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2. RESUMEN.

Se intentd determinar la catepsina B mediante ELISA en corteza,
hipocampo y liquido cefalorraquideo de ratas macho wistar. Debido a
gue varios de los anticuerpos presentaron inespecificidad ya que
reconocian a varias moléculas simultaneamente a las catepsinas, se

intentd otra metodologia con este propasito.

Se empleo entonces la técnica de electroforesis en
poliacrilamida, y western blot para identificar las catepsinas B, Hy L, en
corteza, hipocampo, liquido cefalorraquideo, puente y plexo coroideo.
Se logro identificar positivamente a la catepsina H en plexo coroideo
Unicamente. Se realizd el estudio de la expresion diurna de ésta
molécula mediante densitometria a 6 diferentes tiempos en un periodo
de 24 horas. Los valores de las densitometrias muestran que no hubo
variacion diurna en su expresion en este tejido. Al estudiar la relacion
catepsina H y cistatina C, mediante los valores obtenidos por
densitometria, se encontré que no existe una variacion significativa en la

relacion de catepsina H / cistatina C en las ratas estudiadas.

Los resultados indicaron que no existe variacion diurna en la
expresion de estas moléculas, y que la relacion entre catepsina H y
cistatina C es constante en condiciones fisiologicas, lo que podria
posteriormente ser utili en otro tipo de estudios al permitir hacer
comparaciones de la expresidon diurna en condiciones patologicas,
como por ejemplo, las que se presentan posteriores a un traumatismo

craneoencefalico.



3. MARCO TEORICO.

3.1 Generalidades.

Los eventos traumaticos representan uno de los principales
problemas de salud publica. A nivel mundial, ocupan el tercer lugar
como causa de muerte y el segundo como causa de discapacidad
(Programa Nacional de Salud 2001-2006). La poblacion mas afectada
por los accidentes la constituyen los nifios, adolescentes y jovenes entre
20 y 35 afos. Los accidentes ocurren tanto en el hogar como en la
escuela, el trabajo y la via publica; en esta Ultima por choques
automovilisticos, atropellamientos y en eventos violentos como heridas
por arma blanca y de fuego. Los accidentes tienen importantes
repercusiones en el individuo, en la familia y en la comunidad, tanto por
la pérdida de vidas como por la incapacidad temporal, la
discapacidad permanente y su alto costo directo e indirecto. Se ha
seflalado que por cada muerte ocasionada por un traumatismo se
originan dos casos de discapacidad. En nuestro pais, los traumatismos
representan la cuarta causa de muerte en general y la primera dentro
de la poblacion econdmicamente activa (INEGI, 2002). Su adecuada
atencion representa uno de los objetivos del Programa Nacional de

Salud 2001-2006.

En algunas condiciones patoldégicas que involucran dafo
neuronal, se ha descrito un incremento en la expresion de algunas
catepsinas, asi como de la cistatina C (Nagai y cols., 2000). La expresion
de estas moléculas no ha sido analizada en estado durante un periodo
diurno en estados fisiolégicos. Nosotros creemos que las catepsinas son
parte de las moléculas que se liberan en un evento patolégico, por

ejemplo un evento de traumatismo y que incrementan la muerte



neuronal, mientras que la liberacion de cistatina C representa una de las

respuestas de autoproteccion del organismo (Leker & Shohami, 2002).

Utilizando a la rata como modelo experimental se ha visto que el
organismo estd mas protegido frente a un TCE en las horas de luz
(Navarro y cols., 2003), asi pues en este proyecto analizamos la
expresion basal de la catepsina H y su relacion con la expresion de la

cistatina C, a lo largo del dia.

3.2 Traumatismo craneoencefalico (TCE).

Se define al Traumatismo Craneoencefalico (TCE), como cualquier
lesion fisica, o deterioro funcional del contenido craneal, debido a un

intercambio brusco de energia mecanica (Figura 3.1).

En el TCE hay repercusidn neurolégica que resulta en un deterioro
de Ila conciencia, sintomas focales neurolégicos y amnesia

postraumatica.

En un TCE, se pueden identificar dos tipos de lesiones, la lesidn
primaria, que corresponde al dafio mecanico al parénquima o a la
vasculatura, ésta tiene lugar en el momento del impacto y no es
reversible. Y la lesiéon secundaria, que corresponde a los efectos tardios,
gue se presentan de horas a dias post-trauma. Esta Ultima es un proceso
potencialmente reversible, mediante una terapia adecuada (Nestler y

cols., 2000).



Figura 3.1 A) Traumatismo craneoencefdlico originado por un
movimiento brusco del cuello originando el choque entre el
craneo y el cerebro. B) traumatismo craneoencefalico
originado por el choque de un objeto externo contra el
craneo del individuo.

La lesion secundaria involucra una serie de cambios funcionales,
estructurales y moleculares que pueden dar lugar al dafio neuronal.
Entre los eventos que ocurren, se ha descrito que se presenta un dafo
cerebral isquémico. Cuando cesa el flujo de sangre al tejido cerebral, se
ve severamente dafada la entrada de oxigeno y nutrientes asi como la
salida de metabolitos potencialmente toxicos o que da lugar a cambios
bioquimicos en el area cerebral afectada. Entre estos cambios hay una
deplecion de la glucosa y del glucdégeno, falla de la Na/K ATPasa y de
otras bombas, que dan lugar a una disminucidn en el umbral de
excitacidn, consecuentemente se presentan potenciales de accion,
liberacion de neurotransmisores excitadores, entrada masiva de calcio,
activacibn de proteasas, lipasas, sintasa de O6xido nitrico,
endonucleasas, produccion de radicales libres y potencialmente
necrosis y/o apoptosis (Nestler y cols., 2000). Sin embargo no todos los
cambios son nocivos, algunos de éstos tienen un efecto neuroprotector;
es decir, parece haber una respuesta homeostatica del organismo que
conduce al estado basal, activando mecanismos de neuroproteccion.
Estos mecanismos parecen compartirse en eventos de dafio causado

por un TCE, como por un accidente vascular cerebral. Entre estas
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respuestas se ha observado la participacion de sistemas inhibitorios
(Leker & Shohami, 2002).

3.3 Vulnerabilidad del sujeto dependiente de la hora del
dia.

El ataque isquémico cerebral, de manera similar al ataque al
miocardio, tiene un marcado ritmo diurno. Numerosos estudios han
mostrado que la hora de inicio de los accidentes vasculares cerebrales,
asi como de los ataques isquémicos transitorios, ocurren
preferentemente entre las 6:00 vy las 12:00 horas del dia, es decir
después de que el sujeto se levanta y empieza a presentar actividad
(Marler, 1993). Numerosas variables se han mencionado como
responsables de este patron circadico, entre las que se encuentran
cambios posturales, variaciones circadicas de la agregacion de
plaquetas, trombolisis, presion arterial, ritmo cardiaco y concentraciones
circulantes de catecolaminas, cuyos niveles maximos ocurren justo en
este periodo. En rata, la isquemia provoca un mayor dafio si ésta se
induce en las horas de oscuridad en comparacion con las horas de luz
(Vinall y cols., 2000).

Analizando la severidad de un TCE en relacion al fotoperiodo y
utiizando para esto a la rata como modelo biolégico experimental, se
encontré que la recuperacion frente a un TCE infligido mediante la
técnica de “closed head injury” (Panikashvili y cols., 2001) presenta
variaciones diurnas, siendo mejor la recuperacion, si el traumatismo
ocurre en las horas de luz respecto a las horas de oscuridad (Navarro et.
al, 2003). Es decir parece haber una respuesta de autoproteccion

mayor en las horas de luz.
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Por otra parte también se ha analizado el patréon de expresidn de
proteinas en el liquido cefalorraquideo (LCR) a lo largo de las 24 horas
localizandose una banda proteica de aproximadamente 15 kDa,
correspondiente a cistatina C, (Gonzalez-Rivera y cols., 2003), y que

incrementa su concentracion 24 horas después del TCE.

3.4 Catepsinas.

Las catepsinas pertenecen a una de las dos superfamilias que
constituyen a las cistein-proteasas o proteasas de cisteina. Las cistein-
proteasas, como su nombre lo indica, son enzimas capaces de
degradar proteinas, poseen una cisteina en su sitio activo y utilizan al
grupo sulfidrilo como nucledfilo. Poseen pH 6ptimo entre 4 y 6.5 y utilizan
al glutation como cofactor. Se han descrito dos superfamilias, la familia
de las cistein-proteasas relacionadas a la enzima convertidora de
interleucina 1-beta y la familia de la papaina (Figura 3.2). A esta Ultima

familia pertenecen las catepsinas.

Rizo de oclusién
sitioc active

: ...-. ‘ y W\l -
I o=
N\ ot F"_—' ,J'
Papaina Catepsina B

Figura 3.2 Imagen que muestra las similitudes del sitio activo entre
las moléculas de papaina y catepsina B. el rizo de oclusién
gue se localiza en la catepsina B le confiere mayor
especificidad a esta (imagen modificada de
http//delphi.phys.uni-tours.fr/prolysis/images/cbpap.jpeg).
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En mamiferos, se han descrito la presencia de las catepsinas B, C,
H, K, L, M, N, S, T, Vy W, las cuales tienen localizaciéon lisosomal. Su
actividad esta regulada por su sintesis, su recambio, por la presencia de

cofactores y la de inhibidores como la cistatina C.

El hecho de que la expresion de las cistein-proteasas sea
restringida, y su actividad sea regulada ha puesto de manifiesto su
importancia fisioldgica. Recientemente se ha reconocido que
participan en procesos vitales, como procesamiento de hormonas,
citocinas, presentacion de antigenos, coagulacion, entre otros

(Chapmany cols., 1997).

3.5 Cistatina C.

La cistatina C humana es una proteina de 120 aminoacidos,
codificada en el cromosoma 20 en humanos. Pertenece a una
superfamilia de inhibidores de proteasas, conocidos en general como
cistatinas, presenta un péptido sefial de 26 aminoacidos, lo cual es
congruente con su actividad extracelular. Ademas, posee dos puentes
disulfuro, no glucosilados, y su punto isoeléctrico es de 9.3 (Figura 3.3). Al
ser una proteina basica, no es reabsorbida en el tubulo renal y permite
gue sus niveles plasmaticos sean utilizados como marcador de filtracion

glomerular (Laterza y cols., 2002).
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| SN Sitios reactivos inhibitorios

Figura 3.3. Imagen de la molécula de cistatina C donde se
muestran los sitios reactivos. (Imagen modificada de
http//delphi.phys.uni-tours.fr/prolysis/images/cystatin.jpeg).

La cistatina C es inhibidora de las catepsinas B, H, K, L y S. Esta
ampliamente distribuida en fluidos biolégicos. Sus niveles se encuentran
mas elevados en el liquido seminal y en liquido cefalorraquideo (LCR).
También se encuentra en menores concentraciones en lagrimas, en

liquido amnidtico, en saliva, en leche y en plasma.

Por su amplia distribucion y potencia inhibidora se sugiere que es

la principal inhibidora de las cistein-proteasas (Grzonka y COIs.,2001).

3.6 Daino neuronal, catepsinas y cistatina C.

Hay datos contradictorios respecto a la presencia de la cistatina
C como marcador de dafo cerebral. Por ejemplo, se ha observado un
incremento en la inmunoreactividad a cistatina C en corteza cerebral
en humanos con Alzheimer, post mortem (Deng y cols., 2001), asi como

en hipocampo de rata en modelos experimentales de isquemia (Palm y
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cols., 1995). En procesos inflamatorios en disfunciones neuroldégicas, por
ejemplo en esclerosis multiple y metastasis leptomeningeal, los niveles de
cistatina C en LCR estan disminuidos, mientras que los niveles de
catepsinas B y H se encuentran incrementados (Nagai y cols., 2000;
2003).

Asi pues parece que el marcador de dafio neuronal podria ser la
pérdida del balance entre las concentraciones de algunas catepsinas y

su inhibidor.

También se ha descrito que la catepsina L, pasa de la fracciéon
lisosomal a la citosdlica como respuesta a la reperfusibn sanguinea
posterior a un episodio isquémico (Islekel y cols., 1999). No hay datos
respecto al papel de las otras catepsinas (B y H) en dafio neuronal.
Recientemente se ha propuesto que la participacion de las proteasas
puede inclinar la balanza entre apoptosis y necrosis en modelos de
isquemia global transitoria (Yamashima, 2000). La apoptosis es
consecuencia de un programa genéticamente regulado y da lugar a
una muerte “silenciosa”, previene la inflamacién y el dafio al tejido,
mientras que la necrosis comienza con hinchamiento celular y
mitocondrial, provoca inflamacién y dafio al tejido vecino con salida
del contenido celular hacia el medio extracelular. En un evento
isquémico, posterior a la entrada masiva de calcio, se activan
proteasas, en particular calpaina, una cistein-proteasa ubicua, la cual
participa en la activacion de caspasa-3 induciendo apoptosis, o bien
participa en el rompimiento de lisosomas, que liberan catepsinas que
inducen necrosis (Yamashima, 2000). De hecho, se han utilizado algunos
inhibidores de cistein y serin-proteasas como leupeptina o selectivos de
calpaina (Markgraf y cols., 1998) para prevenir el dafio causado por un
episodio isquémico (Lee y cols.,, 1991) con resultados prometedores.
Vale la pena sefialar que practicamente no hay datos en la literatura

respecto a la variacion diurna de las catepsinas B, Hy L y la relacion
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que guardan con la cistatina C en un estado fisiol6gico. Solo hay un
reporte en autopsias de humanos que han fallecido debido a TCE, en el
gue se describe la presencia de un incremento en la expresion de

catepsina D (Sherriff y cols., 1994).

3.7 Plexos coroideos.

Los plexos coroideos son tejidos localizados en el cerebro. Se
subdividen en tres regiones cada una de las cuales se constituye por
peqguefios vasos sanguineos que existen dentro de los ventriculos

cerebrales. Elaboran en su mayor parte el liquido cefalorraquideo.

« Plexo coroideo del cuarto ventriculo: plexo bastante grande que
se encuentra en la porcion mas baja del techo del ventriculo.

o Plexo coroideo del tercer ventriculo: un par de plexos que se
extienden hacia abajo a cada uno de los lados del techo del
tercer ventriculo (Figura 3.4).

e Plexo coroideo del ventriculo lateral: plexos de los ventriculos
laterales que se extienden desde el foramen interventricular hasta

el cuerno inferior (Figura 3.4).

16



cerebelo

plexo coroideo del
ventriculo lateral

amigdala
plexo coroideo del 2

tercer ventriculo

Figura 3.4. Imagen del cerebro de rata donde se muestran los
plexos coroideos del ventriculo lateral y del tercer ventriculo.

3.8 Ritmo Diurno.

Generalmente los habitos de actividad-reposo se coordinan con
respecto al dia solar (24 horas), estos ritmos se denominan circadicos
debido a que su periodicidad se acerca a las 24 horas del dia oscilando
entre las 22 y las 26 horas. Un ritmo circadiano es aquel que persiste en el
organismo al aislar a este de sefales ciclicas, esto quiere decir bajo
condiciones ambientales constantes ya sea de luz u oscuridad durante
24 horas (Rusak, 1980). Si solo se analizan manifestaciones fisioldgicas o
expresiones moleculares en condiciones ambientales constantes (12
horas de luz por 12 horas de oscuridad) se tiene que hablar entonces de

ritmos diurnos.
3.9 Variaciones diurnas de catepsinas y de cistatina C.

Con respecto a estudios en las expresiones de catepsinas y
cistatinas en tejidos cerebrales, y variaciones diurnas de estas
expresiones hay muy pocos datos en la literatura, por ejemplo se ha

descrito la expresion circadica de catepsina H, By L en suero humano

17



(Cimerman y cols., 2000; 2002), sin embargo no se han realizado estudios
en la variacion de la expresion diurna. Como se sefialé anteriormente,
existen datos que describen el comportamiento diurno de las

concentraciones de cistatina C en LCR de rata (Gonzalez- Rivera, 2003).

18



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

No existen reportes en la literatura respecto al nivel basal de las
catepsinas y tampoco se ha analizado una relacidon entre las
concentraciones de catepsinas con respecto a su inhibidor endégeno,
la cistatina C, solamente existe un reporte de un estudio realizado en
autopsias de humanos que han muerto como consecuencia de un TCE,
en el que se describe un incremento en la expresion de catepsina D

(Sherriff y cols., 1994).

Un estudio consistente de la variacion diurna en la expresion de
estas moléculas en condiciones fisiolégicas aportaria datos relevantes
gue permitiran tener un parametro de las mismas. Teniendo un punto de
comparacion del nivel de dichas moléculas, en condiciones fisiologicas,
se pueden contrastar los niveles de las mismas moléculas en
condiciones patoldégicas multiples como por ejemplo el traumatismo

craneoencefalico.

Nos propusimos estudiar la expresion diurna de las catepsinas B, H,
L. Ademas de la relacion que existe entre estas catepsinas y la cistatina

C, todo ello en tejidos cerebrales de rata en condiciones fisiologicas.

El conocimiento generado a partir de este estudio nos permitira
determinar si existen cambios en la expresiOn de estas moléculas y en la
relacion de las mismas, dependiendo de la hora del dia, de manera
fisiolégica. Lo que posteriormente se podra contrastar con ensayos
dependientes de algun dafo cerebral inducido, para analizar los
cambios en la expresibn de las moléculas derivados de esta

fisiopatologia.
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5. OBJETIVOS.

Objetivo general.

» Estudiar la expresion diurna de las catepsinas B, Hy L, y la relacion
existente con la expresion diurna de la cistatina C en tejidos

cerebrales en la rata.

Objetivos particulares.

» Determinar la expresion diurna en las concentraciones de las
catepsinas B, H y L, mediante técnicas inmunoenzimaticas (ELISA y

western blot).

» Determinar la relacidn que existente entre las catepsinasB,Hy L,y
su inhibidor enddégeno la cistatina C, durante la expresion diurna

de dichas moléculas.

6. HIPOTESIS.

La hipdtesis nula (Ho) es que no existe variacion diurna en la
expresion de las catepsinas B, H y L en tejidos cerebrales de la rata, en
condiciones fisioldgicas, y que el cociente derivado de la cuantificacion
en la expresion de catepsinas y de cistatina C no presenta una

variacion diurna.

20



7. MATERIAL Y METODOS.

7.1 Materiales.

7.1.1 Extraccion de LCR.

= Agujas para insulina.
= Pentobarbital sédico de uso veterinario (anestesal Pfizer).

e Cloruro de Benzalconio.

7.1.2 Homogenizado de tejidos.

= Ultracentrifuga (Sorvall super T21).

< Amortiguador A, para 200 mL (21.88 g sacarosa, 2 mL Tris-base 1
M pH 6.8, 0.8 mL EDTA 0.5 M, 0.0952 g MgCl,, aforo con agua destilada a
200 mL).

= Mezcla de inhibicion para 10 mL de amortiguador A (Aprotinina

1uL, DTT 10 ul y PMSF 120 pL).

7.1.3 Cuantificacion de proteina por el método de Lowry.

= Na,COs anhidro.

= KNaC4H4+O6 — 4 H20.

= CuSO4 -5 H20.

= Espectrofotometro (turner 690).

= Microcentrifuga (eppendorf 5415).
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7.1.4 Inmunoensayo enzimatico en fase solida (ELISA).

= Placas Nunc maxisorp certificadas (439454), para inmunoensayo
enzimatico en fase solida (ELISA).

= Anticuerpos.

- Anti -catepsina B de origen humano que identifica catepsina B
humana, de ratén y de rata, |g-G policlonal hecho en cabra. Santa Cruz
(sc-6493).

- Anti-catepsina B de origen humano que identifica catepsina B
humana, de ratén y de rata, Ig-G policlonal hecho en conejo. Santa
Cruz (sc-13985).

- Anti-catepsina H de origen humano que identifica catepsina B
humana, de ratén y de rata, Ig-G hecho en cabra. Santa Cruz (sc-6496).

- Anti-catepsina L de origen humano que identifica catepsina B
humana, de raton y de rata, Ig-G hecho en conejo. Santa Cruz (sc-
10778).

= Amortiguadores.

- PBS (Amortiguador de fosfato-salina 10 mM, pH 7.4)

- PBS-Tween (Amortiguador de fosfato-salina y detergente 10 mM,
pH 7.4, 0.01% Tween 20 (sigma P-2287).

- Amortiguador para el sustrato (10 mM de Tris-HCI pH 9.5, 1 M de
dietanolamina, 10 mM de 4-nitro-fenilfosfato, 0.25 mM de MgCly).

- Amortiguador de carbonatos (pH 9.5).

-Albumina sérica bovina (BSA sigma A-7030), al 1% en
amortiguador de carbonatos.

= Leche descremada de bovino (sigma) al 1% en amortiguador
de carbonatos.

- NaOH (2 M).

e Sustrato para fosfatasa alcalina, 4-nitro-fenilfosfato 10 mM

(Sigma Chemical).
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= Lector de microplacas Biotek EL311 con filtro de 405 nm.

7.1.5 Western blot.

« Gel electroforético de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio al
12%.

- Acrilamida 30% (Gibco-BRL).

- Tris 1.5 M. pH 8.8 (Gibco-BRL).

- Tris 0.5 M. pH 6.8 (Gibco-BRL).

- H20.

- SDS 10%(Gibco-BRL).

- Persulfato de amonio 10%(Gibco-BRL).

- TEMED (Gibco-BRL).

< Amortiguador de cargado para proteinas (20 mM Tris-HCI, 0.5 M
NacCl, 1 mM EDTA, 0.1% SDS).

= - mercaptoetanol (10 uL por cada mL de amortiguador de
cargado de proteinas).

= Estandares de proteinas pretefidas (Gibco-BRL).

eAnticuerpos.

- Anti-catepsina B de origen humano que identifica catepsina B
humana, de ratdén y de rata, Ig-G policlonal hecho en cabra (sc-6493).

- Anti-catepsina B de origen humano que identifica catepsina B
humana, de raton y de rata, Ig-G policlonal hecho en conejo (sc-
13985).

- Anti-catepsina H de origen humano que identifica catepsina B
humana, de ratén y de rata, Ig-G hecho en cabra (sc-6496).

- Anti-catepsina L de origen humano que identifica catepsina B
humana, de ratén y de rata, |g-G hecho en conejo (sc-10778).

- anti-conejo Ig-G hecho en ratdn marcado con fosfatasa alcalina
(sc-2358).

- Anti-cabra Ig-G hecho en ratébn marcado con fosfatasa

alcalina (sc-2355).
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- Anti Ig-G peroxidado hecho en cabra.

= Amortiguadores.

- PBS (Amortiguador de fosfato-salina 10 mM, pH 7.4).

- PBS-Tween (Amortiguador de fosfato-salina, pH 7.4, 0.01%-Tween
20).

= Suero normal de conejo (Vector S1000).

= Suero normal de cabra (Vector S5000).

= Kit vector para inmunoensayo (6101 conejo).

= Kit vector para inmunoensayo (6105 cabra).

e Papel de nitrocelulosa para electro-transferencia (Hybond-C
0.45u Amersham Life Science).

e Leche descremada (Nestlé svelti).

= Tabletas NBT/BCIP (Roche).

= DAB-H.0; (7.5 mg DAB, 15 mL H.O,, 15 mL PBS).

7.1.6 Software.

= Software. SigmasStat V. 3.1, (Jandel Scientific).
= Software SigmaPlot V. 9.0 (Jandel Scientific).
« Software Quantity One para analisis de bandas (Bio-RAD

Laboratorios, Hércules CA, USA).

7.1.7 Animales.

En todos los experimentos se utilizaron ratas macho wistar con un
peso entre 250 g y 300 g al momento de ser sacrificadas. Los animales se

mantuvieron en un ciclo de luz oscuridad 12/12 (luz encendida a las 8:00

am), con agua y alimento ad libitum.
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7.2 Metodologia.

7.2.1 Traumatismo craneoencefalico (TCE).

Se anestesiaron los animales con anestesal via intraperitoneal
(100uL/100mg de peso). Posteriormente se utilizd el modelo conocido
como “closed head injury” que consiste en dejar caer una pesa sobre el
craneo del animal a una distancia fija 20 cm., obteniendo un dafo

moderado en |os sujetos experimentales.

Los animales se anestesian y posteriormente se marca la zona del
impacto, que se localiza en la parte media del crAaneo, 5 mm delante
de la linea media de las orejas. Con este sistema el impacto es sobre la

corteza motora derecha.

7.2.2 Extraccioén de tejidos cerebrales.

Se anestesiaron los animales con anestesal via intraperitoneal
(100uL/100mg de peso) y se les extrajo LCR introduciendo una aguja
para insulina en la cisterna magna del roedor localizada en la parte
baja de la nuca, esta extraccion se realizé por capilaridad. Posterior a la
toma de LCR los animales se sacrificaron por decapitacion con

guillotina.

De cada una de las ratas se extrajo el cerebro y se disectaron
corteza, hipocampo, puente y plexo coroideo. Estos fueron
homogenizados por separado con 500 uL de amortiguador de inhibicion
(pH 5.5). Posteriormente los homogenados se centrifugaron a 600G
durante 10 minutos a una temperatura de 4°C, se separaron
sobrenadante y precipitado de cada muestra, obteniendo dos muestras

independientes por tejido, de cada muestra independiente se tomaron
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2 uL para realizar la cuantificacion de proteina total (Lowry y cols, 1951).
Cabe mencionar que los resultados estAn basados en tejidos de

animales en condiciones fisiologicas normales.

7.2.3 Inmunoensayo enzimatico en fase soélida (ELISA).

Se realiz6 inmunoensayo enzimatico en fase sélida (ELISA; Clark,
1987). Para esto se tomdé una muestra de 100 ul de liquido
cefalorraquideo. Se diluy6 1:100 en PBS (10 mM y pH 7) y se incubaron
100 ul de la dilucién en placas Maxisorp (Nunc), durante 2 horas a
temperatura ambiente. Previamente las placas fueron cubiertas con 100
ul (1 ng ) de los siguientes anticuerpos de captura: anti-catepsina B (IgG
de cabra) y anti —catepsina B (IgG de conejo) segun correspondiera. El
anticuerpo de captura fue diluido a la concentracién correspondiente
para cada ensayo en amortiguador de carbonatos pH 9.5. Se dejaron
incubando a 4°C toda la noche, posteriormente se lavaron con PBS-
Tween-20 (0.1%) para después bloquear con 150 ul de BSA al 1% 6 150 uL
de leche descremada de bovino (sigma) al 1% segun correspondiera,
en amortiguador de carbonatos pH 9.5 a temperatura ambiente
durante 4 horas. Se lavdé con PBS-Tween 20 (0.1%) y se agregaron los
anticuerpos de deteccioén; anti-catepsina B (Ig-G de conejo) 6 anti-
catepsina B (Ig-G de cabra) segun fuese el caso. Se incubd durante 1
hora a temperatura ambiente en agitacion constante. Se realizd un
lavado con PBS-Tween-20. Se agregd en cualquiera de los casos un
tercer anticuerpo raton anti-lg-G de conejo marcado con fosfatasa
alcalina (sc-2358) y se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente
en ausencia de luz. Finalmente se lavo con PBS-Tween 20 y se agrego el
sustrato (1 M de dietanolamina, 10 mM de 4-nitro-fenilfosfato, 0.25 mM
de MgCl,) diluido en amortiguador 10 mM de Tris-HCI, pH 9.5. Se dej6
reaccionar por 30 minutos, para finalmente detener la reacciéon con 50

ul de NaOH 2M y se leyeron las absorbancias en un lector de
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microplacas Biotek EL311 a 405 nm. Con las absorbancias se graficaron
los resultados con el software SigmaPlot V. 9.0 y se realizaron las

comparaciones estadisticas con el software Sigma stat V. 3.1.

7.2.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS - PAGE).

Se prepararon geles de poliacrilamida adicionados con SDS a un
porcentaje del 12 % (Laemmli, 1970) y con un grosor de 0.75 mm. Se
realiz6 una mezcla con 15 6 50 uL de proteina de muestra
independiente por tejido, segun fuese el caso, con amortiguador de
proteinas 2x a una disolucién 1:1. Las mezclas se calentaron a 95 °C
durante 5 minutos y se centrifugaron a 600 RCF durante 5 minutos. Para
reconocer los pesos moleculares de las proteinas se utilizaron estandares
de pesos moleculares pretenidos (GIBCO BRL) los cuales se procesaron

de la misma manera que las muestras.

Las muestras se cargaron en el SDS - PAGE (muestra individual por
carril). La electroforesis se corrié durante 2 horas 30 minutos a un voltaje

de 150 volts y 250 miliamperes.

7.2.5 Western blot.

Las proteinas separadas en el gel de electroforesis junto a los
patrones de pesos moleculares pretefiidos se transfiieron a una
membrana de nitrocelulosa. Esta transferencia se llevd acabo en una
camara de transferencia humeda durante 1 hora a 100 volts y 250
miliampers.

Las membranas de nitrocelulosa fueron reveladas con rojo de
Ponceau S, esto se realizd para determinar que la transferencia de las
proteinas del gel a la membrana de nitrocelulosa fuese exitosa, ademas

de lograr la determinacion de los carriles de transferencia (Fig. 7.1).

27



Figura 7.1 Se muestra el revelado de la membrana de nitrocelulosa
con rojo de Ponceau S. A) carril en donde se encuentran los
estandares de pesos moleculares pretefiidos. B) carriles en
donde se localizan las proteinas.

Posteriormente se bloquearon los sitios libres en la membrana con
PBS-Tween enriquecido con 10% leche Nestlé sveltiy 4% de suero normal
de cabras si el primer anticuerpo estaba hecho en conejo 0 suero
normal de conejo si el primer anticuerpo estaba hecho en cabra. Esto
se incubd6 en agitacidon constante y a temperatura ambiente durante 1
hora. Pasado el tiempo se adicioné el ler anticuerpo (anticuerpos

anticatepsina, ya descritos) y se incub6 a 4 °C durante 12 horas.

A las membranas se les realizaron tres lavados con PBS-Tween y
uno con PBS. A los anticuerpos que reconocieron y se acoplaron a las
proteinas en la membrana se les adicionéd un segundo anticuerpo
acoplado a fosfatasa alcalina o al complejo avidina-biotina (complejo
AB), segun fuese el caso y se incubd a temperatura ambiente por 1
hora. Finalmente se desarroll6 la precipitacion colorida para identificar
las bandas utilizando los siguientes sustratos: p-nitrofenilfosfato vy
NBT/BCIP (Roche) en el caso de fosfatasa alcalina, y DAB-H2O, en el
caso del complejo AB. El tiempo 6ptimo de reaccion para obtener la

precipitacion colorida fue de 3 minutos, posterior a este tiempo se lavo
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la membrana con agua. Se dejé secar la membrana para obtener los

western blot con las bandas reveladas.

Los blots obtenidos se escanearon y se realizé la cuantificacion de
las bandas por medio del programa Quantity One. Finalmente se
realizaron las graficas y el andlisis estadistico por medio de los

programas SigmaPlot V 9.0 y SigmaStat V 3.1.
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8. RESULTADOS.

Se realizé la titulacidon de los anticuerpos primario y secundario
para detectar catepsina B, con muestra de LCR (100 pL) mediante
ensayo de ELISA indirecto tipo sandwich. En la grafica obtenida para
determinar las concentraciones idéneas de anticuerpos no se observo
una tendencia que permitiera determinar dichas concentraciones

(Figura 8.1).
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Figura 8.1 Titulacién de anticuerpos (anticatepsina B hecho en cabra
y anticatepsina B hecho en conejo) con muestra de LCR de
rata y BSA como bloqueador mediante ELISA indirecto tipo
sandwich.

Lo anterior sugirié dos posibles alternativas:

a) Que solo estuviéramos observando el fondo debido a la
escasez de catepsina B en LCR.

B) Una interaccidon del bloqueador con los anticuerpos que
pudiera enmascarar la deteccion de catepsina B.

Debido a estas posibilidades se decidié determinar la eficiencia

del bloqueador (BSA) para este modelo de deteccién, ademas de la

30



correcta eleccion de tejidos cerebrales para la determinacion de

catepsinas.

Por lo tanto, se realizd la determinacidon de catepsina B con el
mismo bloqueador BSA, utiizando como muestra sobrenadante de un
macerado de corteza y sobrenadante de un macerado de hipocampo,
ambos tejidos de rata y manejados por separado. Esta determinacion
mostré que la BSA interactia directamente con los anticuerpos
provocando aumento en las lecturas de absorbancia en el ensayo de

ELISA tipo sandwich (Figura 8.2).
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Figura 8.2 Cuantificacion de catepsina B en tejidos cerebrales de
rata (corteza e hipocampo) sacrificadas 24 hrs post-TCE,
mediante ELISA indirecto tipo sandwich. (BSA) bloqueante + 2°
anticuerpo; (BSA + H) blogueante + muestra de hipocampo +
2° anticuerpo; (BSA + C) blogueante + muestra de Corteza +
2° anticuerpo; (NT) 1ler anticuerpo + bloqueante + 2°
anticuerpo; (H SIN 2°.) ler anticuerpo + bloqueante + muestra
de hipocampo; (HIPOC) ler anticuerpo + bloqueante +
muestra de hipocampo + 2° anticuerpo; (C SIN 2° ler
anticuerpo + bloqueante + muestra de corteza; (CORT) ler
anticuerpo + bloqueante + muestra de corteza + 2°
anticuerpo.
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Posterior a esto se decidioé realizar un ensayo donde solo se evalud

la leche descremada de bovino como bloqueador y el anticuerpo de

captura anti-catepsina B (Ig-G de cabra) (Figura 8.3).
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8.3 Determinacion de la interacciéon del ler anticuerpo anti-
catepsina B con el bloqueante leche descremada de bovino
(Sigma) y detectado con el 2° anticuerpo conjugado con
biotina. (TODO) bloqueador + 1ler anticuerpo + 2do
anticuerpo; (ler Ac) bloqueador + 2do anticuerpo; (2° Ac)
blogueador + 1ler anticuerpo; (CONJUGADO) solo el
blogueante mas el complejo avidina - fosfatasa alcalina.

resultados favorables con la leche descremada

como bloqueante, se procedié a ensayar este sistema de bloqueo con

muestras de sobrenadante de macerado de corteza e hipocampo y

con muestras de LCR de rata con

y sin TCE para corroborar la

eficiencia del sistema. Sin embargo la sefial que se obtuvo en ambos

casos es inespecifica (Figuras 8.4 y 8.5).
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Figura 8.4 Determinacion de catepsina B en diversos tejidos
cerebrales mediante ELISA indirecto tipo sandwich. (N-PBS)
ler anticuerpo + bloqueador + PBS + 2° anticuerpo; (N-1°Ac)
blogueador + muestra de corteza + 2° anticuerpo; (N-2°Ac)
bloqueador + 2° anticuerpo; (N-CONJ) bloqueador; (N-CTx)
ler anticuerpo + bloqueador + muestra de corteza; (P-CTx)
ler anticuerpo + bloqueante + 2° anticuerpo; (N-HTX) ler
anticuerpo + bloqueador + muestra de hipocampo; (P-HTx)
ler anticuerpo + bloqueador + muestra de hipocampo + 2°
anticuerpo.
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Figura 8.5 Determinaciobn de catepsina B en LCR de rata
traumatizada y no traumatizada utilizando leche descremada
de bovino (Sigma) como bloqueador; (N-PBS) ler anticuerpo
+ bloqueante + PBS + 2° anticuerpo; (N-1°Ac) bloqueador +
LCR de rata con TCE + 2do anticuerpo; (N-2°Ac) bloqueador +
2do anticuerpo; (N-CONJ) bloqueante; (N-2°NTx) ler
anticuerpo + bloqueador + LCR de rata sin TCE. P-NTx) ler
anticuerpo + blogqueador + LCR de rata sin TCE + 2°
anticuerpo; (N2°Tx) ler anticuerpo + blogqueador + LCR de
rata con TCE; (P-Tx) ler anticuerpo + bloqueador + LCR de
rata con TCE + 2° anticuerpo.

Después de la sefial inespecifica que se detectd en los ensayos de
ELISA, se decidid utilizar la técnica de Western blot para corroborar la
especificidad de los anticuerpos y posteriormente realizar la deteccién y

cuantificaciéon de las proteinas en estudio.

En primera instancia se determind que la catepsina B no era
detectable en las muestras de tejidos cerebrales manejadas, ademas
de la inespecificidad del anticuerpo. La inespecificidad de este

anticuerpo quedd demostrada al obtener diversas bandas, de las
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cuales ninguna coincidié con el peso especifico para catepsina B que
es de 28 kDa (Figura 8.6).

12 3 45 6 7 89 1011121314
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<— 60 kDa

<—40 kDa
<— 30 kDa

<— 20 kDa

Figura 8.6 Western blot donde se muestra la ausencia de catepsina B
en diversos tejidos del cerebro de rata. En cada carril se
colocaron 15 ug de proteina total de cada de tejido segun
correspondia. (1-6) Precipitado; (8-12) sobrenadante; (1)
corteza de rata sacrificada 24 hrs. Post-TCE; (2) Hipocampo
de rata sacrificada 24 hrs. Post-TCE; (3) Corteza de rata
sacrificada 5 minutos Post-TCE; (4) Hipocampo de rata
sacrificada 5 minutos post-TCE; (5) Corteza de rata sin TCE; (6)
Hipocampo de rata sin TCE; (7) LCR de rata sacrificada 24 hr
post-TCE; (8) Corteza de rata sacrificada 24 hrs. Post-TCE; (9)
Hipocampo de rata sacrificada 24 hrs. Post-TCE; (10) Corteza
de rata sacrificada 5 minutos Post-TCE; (11) Hipocampo de
rata sacrificada 5 minutos post-TCE; (12) Corteza de rata sin
TCE; (13) Hipocampo de rata sin TCE; (14) LCR de rata sin TCE.

Estudiando la catepsina H en condiciones similares en corteza e
hipocampo, se observa una sefial minima aunque no cuantificable por

la baja intensidad de la banda en el blot (Figura 8.7).
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Figura 8.7 Western blot que muestra una ligera expresion de
catepsina H en corteza e hipocampo. Se colocaron 50 ug de
proteina total para cada muestra. (1) Corteza de rata
sacrificada 24 hrs. Post-TCE; (2) Hipocampo de rata
sacrificada 24 hrs. Post-TCE; (3) Corteza de rata sacrificada 5
minutos Post-TCE; (4) Hipocampo de rata sacrificada 5
minutos post-TCE; (5) Corteza de rata sin TCE; (6) Hipocampo
de rata sin TCE; (7) LCR de rata sacrificada 24 hrs. Post-TCE; (8)
LCR de rata sin TCE; (9) PM.

Se decidié entonces incluir al plexo coroideo en los ensayos
posteriores, debido a que el LCR es producido en casi su totalidad por
este tejido. Por lo tanto se evaluaron 2 catepsinas en el siguiente ensayo
las cuales fueron: catepsina B (Figura 8.8) y catepsina H (Figura 8.9),
utilizando los siguientes tejidos: Plexo coroideo, hipocampo, corteza y
LCR, de los cuales solo se identific6 una sefial cuantificable de

catepsina H en la muestra de plexo coroideo.
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Figura 8.8 Western blot que muestra una expresion nula de catepsina
B en diversos tejidos cerebrales de ratas sin TCE. 50 ug de
proteina total por carril. (1) Plexo Coroideo; (2) Hipocampo;
(3) Puente; (4) Corteza; (5) LCR; (6) PM.

<—— 90 kDa
<— 70 kDa

e <—— 60 kDa
<—— 40 kDa

27 kDa —> =30 kba
catepsina H <— 20 kDa

<—— 15 kDa

Figura 8.9 Western blot que muestra la presencia de catepsina H en
plexo coroideo de rata sin TCE. 50 ug de proteina total por
carril. (1) Plexo coroideo; (2) Hipocampo; (3) Puente; (4)
Corteza; (5) LCR; (6) PM.

Tomando en cuenta el plexo coroideo como tejido adecuado
para la identificacidn de catepsinas, se realizaron las determinaciones
de catepsina H, B y L en extracto de plexo coroideo de ratas sin TCE

(Figura 8.10) y con TCE (Figura 8.11). Con estos ensayos se demostro
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claramente que la catepsina H es la Unica que se puede identificar y

cuantificar en estas condiciones.

123456789

<—90 kDa
<—70 kDa

<—60 kDa
<—40 kDa

I
i

<—30 kDa
27 kDa—>

<—20 kDa

<—15 kDa

Figura 8.10 Western blot donde se contrasta la deteccion de
catepsina H y la expresion nula de catepsinas B y L en plexo
coroideo de rata sin TCE. Ensayo realizado a dos
concentraciones distintas de anticuerpo de deteccién. (1y 2)
catepsina H; (3, 4, 5y 6) catepsina B; (7 y 8) catepsina L; (9)
PM; (1, 3, 5y 7) dilucién del anticuerpo de deteccion 1: 500;
(2, 4, 6y 8) dilucion del anticuerpo de deteccién 1: 1000.

38



123456789
|
|

<—90 kDa
<—70 kDa

‘<— 460 kDa

<—40 kDa

27 kba —> = <—30 kDa

<—20 kDa

<—15kDa

Figura 8.11 Western blot donde se contrasta la deteccion de
catepsinas H, y la expresion nula de catepsinas B y L en plexo
coroideo de rata sacrificada 5 minutos post-TCE. Ensayo
realizado a dos concentraciones distintas de anticuerpo de
deteccién. (1y 2) catepsina H; (3, 4, 5y 6) catepsina B; (7 y 8)
catepsina L; (9) PM; (1, 3, 5y 7) Concentracion del anticuerpo
de deteccidn 1: 500; (2, 4, 6y 8) Concentracion del anticuerpo
de deteccion 1: 1000.

Retomando la finalidad inicial del estudio, la cual era determinar
la expresion diurna de las catepsinas y suponiendo que la expresion de
estas aumentaba a ciertas horas del dia en los tejidos estudiados, se
determind la expresion durante el periodo de 24 horas a intervalos de 4
horas, teniendo asi seis muestras, en estas se determind catepsina H
(Figura 8.12), los tejidos que se estudiaron fueron plexo coroideo y
corteza para determinar si en realidad durante todo el periodo de 24
horas la deteccidon de catepsina H era nula en corteza y solo se

detectaba en plexo coroideo.
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<— 90 kDa
<— 70 kDa

<— 40 kDa
<40 kDa

27 kDa —> <—30 kDa

<— 20 kDa

<— 15 kDa

Figura 8.12 Western blot donde se contrasta la expresion de
catepsina H en dos tejidos cerebrales de rata sin TCE. 50 ug
de proteina total por carril. (1, 2, 3, 4, 5y 6) Plexo coroideo; (7,
8,9, 10, 11y 12) Corteza. A diversas horas del dia. (1 y 7) 9:00;
(2y 8)13:00; (3y9) 17:00; (4 y 10) 21:00; (5y 11) 01.00; (6 y 12)
5:00; (13) PM.

Finalmente se determind la expresion diurna de la catepsina H en

el plexo coroideo de la rata (Figura 8.13)

<— 90 kDa
<—70 kDa

<— 60 kDa
<— 40 kDa

27 kDa —> <—30kDa

catepsina H <—20kDa

Figura 8.13 Western blot que muestra la expresion diurna de la
catepsina H en el plexo coroideo de rata. 50 ug de proteina
total por carril. (1) 9:00; (2) 13:00; (3) 17:00; (4) 21:00; (5) 01:00;
(6) 05:00; (7) PM.

Se realizaron 5 ensayos y se incluy6 a la - tubulina como control,

para corroborar que la intensidad en las bandas observadas no fuera
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resultado de exceso en el cargado de los carriles del gel de

electroforesis.

Teniendo la certeza de la carga uniforme de las muestras por el
procedimiento anterior, Se procedié a obtener los valores de catepsina
H, a cada uno de los seis tiempos analizados durante las 24 horas del dia
mediante densitometria Optica de las bandas en los blots. Estos
resultados se analizaron estadisticamente para obtener Ila
determinacion final de la expresion diurna de catepsina H en plexo

coroideo de rata (Figura 8.14).

:5)

60

50 A

40

30 +

20 +

10 A

o

09:00:00 13:00:00 17:00:00 21:00:00 01:00:00 05:00:00
HORARIO

PROMEDIO DE LAS DENSITOMETRIAS +d.e. (n

Figura 8.14 Gréafica que muestra la expresidon diurna de la catepsina
H en plexo coroideo de rata sin TCE.

Se estimé también la relacion existente entre la expresion de
catepsina H y de cistatina C, ambas determinadas mediante
densitometria Optica durante el curso temporal de 24 horas para estimar

modificaciones en el cociente derivado de estos (Figura 8.15).
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8.15 Relacidn en la expresidon diurna de catepsina H /

cistatina C en tejido cerebral de rata.
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9. DISCUSION.

La determinacion de la catepsina B por el método de ELISA
indirecto tipo sandwich, para este caso particular, resulté inadecuada,
debido a que los anticuerpos utilizados tienen afinidad por otras
moléculas ademas de la catepsina B. Esto provoca que la deteccidon de
estas moléculas, que se ve manifestada por una reaccién colorida, no
sea una sefial especifica para la molécula que se deseaba determinar,

si no por la suma de todas las moléculas detectadas por el anticuerpo.

Esta técnica se ve limitada a la deteccion y cuantificaciéon de
moléculas especificas con anticuerpos que no dan reaccioén cruzada, lo

gue no ocurrié en nuestro caso.

Realizando los ensayos de western blot se demostr6 que los
anticuerpos empleados reconocen mas moléculas, ademas de las
catepsinas hacia las que estaban dirigidos. En primera instancia se
determiné que la catepsina B y la catepsina L no presentaban
resultados favorables en su determinacion en las muestras de tejidos
cerebrales estudiadas. La inespecificidad de los anticuerpos quedo
demostrada al obtener diversas bandas en los blots, ademas de no
observar la banda correspondiente en el peso molecular para la
catepsina B (28 kDa), tampoco pudimos observar la banda para la
catepsina L (38 kDa). Se logré observar que los plexos coroideos del
tercer ventriculo y del ventriculo lateral son los tejidos mas adecuados
para el estudio de la catepsina H. Se entiende que estos tienen como
funcion primordial la produccion de LCR y siendo que en el LCR se
encuentran cantidades significativas de cistatina C (Gonzalez-Rivera y
cols., 2003), la cual es el inhibidor endégeno de las catepsinas, era de

esperarse una cantidad significativa de catepsina H en estos tejidos.
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Conforme a lo propuesto en la hipdtesis nula, al realizar el andlisis
estadistico, se determind que no existia un cambio de la expresidn de
catepsina H en la variacion diurna en plexo coroideo de ratas en estado

fisiol6égico.

En cuanto a la relacion entre las cantidades de catepsina H con
respecto a las cantidades de cistatina C, estimadas de manera
indirecta por las densitometrias, en las mismas horas del dia, para ambas
moléculas, encontramos que no existe un cambio significativo en el
cociente derivado de esto. Los datos anteriormente mencionados,
sugieren que en condiciones fisiologicas la relacibn permanece

constante a lo largo de las 24 horas del dia.

Después de conocer la expresion de las moléculas de catepsina H
y cistatina C y su relacion proporcional en un estado fisiologico, se
puede proponer estudiar la expresion de las moléculas frente a una
condicion patologica, por ejemplo, un evento de TCE. Esto pudiera
informar si la variacion en alguna de estas moléculas esta directamente
relacionada con el dafo inducido a los tejidos cerebrales. Ademas se
observaria si el cociente de la relacion catepsinaH/cistatina C presenta
un cambio que fuese provocado por el aumento de la expresion de
cualquiera de las dos moléculas, determinando cudl se expresa masy a

gue tiempo posterior al evento de TCE.
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10. CONCLUSIONES.

1.- La metodologia mas adecuada que nos permite la deteccidn
y estudio de la catepsina H en este caso particular, son conjuntamente

las técnicas de electroforesis en poliacrilamida, y posterior western blot.

2.- Con la metodologia montada la deteccién de la catepsina H

se da en el plexo coroideo.

3.- No se observa la existencia de una variacion en la expresion
diurna de catepsina H en el plexo coroideo de la rata en condiciones

fisiolégicas.

4.- El cociente derivado de la estimacion indirecta entre la
relacion de catepsina H / cistatina C, en ratas, en condiciones
fisiolégicas, permanece constante, por lo que no se observa una

variacion diurna en un periodo de 24 horas de dicho cociente.
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11. GLOSARIO.

Apoptosis: Proceso de muerte celular programada en el cual la
célula se contrae y la membrana superficial adquiere un aspecto
caracteristico, con formacion de ampollas y vesiculas rotas. El material
genético del ndcleo, se condensa y toda la célula se disgrega en
fragmentos apoptoéticos que finalmente son fagocitados por células

vecinas.

Catecolaminas: hormonas derivadas de la tirosina que presentan

un grupo catecol.

Citocinas: moléculas liberadas a partir de procesos agudos o

cronicos.

Corteza cerebral: Es el tejido cerebral donde tiene lugar la
percepcion y el pensamiento l6gico y donde se procesa la informacion
necesaria para las funciones cerebrales mas complejas como el

pensamiento reflexivo y la memoria.

Electroforesis: Técnica que en general permite la separacion de
moléculas como consecuencia de su diferente movilidad en un campo
eléctrico, donde la velocidad de movilidad depende del tamafo de la

molécula.

Endonucleasas: Enzimas que rompen el ADN y el ARN en su parte

media.

Esclerosis Multiple: Enfermedad del sistema nervioso central en que
la mielina se destruye de forma gradual, con el desarrollo de multiples

lesiones en el cerebro y la médula espinal.
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Hipocampo: Parte del sistema limbico que esta situado en la
superficie media del |6bulo temporal. Su principal funcién es la

consolidacion de memoria y aprendizaje.

Isquemia: interrupcion del suministro de sangre a una pequefia

parte del cerebro.

Lipasas: enzima que acelera la degradacion de lipidos.

Metastasis leptomeningeal: proceso neoplasico maligno o

infeccioso localizada en la leptomeninges subsecuente a una lesidon

primaria.

Necrosis: muerte celular debida a un evento de isquemia.

Neuroprotector: sustancia que promueve la proteccion neuronal

evitando dafios progresivos.

Papaina: enzima proteolitica que se encuentra comunmente en

el latex de papaya.

Proteasa: Enzima que se encarga de la hidrdlisis de proteinas.

Puente disulfuro: Enlace cruzado covalente entre dos cadenas

polipeptidicas formado por un residuo de cistina.

Trombdlisis: degradacion de un trombo formado en el torrente

sanguineo.

Reperfusion: Retorno de circulacion normal después de una

obstruccion parcial o total.
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Western blot: es una técnica inmunoenzimatica que se utiliza para
la deteccidbn de moléculas especificas. Este método utiliza como
soporte antigénico filtros de nitrocelulosa, donde las proteinas del
antigeno han sido previamente transferidas, manteniendo total o

parcialmente sus propiedades antigénicas.
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12. ANEXOS.

A. Preparacion de soluciones.
Amortiguador de carbonatos 1 Litro

Pesar

1.59 g de Na,COs3,
2.93 g de NaHCOg3, y
0.2 g de NaNs.

Colocar estos reactivos en un matraz aforado de 1 litro y aforar
con agua destilada.

Ajustar el pH a 9.6 con NaOH 6 HCI segun fuese el caso.
Amortiguador de fosfatos (PBS) 1 Litro

Pesar.

8.0 g de NacCl

0.2 g de KH2PO4
2.9 g de Na_HPO4
0.2gdeKCl y
0.2 g de NaN3

Colocar estos reactivos en un matraz aforado de 1 litro y aforar
con agua destilada, ajustar el pH a 7.4 con NaOH 6 HCI segun fuese el
caso

Amortiguador de fosfatos con detergente Tween-20 (PBS-Tween) 1
Litro

Pesar.

8.0 g de NacCl

0.2 g de KH2PO4
2.9 g de NaxHPOq4
0.2gdeKCl y
0.2 g de NaN3

Colocar estos reactivos en un matraz aforado de 1 litro y aforar
con agua destilada, ajustar el pH a 7.2 con NaOH 6 HCI segun fuese el

caso

A esta solucion adicionar 1 mL de Tween 20.
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Amortiguador Tris-HCI.

Pesar 1.576 g de Tris-HCI, colocar el reactivo en un matraz aforado

Sustrato para fosfatasa alcalina.

Para 10 mL
Pesar:

46.14 mg de 4-nitrofenilfosfato
1.051 g de dietalonamina vy

50 mg de MgClz

de 1 litro y aforar con agua destilada, ajustar el pH a 9.5

Colocar estos reactivos en un matraz aforado de 10 mL y aforar

con amortiguador Tris-HCI ajustar el pH a 7.4 con NaOH 6 HCI segun
fuese el caso.

Para preparar 4 geles de poliacrilamida para electroforesis.

Fraccion separadora del gel (12%). Reactivos Gibco BRL.

Reactivo

Acrilamida 30% - bisacrilamida 8%

Tris 1.5M pH 8.8

Tris 0.5 pH 6.8

Agua

SDS 10%

Persulfato de amonio 10%
TEMED

(mL)
8.0
5.0
0.0
6.82
0.4
0.132
0.012

Fraccion concentradora del gel (4%). Reactivos Gibco BRL.

Reactivo

Acrilamida 30% - bisacrilamida 8%

Tris 1.5M pH 8.8
Tris 0.5 pH 6.8
Agua

SDS 10%

(mL)
8.0
5.0
0.0
6.82
0.4
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Persulfato de amonio 10% 0.132
TEMED 0.012
Amortiguador de inhibicion.

Pesar

21.88 g de sacarosa

0.0952g de MgCl,

Colocar los reactivos en un matraz y adicionar
2 mL de Tris base 1M pH 6.8 y 0.8 mL de EDTA 0.5 M.

Aforar a 200 mL con agua destilada.

Por cada 10 mL de amortiguador adicionar: 1uL de aprotinina, 1ulL
de DTTy 12 uL de PMSF.

Solucion de Lowry.

A) Na>COs3 anhidro al 2% en NaOH 0.1M ....................... 9.8 mL
B) KNaC4H4Os - 4H20 al 2% en agua destilada...............0.1 mL
c) CuSOs -5 H20 al 1% en agua destilada...................... 0.1mL

Mezclando las soluciones A, By C se obtienen 10 mL de soluciéon
de Lowry.
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