante
poder estudiar la expresion de HIF-1a y Nrf2 mediante inmunohistoquimica. La
sensibilidad de técnicas inmunofluorescentes puede arrojar resultados que fueron
dificultosos con el western blot. De esta forma, podriamos visualizar en el caso de HIF-
1a y Nrf2, si la proteina en cuestion fue inducida o no y cambios en su localizacion
celular. Podriamos asimismo describir con certeza cuéles son las regiones dentro del
SNC en donde los cambios de expresion son mas marcados. Disponemos de algunas
muestras en bloque de parafina como para emprender este estudio.
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Como se mencioné anteriormente, los resultados de electroforesis bidimensional
presentados aqui son muy prometedores, pero preliminares, siendo necesario aun

Perspectivas

repetir el experimento con nuevas réplicas biolégicas y asi obtener resultados mas
solidos y con significancia estadistica. De hecho, existen software especificos para el
analisis de “spots” diferenciales, que requieren un mayor numero de datos para su
aplicacion correcta. A su vez, se planea emplear esta técnica con las muestras de cerdo
de 72 horas de sobrevida. Este estudio se podria confirmar y analizar en mas detalle
mediante el analisis por PCR en tiempo real de las proteinas que presenten grandes
cambios en su expresién. Dado que pudieron identificarse algunas vias particulares
donde se centraria la accion de la quercetina, nuestro interés es analizarlas en mayor
profundidad.
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Anexo: Protocolos y Soluciones

Protocolo de Extraccion de ARN total con el Kit comercial illustra
RNAspin Mini RNA Isolation Kit

1. Homogeneizar con homogeneizador a pilas hasta 30 mg de tejido en 350 uL de
buffer de lisis RA1 + 3.5 yL de B-mercaptoetanol. Pasar por una jeringa (20G) 10
veces.

2. El lisado se debe filtrar a través de la columna de filtracion, por centrifugacion a
110009 por 1 min.

3. Elfiltrado transferido a un nuevo tubo recibe 350 pL de etanol 70% y mezclar con
vortex dos veces por 5 segundos. En este paso se puede formar un precipitado,
se debe cargar todo el precipitado en el proximo paso.

4. Pasar el lisado a la columna de purificacion del kit. Centrifugar a 8000g por 30
segundos.

5. Andadir 350 pL de Buffer de "desalado-desalting” MDB. Centrifugar a 110009 por 1
minuto. Descartar el filtrado.

6. Afadir directamente sobre el centro de la columna 95 yL mezcla de reaccion de
DNAsa | (preparada con 10 yL de DNAsa | reconstituida a 90 pyL de Buffer de
Reaccion de DNAsa)

7. Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos.

8. Para un primer lavado y desactivar la DNAsa |: afiadir 200 pL de Buffer de lavado
| (RA2) a la columna y centrifugar a 11000g por 1 minuto. Descartar el filtrado.

9. Anadir 600 uL de buffer de lavado Il (RA3) a la columna. Centrifugar a 11000g por
1 minuto. Descartar el filtrado.

10. AAadir 250 uL de buffer de lavado Il (RA3) a la columna. Centrifugar a 11000g por
2 minutos. Descartar el filtrado.

11.Pasar la columna a un tubo eppendorf de 1,5 libre de nucleasa.

12.Eluir el ARN en H20 libre de RNAsas centrifugando a 11000g por 1 minuto.
Nosotros eluimos en 40 ul y realizamos una segunda elucion en 20 ul
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Anexo: Protocolos y Soluciones

Protocolo de Retrotranscripcion

1.

No b

En un tubo de microcentrifuga estéril agregar. 2 ug de ARN, 1 uL de oligodT
primers (0,2 pg/uL), 1 pbL de Random Primers (0,2 pg/uL)
y 1 uL de mezcla de dNTPs (10 mM), H20 nuclease-free hasta un volumen final
de 13.5 pL

. Calentar 5 minutos a 65°C. Centrifugar brevemente y colocar rapidamente en

hielo.

Anadir: 2 uL de Buffer RT 10X (500 mM Tris-HCI pH 8.3, 750 mM KCI, 30 mM
MgCI2, 100 mM DTT), 0.5 pL de Inhibidor de RNAsas (RiboLock RNAse Inhibitor
de Fermentas Life Sciences 40 U/uL), y 1 yL de M-MulV Reverse Transcriptase
(200 U/pL). Volumen final 20 pL.

Incubar a 25°C por 10 minutos.

Incubar a 42°C por 60 minutos

Incubar a 90°C por 10 minutos para inactivar la enzima.

Los cDNAs obtenidos se congelan a -20°C hasta su utilizacién.
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Anexo: Protocolos y Soluciones

Protocolo Electroforesis en agarosa

PwbdPE

Pesar 0.3g de agarosa y afadir 30 ml de TBE 1X

Calentar hasta lograr la disolucion completa de la agarosa.

Agregar 1.5 pl de Gel Red Nucleic Acid Gel Stain de Biotium

Dejar enfriar levemente y verter en la bandeja de la cuba donde se va a correr e
gel. Esperar algunos minutos hasta que gelifique.

Preparar las muestras para correr: 1 pl de ARN, 8 ul de H20 miliQ, 1 pl de Buffer
de Carga 10X. 9 pl de amplicon + 1 pl de Buffer de Carga 10X

Colocar la bandeja con el gel en la cuba. Llenar la cuba con TBE 1X. Cargar en
los pocillos las muestras y 7 yl de marcador de peso molecular Fast Ruler DNA
ladder low range de Fermentas Life Sciences.

Correr durante 20 min a 80V.

Proceder a la visualizacion del gel en un transiluminador.
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Anexo: Protocolos y Soluciones

Protocolo Electroforesis en poliacrilamida

No oA

. Preparar el gel de poliacrilamida como se indica en la tabla X. Verter en los vidrios

previamente ensamblados. Esperar entre 15 y 30 minutos hasta que gelifique.
Preparar las muestras para correr: 5 pyl de muestra, 1.5 ul de Buffer de carga
(95% formamida, 20mM EDTA, 0.05% Azul de Bromofenol, 0.05% Xylene Cyanol
FF).
Preparar el marcador de peso molecular: 1 pul peso molecular Fast Ruler DNA
ladder low range de Fermentas Life Sciences, 4 yl de H20 miliQ, y 1,5 pl de
Buffer de carga.
Armar la cuba con el gel dentro. Llenar la cuba con TBE 1X.
Cargar las muestras en los pocillos.
Correr los geles 30 minutos a 90V.
Teiiirlos con nitrato de plata:
a) Sumergir en Solucién de Fijador (13.3% etanol, 0.5% &cido acético) por 10
minutos con agitacién suave
b) Sumergir en Solucién de Tincién (0.002g/ml AgNO3) por 10 minutos con
agitacion suave.
c) Enjuagar con agua destilada dos veces rapidamente
d) Sumergir en Solucién de Revelado (0.03g/ml NaOH, 0.5% formaldehido).

Gel poliacrilamida 6% (8 ml)

H,O 4,8 ml

TBE 5X 1,6 ml

Acrilamida 30% 1,6 ml
APS 80 pl
TEMED 8 ul
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Anexo: Protocolos y Soluciones

Protocolo de purificacion de ADN a partir de agarosa con kit GFX PCR
DNA and Gel Band Purification Kit

N

oghw
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. Recortar la banda del gel (mé&ximo 300mg). Cortarla en trozos y transferir a un

eppendorf.

Pesar un eppendorf vacié y pesar el eppendorf con la banda recortada para
calclar el peso de la porcion de gel recortada.

Agregar Capture Buffer (10 ul por cada 10mg de gel).

Vortexear vigorosamente. Incubar a 60°C hasta que la agarosa se disuelva.
Centrifugar brevemente.

Poner una columna del kit en el tubo colector y transferir la muestra a la columna.
Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto.

Centrifugar a velocidad maxima por 30 segundos. Descartar el eluido del tubo
colector.

8. Agregar 500 pl de buffer de lavado.
9.

Centrifugar 30 segundos a velocidad méaxima. Poner la columna en un nuevo
eppendorf.

10.Agregar 50 ul de agua para eluir.
11.Incubar 1 minuto a temperatura ambiente.
12.Centrifugar 1 minuto a maxima velocidad.
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Protocolo 1 Extraccion Proteica

Anexo: Protocolos y Soluciones

El protocolo consiste en homogeneizar aproximadamente 50 mg de tejido en Urea
Cracking Buffer (10mM), PMSF (1mM), B-mercaptoetanol (1%) + cocktail inhibidor de
proteasas de Sigma Aldrich # catalogo P2714 (1%) con homogeneizador a pila
(aproximadamente 200 ul). Se incuba 30 minutos a temperatura ambiente y luego se
centrifuga 20 minutos a velocidad maxima a temperatura ambiente. El sobrenadante, es
transferido a un nuevo tubo eppendorf cuidando de no traspasar pellet si los hubiese.

Las proteinas extraidas se almacenan a -20°C hasta su utilizacion.

Urea Cracking Buffer (50ml)

NapHPO4 PM=142 g/mol 10mM 0.071 ¢
SDS 10% 1% 5ml
UREA PM=60,06 5 mM 15,015¢g

Agregar al momento de usar: PMSF 100mM (final 1 mM) y B -mercaptoetanol 100% (1%
final), cocktail inhibidor de proteasas (1% final). El UCB es almacenado a temperatura

ambiente.
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Protocolo de limpieza de muestras proteicas con kit GE Healthcare 2D
Clean Up Kit

Anexo: Protocolos y Soluciones

Transferir 100 yL de proteina a un tubo eppendorf de 1.5 mL.

Anadir 300 yL de precipitante y mezclar bien por vértex.

Incubar en hielo por 15 minutos.

Anadir 300 uL de co-precipitante a la mezcla de proteina y precipitante. Mezclar

con vortex brevemente.

5. Centrifugar a maxima velocidad (por lo menos 12000g por 5 minutos. Remover
los tubos de la centrifuga apenas termine. Debe verse un pellet. Proceder rapido
al paso siguiente.

6. Remover el sobrenadante sin tocar el pellet.

7. Centrifugar de nuevo, dar un pulso breve. Remover el sobrenadante. En este
paso no debe quedar nada de liquido.

8. Sin perturbar el pellet, colocar 10 uL del co-precipitante arriba del pellet. Dejar en
hielo por 5 minutos.

9. Centrifugar por 5 minutos. Descartar el sobrenadante.

10.Colocar 25 uL de agua destilada encima del pellet. Vortexear por 5-10 segundos.
El pellet debe quedar disperso, pero no disuelto en agua.

11.Agregar 1 mL de buffer de lavado (previamente enfriado por lo menos 1 hora a -
20°C) y agregar 5 pL de aditivo de lavado. Vortexear hasta que el pellet esté bien
disperso, no disuelto.

12.Incubar a -20°C por 30 minutos. Vortexear por 20-30 segundos 1 vez cada 10
minutos.

13.Centrifugar a velocidad méaxima (por lo menos 12000g) por 5 minutos.

14.Remover el sobrenadante. Debe verse un pellet blanco. Dejar secar al aire
brevemente (no mas de 5 minutos).

15.Resuspender el pellet en un volumen apropiado (100 uL) de buffer de lisis (40 mM
Tris base, 7M urea, 2M tiourea, 4% CHAPS, 1mM PMSF, 1% cocktail inhibidor
de proteasas).

16.Conservar la muestra a —20°C hasta su utilizacion.

PwbdPE
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Anexo: Protocolos y Soluciones

Fraccionamiento proteico: Protocolo 1

1. Se homogeniza manualmente en hielo el tejido en 2 volumenes de tejido del
buffer A con homogeneizador de vidrio (4 veces).

2. Se centrifuga a 3000 rpm por 5 min a 4°C

Se retira el sobrenadante y se resuspende el pellet en 4 volimenes de pellet de

buffer de lisis NP- 40.

Se incuba en hielo por 15 min.

Se homogeniza manualmente el pellet en hielo (30 veces).

Se centrifuga por 30 minutos a 10000 rpm a 4°C.

Se colecta el sobrenadante. Esa es la fraccion citoplasmética.

El pellet se resuspende en 2 volumenes de pellet de buffer B.

Se incuba en hielo por 15 min.

10 Se centrifuga 30 minutos a 10000 rpm a 4°C. El Sobrenadante es la fraccion
nuclear.

w
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Preparacion de soluciones

Buffer A (10 ml): 10 mM Hepes pH 7.9, 1.5 mM MgCI2, 10 mM KCI, 0.5 mM DTT, y
1:1000 cocktail de inhibidores de proteasas.

Hepes 1M pH 7,9 100 pl 10 mM
MgCl, 1M 15 ul 1,5mM
KCIl 1M 100 pl 10 mM
DTT 0,1M 50 pl 0,5mM
PMSF 10 pl 1:1000

Buffer de lisis NP-40 (10 ml): 0.1% NP-40, 10 mM Tris [pH 8.0], 10 mM MgCI2, 15 mM
NaCl con 1:1000 cocktail de inhibidores de proteasas.

NP-40 (100%) 10 pl 0,1%

Tris pH 8,0 1M 100 pl 10 mM
MgCl, 1M 100 pl 10 mM
NaCl 5M 30 ul 15 mM
PMSF 10 pl 1:1000
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\\ Anexo: Protocolos y Soluciones

Buffer B (10 ml): 20 mM Hepes pH 7.9, 420 mM NacCl, 1.5 mM MgCI2, 0.2 mM EDTA,
0.5 mM DTT, 25% glycerol, y 1:1000 cocktail de inhibidores de proteasas.

Hepes 1M pH 7,9 200 pl 20 mM
NaCl 5M 840 pl 420 mM
EDTA 0,4M 5 pl 0,2 mM
DTT 0,1 M 50 ul 0,5 mM
MgCl, 15 ul 1,5 mM
Glycerol 100% 2,5 ml 25%
PMSF 10 pl 1:1000

Protocolo extraido de (Ramsey et al. 2007).
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Anexo: Protocolos y Soluciones

Fraccionamiento proteico: Protocolo 2 con kit NE-PER Nuclear and
Cytoplasmic Extraction Reagents

Notas:
# Inmediatamente antes de empezar se debe afadir inhibidores de proteasas a

CER 1y NER (no es necesario afiadir inhibidor de proteasas a CER Il).

# Todas las centrifugaciones se deben hacer a 4°C, y se deben mantener todas las
muestras y extractos en hielo.

® Preenfriar todos los tubos y soluciones que se van a utilizar.

Procedimiento:
1. Cortar de 20-100mg de tejido en pequefios pedazos y colocarlos en un tubo de

microcentrifuga.

2. Lavar el tejido con PBS. Centrifugar el tejido a 500g por 5 minutos. El uso de PBS
se puede omitir.

3. Usar una pipeta para remover y descartar todo el sobrenadante, dejando el pellet
lo mas seco posible. Para mejorar el fraccionamiento se debe remover todo el
PBS antes de afadir CER I.

4. Homogeneizar el tejido en un volumen apropiado de CER I.

20 200 11 100
40 400 22 200
80 800 44 400
100 1000 55 500

5. Vortexear el tubo vigorosamente a velocidad maxima por 15 segundos para
resuspender totalmente el pellet celular. (Para obtener mejores resultados,
vortexear por mas tiempo hasta que se disperse totalmente el pellet).

6. Incubar en hielo por 10 minutos. Para obtener un mejor fraccionamiento se debe
aumentar el tiempo de incubacion.

7. Anadir CER Il previamente enfriado al tubo.

Vortexear el tubo por 5 segundos.

9. Incubar en hielo por 1 minuto. Para obtener un mejor fraccionamiento se debe
aumentar el tiempo de incubacion.

10.Vortexear el tubo por 5 segundos.

11.Centrifugar por 5 minutos a velocidad maxima a 4°C (aprox 16000g). Para obtener
una mayor concentracion en la fraccion nuclear se debe aumentar el tiempo de
centrifugado.

12. Transferir inmediatamente el sobrenadante (extracto CITOPLASMICO) a un tubo
limpio y pre enfriado. Guardar este tubo en hielo hasta su almacenamiento (Si es
un volumen grande hacer alicuotas). Para un mejor fraccionamiento asegurarse
de remover todo el extracto citoplasmico antes de continuar a la extraccion
nuclear. Volver a centrifugar y remover el exceso de extracto nuclear.

o
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13.Para un mejor fraccionamiento se puede enjuagar los nucleaos con CER | o PBS,
para eliminar restos de fraccion nuclear. Suspender el pellet generado en el paso
11 (que contiene los nucleos) en NER previamente enfriado. Para obtener una
mayor concentracion de la fraccion nuclear se puede disminuir de 2 a 4 veces el
volumen de NER utilizado.

14.Vortexear por 15 segundos. Poner la muestra en hielo y continuar vortexeando
por 15 segundos cada 10 minutos, por un total de 40 minutos. Para obtener un
mejor fraccionamiento se debe aumentar el tiempo de incubacion y de vértex.

15. Centrifugar el tubo a méxima velocidad (aprox 16000g) por 10 minutos.

16.Inmediatamente transferir el sobrenadante (extracto NUCLEAR) a un tubo limpio
previamente enfriado. Poner en hielo.

17.Guardar los extractos a -80°C hasta su uso.

Anexo: Protocolos y Soluciones

Nota: se pueden alargar todos los tiempos de incubacion, los tiempos de centrifugado y
de vortex siempre que se considere necesario, en general ayudan a un mejor
fraccionamiento. Mantener siempre en frio.
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Anexo: Protocolos y Soluciones

Protocolo de SDS-PAGE

1. Se prepara un gel separador al 12% (acrilamida 12%, Tris 0,375M pH 8.8, SDS
0.1%, APS 0.1%, Temed 0.05%) y el gel concentrador 3.75% (acrilamida 3.75%,
Tris 0,126M pH 6.8, SDS 0.1%, APS 0.1%, Temed 0.05%).

2. Las proteinas son descongeladas en hielo antes de la corrida y se centrifugan a
velocidad maxima 15 minutos. Se preparan las muestras para la corrida (50 ug)
con un buffer de carga casero 5X (50% glicerol, 5% SDS, 0,225 M Tris-Cl pH 6,8,
0,02% azul de bromofenol, 0,25 M DTT). Luego se hierven las muestras
preparadas por 5 minutos para lograr una buena desnaturalizacion proteica.

3. Los marcadores de peso molecular utilizados fueron ColorPlus Prestained Protein
Ladder, Broad Range (10-230 kDa) P7711S de New England Biolabs y Rainbow
Coloured Protein Molecular Weight Markers High Molecular Weight range (14300-
220000 Da) de Amersham Biosciences de acuerdo con las instrucciones de los
fabricantes.

4. Se arma la cuba, y se utiliza como buffer de corrida Tris-Glicina 1X-SDS (Glicina
192mM, Tris base 25mM, SDS 0,1%).

5. La corrida electroforética se realiza a 25 mA durante 2hs.

Gel Separador 12%

H,O 3,3ml 2,64 ml
Tris 1,5M pH 8,8 2,5ml 2 ml
Acrilamida 30 % 4 ml 3,2ml
SDS 10% 100 pl 80 ul
APS 10% 100 pl 80 ul
Temed 5ul 4,5 ul

Gel Concentrador STACKING 3,75% (5 ml)

H,0O 3,85 ml

Tris 1,5M pH 6,8 0,42 ml

Acrilamida 30 % 0,625 ml
SDS 10% 50 pl
APS 10% 50 ul
Temed 5ul

2014

104



\ Anexo: Protocolos y Soluciones

Protocolo de Visualizacion de Proteinas con solucion de Rojo Ponceau

1. Después de la transferencia pasar la membrana a un taper con PBS 1X
2. Sacar el PBS y poner el rojo unos minutos (2 aprox). Guardar el rojo ponceau

para reutilizar.

Lavar con agua hasta ver las bandas. Escanear
Lavar con agua hasta sacar todo.

5. También se puede lavar con PBS

H W

Preparacion (50 ml)

Polvo rojo ponceau 0.25¢g

0.5%

Acido Acético 500 ul

1%

Enrasar con agua miliRo y guardar a temperatura ambiente.
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Protocolo de Visualizacion de Proteinas con solucion de Azul

Coomasie

\\ Anexo: Protocolos y Soluciones

de

1. Para tefir. sumergir en la solucion de tincidbn (volumen grande) por 4 hs a

temperatura ambiente con agitacion suave.

2. Para desteiiir: sumergir en la solucion etanol/acético por 4 hs a temperatura

ambiente con agitacion suave. Cambiar la solucion 3 o 4 veces.
3. Guardar la solucion de Coomasie para su reutilizacion.

Preparacion (100 ml)

Polvo Coomasie Brilliant Blue R250 0.25¢g
Metanol (o etanol) 45 ml

H,0 45 ml

Acido Acético 10 ml

Disolver 0.25g de polvo en 90 ml de etanol:agua (1:1 v/v) y 10 ml de acido acético.

Filtrar a través de un Whatman N°1
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Anexo: Protocolos y Soluciones

Protocolo de Visualizacion de Proteinas con Nitrato de plata

1. Colocar el gel en solucién de Fijacion (12% Acido Acético, 50% Etanol, 0.5 ml/L
Formaldehido 37%) durante 1 h con agitacion lenta o durante toda la noche.

2. Lavar tres veces en solucion 50% Etanol durante 5, 10 y 15 min.

3. Enjuagar rédpidamente (entre 15y 30 segundos) con la solucion de Tiosulfato (0.2
g/L Na,S,03.5H,0).

4. Enjuagar tres veces rapido con agua nano Q.

5. Incubar durante 30 min en la solucion de nitrato de plata (2g/L AgNO3, 0,75 ml/L
Formaldehido 37%).

6. Enjuagar tres veces rapido con agua nano Q.

7. Revelar las proteinas en la solucion de revelado (30 g/L Na,COg, 20 ml/L solucién
Tiosulfato, 0,5 ml/L Formaldehido 37%).

8. Detener el revelado con solucion de Fijacion.

9. Para tiempos prolongados de conservacion del gel, incubarlo en solucion de
conservacion (Etanol 25%, Glicerol 3%).
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Anexo: Protocolos y Soluciones

Buffers y soluciones utilizadas en Western Blot

Tris-glicina 5X pH 8,3 ( 500 ml)

Glicina (PM=75.07 g/mol) 369 192mM
Tris (PM=121,14 g/mol) 7,579 25mM

Disolver en agua miliRo y chequear el pH. Guardar a 4°C

Buffer de corrida: Tris-glicina-SDS 0,1% (1.4L)

Tris-glicina 5X 280 ml
SDS 10% 14 ml (0.1% final)

Completar con agua miliRo. Guardar a 4°C.

Buffer de transferencia: Tris-glicina 1 X-etanol 12%-SDS 0,025% (1.2L)

Tris-glicina 5X 240 ml
Etanol 100% 144 mi
SDS 10% 3 ml

Enrasar con agua miliRo y enfriar.

TBS pH7,5(2L)

Tris base 4,84 g
NaCl 58,48 g
HCI Aprox 3,1 ml

Una vez disueltos el tris y el NaCl ajustar el pH a 7,5. A diferencia del PBS que se
prepara 5X, el TBS es 1X esta es la concentracion final a la que la vamos a usar.
Guardar a 4°C.

Solucién de Blogueo: TBS-Leche descremada 5% (50ml)

TBS 50 ml
Leche 2509

2014

|08



Solucién de lavado: TBS-Tween 0,05% (1L)

Anexo: Protocolos y Soluciones

TBS 1L
Tween 500 ul
Solucién para dilucién de Anticuerpos: TBS-T-BSA 3% (10ml)
TBS-T 10 ml
BSA 0,3g

Guardar a -20°C
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