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RESUMEN

Antecedentes: La encefalopatia hepatica es una complicacion frecuente de la cirrosis
hepatica resultado de alteraciones en el metabolismo del amoniaco. Existe evidencia
de que el muisculo es capaz de metabolizar el amonjaco mediante accién de la enzima
glutamina sintetasa (GS), que convierte amoniaco y glutamato en glutamina. La
evidencia sobre el papel del ejercicio en la induccion de la enzima es contradictoria.
Si esta maniobra fuese exitosa se podria beneficiar a muchos pacientes con cirrosis y
encefalopatia hepatica, al estimular un metabolismo no hepatico del amoniaco. |
Objetivos: Determinar en individuos sanos si una prueba de esfuerzo subméxima es
capaz de inducir la expresion génica (ARN mensajero o ARNm) de la enzima GS, y si
existe disminucion en los niveles de amoniaco. Los objetivos secundarios fueron:
establecer si el grado de induccién de GS correlaciona con la masa muscular o con el
grado de actividad fisica previa.

Material y Métodos: Como subrogado del ARNm de GS fnuscular se estudiaron
células periféricas mononucleares. El célculo del tamafio de muestra fue de 14
individuos. Se tomaron muestras sanguineas cada 2 horas (de 8 a 14 horas),
inicialmente en un dia sin ejercicio (control), y posteriormente un segundo dia con
una prueba de ésfuerzo (ejercicio) después de la primera toma. La masa muscular se
estim6 mediante ’antropometria, y se aplicd un cuestionario para determinar el grado
de actividad fisica previa. La expresion de ARNm de GS se determin6 mediante RT-
PCR en tiempo real, usando 2 genes de referencia (hipoxantina fosforribosil
transferasa, HPRT; B-actina). Ademas, se midieron niveles de amoniaco, creatina
fosfoquinasa y lactato en plasma o suero. Las comparaciones se realizaron con
estadistica no paramétrica y se construyeron éreas bajo la curva (ABC) para un mejor

analisis.



Resultados: Se incluyeron 7 hombres y 7 mujeres con edades entre 41 y 56 afios,
notdndose un incremento de ARNm de GS entre 25 y 50% (HPRT y P-actina,
respectivamente) a las 2 horas durante el dia de ejercicio, que no alcanzé significancia
estadistica. Después de construir ABC se pudo observar induccién en el dia con
ejercicio en hasta 6 de 12 pacientes, sin significancia estadistica. No hubo diferencia
en los resultados entre hombres y mujeres. En lo referente al amoniaco, sélo en los
hombres se observé un ABC menor en el dia con ejercicio (p=0.028). El nivel de
expresion basal de ARNm de GS se correlaciond negativamente con el grado de
actividad fisica, y en las mujeres con la masa magra (r=-0.900, p=0.037), pero s6lo en
el conjunto de datos con HPRT como referencia (p=-0.822, p=0.002). La magnitud de
la inducciéon (ABC) del dia con ejercicio correlacioné con los equivalentes
metabdlicos alcanzados en la prueba de esfuerzo (r=0.655, p=0.021), sélo cuando B-
actina se uso como referencia. Creatina fosfoquinasa y lactato no mostraron cambios.

Conclusiones: En el presente estudio se pudo demostrar cambio en la tasa de
transcripcion de GS en sujetos sometidos a un episodio de ejercicio, aunque sin la
significancia estadistica esperada para la muestra calculada. El hallazgo de que los
hombres tuvieron un ABC més baja de amoniaco en el dia que realizaron ejercicio,
hace suponer metabolismo del mismo en relacién con el ejercicio. La asociacién
negativa entre expresion basal d¢ ARNm de GS y actividad fisica o masa muscular,
no apoyan al ejercicio como inductor de ARNm de GS; aunque el ABC del ARNm en
el dia de ejercicio sugiere que a mayor actividad muscular en la prueba de esfuerzo
mayor es la induccién. Los resultados no son concluyentes para demostrar induccién
del gen de GS o del metabolismo de amoniaco mediante ejercicio y deberan ser

tomados en cuenta antes de buscar los mismos objetivos en pacientes con cirrosis.
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ANTECEDENTES

La encefalopatia hepatica (EH) y su forma minima son complicaciones que llegan a
afectar hasta a 80% de los pacientes con cirrosis y confieren un mal prondstico, con
costos importantes para los sistemas de salud (Cordoba 2008, Haussinger 2008,
Poordad 2007). El edema astrocitario es el resultado final de diversos factores que
ocasionan EH, y es considerado actualmente el dafio fundamental de esta enfermedad
(Haussinger 2008). Se sabe que el amoniaco juega un papel primordial en su
fisiopatogenia (Stewart 2005) y se acepta que sus niveles sanguineos correlacionan
con el estadio de gravedad (Ong 2003, Odeh 2005). La toxicidad dada por el
amoniaco deriva de la falla hepdatica en su remocion, por lo que los astrocitos, y en
general el sistema nervioso central, quedan expuestos a concentraciones excesivas de
este metabolito, causando incremento en el estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial,
déficit energético y en ultima instancia, edema celular y alteracion en la

neurotransmision (Stewart 2005, Rose 2005, Albrecht 2006).

Metabolismo del amoniaco

En condiciones normales, el nivel de amoniaco en el organismo depende de la
actividad global y balance neto de tejidos u 6rganos productores o consumidores del
mismo. Las vias con principal involucro en el metabolismo del amoniaco son las
siguientes:

1) Conversion de glutamato y amoniaco en glutamina mediante accion de la
enzima glutamina sintetasa (GS), por un mecanismo dependiente de ATP
(Rose 2005); y la reaccion inversa, esto es, el paso de glutamina a amoniaco y
glutamato, que esta dado por la enzima glutaminasa (Rose 2005).

2) Elciclo de la urea, en el cudl se unen de amonio y CO, formando carbamoil-
fosfato, que a su vez se une a aspartato dando lugar a urea, para ser excretada
por el rifidn, llevando a una pérdida neta de amoniaco.

3) Metabolismo (ciclo) de nucledtidos purinicos, en el cual los derivados de
adenosina y guanina son desaminados, liberando amoniaco, para su
conversion a inositol monofosfato, permitiendo la recuperacion de los
derivados purinicos (via de salvamento de purinas); o bien, son transformados

a acido urico para su eliminacion.



En breve, el metabolismo interorganico en condiciones de salud y en EH serd descrito

a continuacion:

Metabolismo intestinal: El intestino delgado cuenta con una gran actividad de

glutaminasa y contribuye ampliamente con la concentracion circulante de amoniaco,
al desamidar diversos productos nitrogenados (Olde-Damnik 2002). En pacientes con
EH se ha identificado correlacién con una actividad incrementada de glutaminasa

(Romero-Gomez 2004).

Metabolismo muscular: Aunque la actividad de GS muscular es baja, cobra relevancia
debido a la abundante masa de musculo esquelético y constituye asi el tejido con
mayor actividad de esta enzima. En pacientes sanos se ha observado que el amoniaco
circulante puede ser extraido por el musculo. Sin embargo, el balance neto del
metabolismo muscular del amoniaco suele ser neutro, probablemente porque la
produccion de amoniaco por el ejercicio contrarresta la actividad de GS. En contraste,
en pacientes con cirrosis descompensada o con falla hepatica aguda se ha identificado

remocion muscular (Olde-Damink 2002, Chatauret 2004).

Metabolismo renal: El rifion contiene actividad enzimadtica de GS y glutaminasa y

puede participar en la produccion y remocioén del amoniaco. La glutamina es el
principal sustrato para la amoniagénesis, excretdndose aproximadamente 30% del
amonio producido en la orina y retornando 70% del amonio a la vena renal. Sin
embargo, en condiciones experimentales de hiperamonemia estas proporciones
pueden invertirse, por lo que el rifion se convierte en un 6rgano de destoxificacion de
amoniaco que puede complementar la destoxificacion muscular mediante la

desamidacion de la glutamina (Olde-Damink 2002).

Metabolismo hepatico: La mayor parte del amoniaco en el cuerpo es eliminado

mediante el ciclo de la urea hepéatico, localizado en los hepatocitos periportales,
mientras que el amoniaco que escapa a esta via es transformado a glutamina mediante
la GS en los hepatocitos perivenosos (Haussinger 1990), manteniendo la homeostasia
del amoniaco. La falla en la destoxificacion del amoniaco deriva de la menor
actividad del ciclo de la urea, y de la GS, que se reduce hasta en un 80% en pacientes

con cirrosis (Kaiser 1988).



Metabolismo astrocitario: En el sistema nervioso central es el astrocito el que contiene
actividad de GS y elimina el exceso de amoniaco y glutamato. Sin embargo, estudios
experimentales han puesto en evidencia que la actividad de GS en los astrocitos
disminuye también (o al menos no se ve incrementada) en estados de hiperamoniemia

(Rose 2005).

Actividad de GS muscular y su posible papel destoxificador de amoniaco en EH

Desde hace mas de tres décadas se ha propuesto que la GS del musculo pueda
constituir una via alterna para el metabolismo del amoniaco en pacientes con cirrosis.
En un estudio con 14 pacientes con cirrosis descompensada se demostr6é un gradiente
de amoniaco que sugeria extraccion muscular de esta molécula a nivel del brazo, que
era mas notable en pacientes con mayor masa muscular, mientras que en controles
sanos no se identifico algin cambio (Ganda 1976). Asimismo, estos autores
demostraron que la remocidon de amoniaco se asocié con incremento en la produccion
de glutamina, sugiriendo actividad incrementada de GS muscular (Ganda 1976). En
otro estudio clinico en pacientes con HE se pudieron demostrar gradientes arterio-
venosos consistentes con disminucion de glutamato e incremento concomitante de
glutamina, que dada su alta correlacion estequiométrica, sugieren fuertemente
activacion de una via de metabolismo muscular del amoniaco, y especificamente,
actividad de GS muscular (Clemmensen 2000). Por otra parte, estudios
experimentales realizados por diversos grupos de investigadores han demostrado que
en estados de hiperamoniemia o falla hepatica aguda la actividad de GS en el musculo
se incrementa, brindando actividad destoxificadora de amoniaco. Asi, Hod y cols, en
un modelo de ratas con hiperamoniemia generado por la oclusion de la vena porta
pudieron demostrar que se producia un descenso arterio-venoso de amoniaco en estos
animales, asociado con la amidacion de glutamato en glutamina e incremento de casi
6 veces en la actividad de GS en el musculo esquelético, en comparacion con un
grupo control (Hod 1982). Leweling y cols, en un modelo basado en la infusioén de
sales de amonio encontraron descenso en los niveles plasmaticos y musculares de
aminodcidos ramificados, y especialmente de glutamato, asociado con incremento en
los niveles de glutamina (Leweling 1996). En otros dos modelos con ratas se investigo
ademads el cambio concomitante en musculo y otros tejidos. En el primero se pudo

observar que después de una anastomosis porto-cava, la actividad de GS en higado y



sistema nervioso central disminuyeron en alrededor del 30%, mientras que la
actividad muscular se increment6 en un 52%, sin evidenciarse cambios en los niveles
de proteina 0 de ARNm en musculo (Desjardins 1999). En el segundo, se realiz
anastomosis porto-cava y ligadura de arteria hepatica, confirmando los resultados
previos en musculo y sistema nervioso central, y demostrando ademas incremento en
los niveles de la proteina GS (aunado al de la actividad enzimatica) (Chatauret 2006).
Todas las publicaciones mencionadas son consistentes en que ante un estado de
hiperamoniemia el musculo esquelético se convierte en un Organo para la
destoxificacion del amoniaco, a través de la actividad de GS, brindando una via

alterna a la reducida actividad de la misma enzima en hepatocitos y astrocitos.

Maniobras para modular el metabolismo del amoniaco mediante GS en EH

El conocimiento profundo del metabolismo del amoniaco ha permitido en afios
recientes la incorporacion de la L-ornitina-L-aspartato al armamentario terapéutico de
la EH con base en estudios clinicos (Haussinger 2008). ElI fundamento
farmacodinamico de este compuesto es su actividad de estimulacion a nivel del ciclo
de la urea, aunque se propone también que pueda estimular la actividad de GS
muscular (Gebhardt 1997, Rose 1999, Chatauret 2004). A la fecha, no se han
estudiado otras maniobras capaces de inducir GS a nivel del musculo, o bien en otros

tejidos, con intencion de favorecer algiin metabolismo alterno del amoniaco.

Ejercicio y entrenamiento fisico

A grandes rasgos, el ejercicio puede dividirse en anaerdbico, cuando las fuentes de
energia principales son ATP y creatina fosfato preformados, asi como la via
anaerdbica de la glucoélisis con produccion de lactato (en general con duracidon de
segundos a < 2-4 minutos); y en aerdbico, en el cual la energia proviene de una
fosforilacion oxidativa eficiente que proporciona ATP para el trabajo muscular al
mismo tiempo que se estd produciendo (duracion mayor a 4 minutos) (McCardle

2001).

Ejercicio y metabolismo del amoniaco
En condiciones de salud, se ha demostrado que durante el ejercicio se produce
amoniaco derivado del ciclo de nucleodtidos de purina. Investigaciones en laboratorio

(con extremidades de rata aisladas) evidenciaron produccién incrementada de



amoniaco asociada con decremento en moléculas ricas en energia como creatina
fosfoquinasa, adenosina mono-, bi- y trifosfato; asi como correlacion positiva con el
incremento en inositol monofosfato (producto de la via de salvamento de las purinas).
Esto sugiere que durante el ejercicio el consumo de moléculas que contienen adenina
ocasiona su catabolismo y genera amoniaco por via de la adenosina desaminasa, es
decir, se activa el ciclo de los nucleotidos de purina para salvamento de adenosina.
También se ha evidenciado una clara relacion entre el incremento del amoniaco y la
elevacion del lactato, como consecuencia de una activacion en la glucolisis
anaerobica, siendo los cambios mas notables a mayor intensidad de la activacion
muscular, y en presencia de hipoxia (Goodman 1977). Diversos estudios en
deportistas han confirmado el incremento en los niveles de amoniaco a consecuencia
del ejercicio (Wilkerson 1975, Babik 1983). Eriksson y cols realizaron un
experimento en el que 11 sujetos sanos fueron sometidos a 3 rutinas de ejercicio con
distinta intensidad, con mediciones de amoniaco, lactato y aminodcidos. Los
resultados relevantes se muestra en la tabla 1. Como se puede observar en las 4
primeras lineas, el amoniaco y lactato se incrementan durante el ejercicio, retornando
a niveles basales después de 30 a 60 minutos de recuperacion, con una muy buena
correlacion estequiométrica (r=0.85, p <0.001) entre éstos (Eriksson 1985). Es notable
que a mayor intensidad del ejercicio, mayor es la produccion de estos dos metabolitos,
o bien, tomando la correlacioén con lactato, mientras éste no se eleve y el ejercicio sea
aerdbico con consumo energético eficiente (derivado de fosforilacion oxidativa) no
existe elevacion importante de amoniaco. Esto es de gran importancia para pacientes
con cirrosis y EH en tanto que la realizacion de ejercicio pueda no causar elevacion de

amoniaco y empeorar asi un estado de hiperamoniemia.

Induccion de GS muscular mediante ejercicio

Estudios experimentales en animales han mostrado induccion de GS de manera
indirecta, mediante la actividad fisica, lo cual pudiera ser relevante para mejorar el
estado de hiperamoniemia en pacientes con cirrosis y EH. En un modelo de ejercicio
moderado en ratas se observo disminucion simultdnea de amoniaco y glutamato
plasmaticos, en comparacion con animales sedentarios (Santos 2007). Asimismo,
Miyazaki y cols demostraron disminucion de glutamato e incremento en glutamina,
tanto a nivel plasmatico como muscular, en animales sin y con cirrosis, cuando se

compararon con los grupo control (Miyazaki 2006). En la tabla 1 (lineas 5 a 10) se



puede observar que los niveles de glutamato disminuyeron durante ejercicio, mientras
que los de glutamina se vieron incrementados, de manera similar a lo encontrado en
animales por Santos y cols y Miyazaki y cols. (Eriksson 1985, Santos 2007, Miyazaki
2006). Ademas, en este estudio se pudo comprobar que en el estado basal y durante la
recuperacion existio captacion neta de amoniaco; y se observo captacion de glutamato
y produccién de glutamina concomitantes, lo que fuertemente sugiere actividad de GS
muscular (Eriksson 1985). Otro hallazgo interesante es el de liberacion de alanina,
que fue similar al de glutamina (aunque mads intenso) y se correlaciond con el
amoniaco (r=0.75, p<0.001) sugiriendo que este ultimo fue precursor en su
generacion desde piruvato, de manera similar a lo ocurrido con glutamina. El hallazgo
de que el musculo, al igual que el higado, puede metabolizar amoniaco (aunque a
menor escala) ya ha sido sugerido por otros autores (Bessman 1955, Chatauret 20006).
En conclusion, estos trabajos sugieren que se logrd activar a la enzima GS a nivel

muscular, aunque su metodologia no incluy¢ la expresion de ARNm de GS.

Acido lactico, acidemia y estrés oxidativo durante ejercicio

La elevacion de lactato o acido lactico durante el ejercicio supone el desarrollo de
acidemia durante el mismo. Multiples estudios han demostrado que la realizacion de
egjercicio produce acidosis metabdlica, danto lugar a estrés oxidativo (Radak 2001,
Bloomer 2004). Esto ocurre tanto en sujetos entrenados como en aquéllos sin
entrenamiento (Rietjens 2007), y es consecuencia del recambio de ATP no
mitocondrial y no del 4cido lactico (Robergs 2004). Inclusive, se ha demostrado que
el acido lactico no es un buen parametro para determinar la presencia de
hidrogeniones como respuesta al ejercicio (Juel 2004). El estrés oxidativo puede
generar importantes cambios deletéreos en la funcion celular y esta considerado como
uno de los factores fisiopatogénicos de la EH. Uno de los efectos sistémicos del estrés
oxidativo es la carbonilacion de proteinas, que se ha detectado inclusive minutos

después de un evento unico de ejercicio (Bloomer 2007, Michailidis 2007).

Propuesta de una nueva terapéutica para EH de bajo grado en pacientes con cirrosis
Los antecedentes ya plasmados hacen suponer que las interacciones inter-orgéanicas de
amoniaco, puedan no so6lo cobrar trascendencia en pacientes con cirrosis, sino ser
manipulados con un beneficio terapéutico. En este sentido, se propone que el

metabolismo muscular de amoniaco estimulado mediante ejercicio pueda mejorar el



estado de la EH en pacientes con cirrosis, entre otros posibles beneficios. Esto
implicaria el desarrollo de un programa de entrenamiento fisico que contemple
diversos aspectos de seguridad en pacientes con cirrosis, que quedan fuera del alcance
de este documento. Sin embargo, la demostracion de induccion de GS mediante
ejercicio en voluntarios sanos podria sentar las bases fisioldgicas para posteriormente

perseguir este objetivo en pacientes con cirrosis.

DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La EH es un problema comun en la cirrosis con mal pronostico y terapéutica limitada.
El presente estudio busca explorar vis metabolicas en voluntarios sanos, que puedan
ser aplicables a pacientes con cirrosis, con la intencion final de poder brindar en un
futuro una alternativa terapéutica a los pacientes con EH de bajo grado y cirrosis,
mediante la induccidon de GS dada por el entrenamiento fisico. Asi, este estudio tiene
como intencion confirmar la induccion génica de GS en voluntarios sanos sometidos a
una prueba de esfuerzo, y demostrar funcionalidad de la via enzimatica mediante
determinacion del cambio en el amoniaco. De manera secundaria se buscard
asociacion con la masa muscular estimada mediante bioimpedancia, asi como posibles

cambios agudos en oxido-reduccion y evidencia de dafio muscular.



HIPOTESIS
El ejercicio incrementa en forma aguda (mediante una prueba de esfuerzo) la

expresion génica de GS en voluntarios sanos.

La induccidén de GS se asocia con funcionalidad de una via alterna de destoxificacion

de amoniaco, demostrada por disminucion en sus niveles.

Una prueba de esfuerzo incrementa el estrés oxidativo (determinado mediante

carbonilacion de proteinas) pero no genera daiio muscular.

La expresion génica de GS se correlaciona directamente con la masa muscular
estimada mediante bioimpedancia. Asimismo, se asume que los sujetos con mayor
actividad fisica rutinaria tienen niveles basales de expresion GS mads altos y pueden

inducir la enzima con mayor intensidad.



OBJETIVO PRIMARIO

Determinar en individuos sanos si una prueba de esfuerzo submaxima (ejercicio) es
capaz de inducir la expresion génica (ARN mensajero o ARNm) de la enzima GS, en
un periodo de observacion menor a 6 horas, asi como establecer si existe reduccion en

el amoniaco que sugiera funcionalidad catalitica de la misma.

Objetivos secundarios
Documentar que la prueba de esfuerzo incrementa el estrés oxidativo a nivel sistémico
determinado mediante carbonilacion de proteinas, pero no genera dafio muscular,

estimados mediante incremento en los niveles de creatina fosfoquinasa (CPK).

Establecer si la inducciéon de GS se correlaciona de manera directa con la masa

muscular estimada mediante bioimpedancia.

Comprobar que los sujetos con mayor actividad fisica de forma rutinaria tienen
niveles basales de expresion de ARNm de GS mas altos y pueden inducir la enzima

con mayor intensidad.



MATERIAL Y METODOS
Diserio del estudio

Se trata de un estudio experimental, comparativo (mismos voluntarios antes y después

de la maniobra), longitudinal, que investiga un mecanismo fisiologico.

Reclutamiento e identificacion de voluntarios sanos

Mediante convocatoria abierta se invitaron a participar a sujetos presumiblemente
sanos entre 40 y 65 afos. La identificaciéon de algin estado moérbido se realizd
mediante historia clinica, exploracion fisica, y en casos necesarios se solicitaron
estudios de laboratorio y/o gabinete. Se incluyeron pacientes en quienes se descart6 la
presencia de alguna enfermedad cardiovascular, metabolica o muscular, o que
requiriesen algiin medicamento de manera cotidiana que pudiese afectar el estado
neuromuscular. Antes de la realizar los estudios pertinentes se recabd el

consentimiento informado.

Expresion génica de GS: musculo vs células periféricas mononucleares

Aunque la demostracion de la inducciéon de ARNm de GS a nivel muscular mediante
ejercicio debe realizarse en tejido muscular, esto implica la realizacién de biopsias
musculares seriadas, lo cual constituye un conflicto ético. Por este motivo, y dado que
existia evidencia de que la expresion génica en células periféricas mononucleares
(PBMC) reflejan la expresion génica a nivel muscular durante entrenamiento fisico

(Zweig 2004), se decidi6 usar éstas como subrogado.

Identificacion y caracterizacion de la enzima GS en linfocitos

Previo a la cuantificacion de ARNm de GS en PBMC mediante transcripcion reversa-
reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real (RT-PCT) se identificé y caracterizod
la proteina GS mediante inmunofluorescencia indirecta y Western Blot. La

metodologia se destaca a continuacion:

Inmunofluorescencia indirecta: Se extrajo sangre de voluntarios sanos por la mafiana
y antes de cualquier actividad fisica relevante y se procesd para obtener linfocitos,
mediante un gradiente de Ficoll. Los linfocitos purificados fueron fijados con
paraformaldehido al 4%, permeabilizados con triton al 1% y bloqueados con una

solucion de suero bovino fetal al 1% / albumina al 1%. En esta etapa, los linfocitos



fueron incubados con un anticuerpo anti-GS (diluciéon 1:500, Sigma), seguido de
incubacion con un anticuerpo anti-IgG de conejo FITC (1:50, Sigma). La senal
fluorescente se registr6 en un microscopio confocal Leica (TCS SP5 Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemania). Como control positivo para inmunolocalizar a la

GS se utiliz6 un fragmento de higado de rata.

Western Blot: Este se realizo para caracterizar el peso molecular de la proteina GS en
los linfocitos. Una muestra de linfocitos aislados se mezclé con amortiguador de
carga y se resolvio en un gel de SDS-acrilamida al 10%. Después se transfirieron las
proteinas a una pelicula de nitrocelulosa, la que fue bloqueada con una solucion de
leche libre de grasas al 5% / tween 0.2%. Esta membrana se incubd con anticuerpo
anti-GS (1:500, Sigma) seguido de incubacion con un anticuerpo Alexa 480 anti-IgG
de conejo (1:300, Invitrogen). La sefial fluorescente se capturd en un equipo Typhoon
(GE Healthcare). Como control positivo para identificar a la GS se utilizé un extracto

de cerebro de rata (Clontech, Mountain View, USA).

Mediante esta investigacion preliminar con sangre obtenida de voluntarios del
Laboratorio de Gastroenterologia se pudo identificar que la proteina de GS se
encuentra presente en los linfocitos humanos, caracterizada por una banda de 44 kDa

(Figura 1).

Cdlculo del tamario de muestra

Con conocimiento de que la GS se expresa en linfocitos, se realizd un estudio piloto
con 6 individuos sanos con determinaciones de ARNm de GS mediante RT-PCR en
tiempo real, en los siguientes tiempos: basal, 15 min., 1, 2, 6 y 24 horas. Esto se
realizé en dos dias: uno en el que cada sujeto llevd cabo las actividades cotidianas
(control) y otro en el que se realiz6 ademas una prueba de esfuerzo entre el tiempo
basal y 15 min (ejercicio). Los resultados se muestran en la Figura 2. Como puede
notarse, el dia de realizacion de la prueba de esfuerzo se observd incremento en la
expresion génica en las primeras 2 h después de la misma. Se calcularon éareas bajo la
curva (ABC) de las primeras 2 h, observandose un incremento en 17.5 unidades en el
promedio obtenido para el grupo control y el grupo con ejercicio (127.6 y 145.1,
respectivamente). También se calculd la diferencia entre las ABC de los dos grupos,

encontrando un promedio y desviacion estandar (DE) de 48.7 + 25.11 unidades. Asi,



de acuerdo a la formula de medias pareadas, y tomando 20 como la diferencia
esperada minima (A), y 25.11 como la DE de la diferencia (cd); asi como errores oy

B de 0.05 y 0.2 (o bien, una K de 7.8), se realizo el siguiente calculo:

n> (K) (od)*/A* = (7.8)(25.11)*/(20)> = 12.29

Aunque se requeria un minimo de 13 sujetos sanos, se decidid por conveniencia

incluir 14, equilibrando asi los géneros (7 hombres y 7 mujeres).

Descripcion de las maniobras

Prueba de esfuerzo v determinacion del grado de entrenamiento fisico previo

Se realiz6 en el Departamento de Cardiologia por un médico especialista en el area.
En cada voluntario se obtuvo previamente un electrocardiograma de base. La prueba
de esfuerzo se realiz6 en banda sin fin segin protocolo de Bruce, hasta alcanzar 85%
de la frecuencia cardiaca maxima (estimada mediante la férmula: 220 - edad en afios).

En todos los casos la prueba se realiz6 en ayuno a las 8:00 horas + 30 minutos.

Toma de muestras sanguineas

Se llevd a cabo de la siguiente manera: a su llegada a las 8:00 horas cada individuo
fue canalizado con un catéter vascular 16 a 18 G, obteniendo la muestra basal, con
extracciones posteriores a las 10:00, 12:00 y 14:00 horas. Después de la primera toma
se coloco un tapdn estéril y se instild solucion salina entre las tomas posteriores. Este
mismo protocolo se realizd el primer dia de estudio (sin prueba de esfuerzo), asi como
el segundo dia, con la realizacion de prueba de esfuerzo inmediatamente después de la
primera toma sanguinea. En cada toma se extrajo el equivalente a 12-15 mL en tubos
para suero (1) y plasma (1 con EDTA y 1 con heparina sodica). Excepto por las
mediciones de amoniaco, lactato y CPK (que fueron procesadas inmediatamente),
todas las muestras fueron preparadas para su congelamiento a -70°C y estudio
posterior. En caso de que ocurriese alglin retraso en la toma de muestra inicial, o bien,
en la prueba de esfuerzo, los horarios de las tomas de muestra subsecuentes fueron
ajustaron para mantener un periodo de 2 horas entre cada toma. En todos los casos, el
paciente se mantuvo en ayuno hasta las 10:00 horas (segunda toma) después de lo

cual se otorgd un desayuno estandarizado.



Antropometria

El primer dia del estudio se tomaron peso, talla, circunferencias de cintura y cadera,
asi como una impedancia bioeléctrica para calcular la masa grasa y la masa libre de
grasa (estimado de la masa muscular), segun protocolo estdndar (Lukasaki 1985) y
tomando como referencia los valores normales validados para la poblacién mexicana

(Macias 2007).

Aplicacion del Cuestionario de Actividad Fisica de la Universidad de Laval

Este cuestionario (CAF-Laval) ya validado en la poblacion mexicana (Lopez-
Alvarenga 2001) se entregd a cada voluntario el primer dia del estudio, para ser

completado en casa y entregado en los dias siguientes.

Determinacion de ARNm de GS en PBMC
Obtencion de PBMC

El ARNm empleado para la deteccion de cambios de expresion del mensajero de la
GS se aislé de células mononucleares de sangre periférica de los voluntarios. Con el
fin de utilizar en forma eficiente la sangre total obtenida a la que se le habia retirado
el plasma se modificd un protocolo estandar basado en la recuperacion de PBMC
(principalmente linfocitos), mediante un gradiente de Ficoll (Beyum 1977).
Brevemente el procedimiento consistido en reconstituir el paquete de eritrocitos y
demas componentes celulares en la mitad del volumen del paquete con solucion salina
isotonica amortiguada con fosfatos (PBS: NaCl 150 mM, NaH,PO4 20 mM, pH 7.4);
por ejemplo a un paquete de 6 mL se le afiadieron 3 mL de PBS. Después de
resuspender el paquete celular por inversion se diluyo 1:1 con PBS en tubos conicos
de 15 mL. En un segundo tubo coénico de 15 mL se depositaron 3 mL de una
preparacion comercial de Ficoll (Lymphoprep™ de Nycomed). Sobre el ficol se
depositaron 9 mL de la sangre diluida evitando mezclar el ficol con la suspension de
sangre total. La suspension se centrifugd a 2000 rpm en una centrifuga clinica Sorvall
durante 30 min a temperatura ambiente. Las células mononucleares se separaron de
los eritrocitos al formar un anillo blanquecino que se recuperd con micropipeta en un
volumen no mayor a 3 mL, repartido en dos tubos eppendorff de 1.5 mL. Las células
se sedimentaron en una centrifuga eppendroff a 1200 x g por 30 seg a 4°C. Los
sobrenadantes se removieron por aspiracion y los paquetes celulares se

resuspendieron en 500 uL de PBS estéril, para ser mezclados en uno de los dos tubos



eppendroff y centrifugados nuevamente a 1200 x g por 30 seg a 4°C. El sobrenadante

se elimino por aspiracion y el paquete celular pas6 al proceso de aislamiento de RNA.

Obtencion de ARN total

El ARNm de las células mononucleares de sangre periférica se extrajo por medio del
reactivo TRIzol (invitrogen No de catilogo 15596026) basado en el método de
extraccion con fenol cloroformo y precipitacion de Piotr Chomczynski (Chomezynski
1987). El proceso consistio en agregar 1 mL de la solucién con fenol de TRIzol al
paquete de células mononucleares concentradas en un tubo eppendorff de 1.5 mL
como se describid en la seccion anterior. El paquete se dispersd pipeteando la
suspension celular repetidamente hasta obtener una suspension homogénea y fluida
sin residuos del paquete celular. Después de adicionar 200 uL de cloroformo, los
tubos se mezclaron vigorosamente por inversion y se dejaron reposar por 3 min. Las
fases se separaron por centrifugacion a 11,750 x g por 5 min a 4 °C. Se recuperé la
fase superior (aproximadamente 500 uL), correspondiente a la fase acuosa, misma
que se transfirié a tubos eppendroff de 1.5 mL y se mezcld con el mismo volumen
(500 uL) de isopropanol. Después de agitacion vigorosa por 15 seg en vortex y de
dejar reposar a temperatura ambiente por 10 min, el RNA total precipitado se
recuperd centrifugando a 11 750 x g por 10 min a 4 °C. Una vez descartado el
sobrenadante, la pastilla se lavdo con 1 ml de una mezcla de etanol:agua 75%:25%.
Los tubos se agitaron vigorosamente con vortex por 30 seg antes de volver a
centrifugar a 11 750 x g por 5 min a 4 °C. El sobrenadante se aspird y el RNA total

precipitado se dejo secar por 30 min en una campana estéril de flujo laminar.

El ARN total precipitado se solubilizdo en 22 ul de agua estéril tratada con DEPC.
Después de 3 incubaciones a 37 °C por 15 min seguidas de vortex y centrifugacion se
tomaron 2 ulL y se diluyeron con 8 uL de agua estéril tratada con DEPC (dilucion
1:5). Se midi6 la densidad oOptica de esta dilucion a 260 y a 280 nm por medio de un
micro espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific). Después de realizar las
diluciones necesarias para que la densidad Optica cayera dentro del rango lineal (entre
0.1 y 1 unidades de densidad dptica) se evalu¢ la calidad de la preparacion por medio

de la relacion de la absorbancia a 260 nm/280 nm. Todas las muestras tuvieron



relaciones Absyeo/Absago entre 1.5 a 1.7. El rendimiento promedio fue de 2 + 1 ug de

ARN total/preparacion.

La integridad de todas las muestras se verificd corriendo 500 ng de cada muestra de
ARN total en geles desnaturalizantes de agarosa al 1%. Los geles se prepararon
fundiendo 0.3 gramos de agarosa en 24.4 ml de H,O con 600 uL de un amortiguador
de Tris EDTA y acetato concentrado (TAE 50%), una vez que la temperatura alcanzé
55 °C se anadieron 5 mL de formaldehido. Cinco uL de cada muestra de ARN total se
mezclaron con 5 uL de la solucioén de carga (25% de glicerol, xilen-cianol y azul de
bromofenol al 0.25%, suplementada con 25% de formamida, 15 uL. de formaldehido y
1 ug/mL de bromuro de etidio). Las muestras se calentaron a 55 °C por 15 min antes
de cargarse en los geles desanturalizantes de agarosa donde se corrieron a 57 mV (sin
limitacion de corriente) por 20 min., tiempo al cual se obtuvo una imagen digitalizada
del patron de corrimiento. La sefial fluorescente de las 3 bandas de ARNs ribosomales
(5, 18 y 28 S) se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta y la imagen se
capturé6 con un equipo Eagle-Eye y la ayuda de un programa de control de la
adquisicion de Kodak. En todos los casos se apreciaron las tres bandas bien definidas

indicando que no hubo degradacién del ARN en ninguna de las muestras.

Retro-transcripcion

Después de cuantificar y valorar la integridad del ARN total obtenido para cada
muestra se procedio a realizar una retro-transcripcion en un volumen final de 20 uL.
empleando un estuche comercial para sintesis de ADNc (ADN complementario)
(Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit, Roche 04897030001). Para cada
reaccion se emplearon 10 uL. de cada muestra de ARN total diluida para tener entre
50 y 200 ng. EI ARN total se mezcl6 con 1 uL. de H,O, 1 uL de hexdameros al azar, 2
uL de solucion amortiguadora concentrada 10X, 1 uL. de cada uno de los dNTPs (4
uL en total), 0.5 uL de inhibidor de ARNasas y 0.5 uL de transcriptasa del estuche.
Las mezclas de reaccion se prepararon para series de 10 reacciones de retro-
transcripcion que incluian las 8 muestras de cada individuo (4 muestras del dia sin
prueba de esfuerzo y 4 muestras del dia con realizacion de prueba de esfuerzo), un

control negativo y un control positivo. Una vez mezclados en tubos de 250 uL con



tapa se aplico el siguiente protocolo en una maquina de PCR MJ Reserach modelo

PT480: 55 °C por 30 min, 85 °C por 5 min y refrigeracion permanente 4 °C.

Reacciones de amplificacion por PCR en tiempo real

Los ARNm de GS, hipoxantina fosforibosil transferasa (HPRT) y B-actina (actina) se
amplificaron a partir del ADNCc total generado de acuerdo a lo descrito en la seccion
de retro-transcripcion. Las reacciones se llevaron a cabo empleando un estuche de
reactivos Lightcycler Tagman Master (Roche) y capilares de 20 uL (Roche) en un
equipo Lightcycler (Roche) con un programa operativo y de analisis Lightcycler 4.05
(Roche). Se prepararon dos series de 10 muestras a partir del esquema empleado en la
reto-transcripcion: 8 muestras de cada individuo (los cursos temporales con y sin
prueba de esfuerzo) un control negativo y un control positivo. Una serie se empled
para amplificar al ADNc de GS y la segunda serie para amplificar los ADNc de
HPRT y actina. Ambas series de tubos se corrieron en paralelo dentro de un mismo

cassette de PCR.

Para amplificar GS se emplearon 5 uL. del ADNc diluido 1:5 en H,O suplementados
con 2 uL. de mezcla de reaccion (ya con enzima Tagman, dNTPs, MgCI2 y solucion
amortiguadora), 0.2 uL del cebador sentido (L) y 0.2 uL del cebador antisentido (R) a
una concentracion final de 200 nM, 0.1 uL de la sonda fluorescente (clave de la
biblioteca universal de sondas de Roche: 55, 530nm, 04688520001) a una
concentracion final de 100 nM y 2.5 uLL de H,O.

Los amplicones de HPRT y actina y se amplificaron en la misma reaccion empleando
5 uL del ADNc diluido 1:5 en H,O suplementados con 2 uL de mezcla de reaccion
(ya con enzima Taqman, dNTPs, MgCl2 y solucion amortiguadora), 0.5 uL del
cebador sentido (L) y 0.5 uL del cebador antisentido (R) a una concentracion final de
200 nM, 0.1 uL de la sonda fluorescente (clave de la biblioteca universal de sondas de
Roche: 22yprt 530nm, 04686969001) a una concentracion final de 100 nM, 0.1 uL de
una mezcal con los cebadores R y L para el ADNc de actina a una concentracion final
de 200 nM, 0.12 uL de la sonda fluorescente (clave de la biblioteca universal de
sondas de Roche: 34y, 560nm, 04687671001) a una concentracion final de 100 nM y
1.68 uL de H,O.



La amplificacion se inicid con calentamiento a 95 °C (desnaturalizacién) por 10 min.
Para la amplificacion se realizaron 45 ciclos del siguiente protocolo: 10 segundos a 95
°C (desnaturalizacion), 30 segundos a 60 °C (hibridacion) y 1 segundo a 72 °C
(extension). Al finalizar el ultimo ciclo la temperatura se mantuvo a 77 °C (extension

final) por 10 min. antes de enfriar a 4 °C.

Determinacion de amoniaco
Cincuenta uL del tubo con EDTA fueron extraidos para medicion inmediata de este
metabolito seglin las indicaciones de un kit comercial (Roche, Manheim, Alemania).

El tiempo entre la toma de muestra y el procesamiento fue menor a 20-30 minutos.

Oxido-reduccion: En una muestra de suero se determind la carbonilacion de proteinas

mediante la prueba de Oxyblot®, de acuerdo a los lineamientos del fabricante

(Millipore, Chemicon, EEUU).

Determinaciones de lactato y CPK
Seran determinados con el uso de 200 y 400mcL de plasma obtenidos de la muestra

con heparina sodica en nuestro laboratorio central.

Criterios de eliminacion del estudio

En los sujetos reclutados, se consideraron los siguientes criterios para eliminacion el
estudio: falta a alguna las tomas de sangre programadas, fallo en alcanzar la
frecuencia cardiaca méxima en la prueba de esfuerzo o aparicion de complicaciones

durante la prueba de esfuerzo.

Andalisis estadistico

Debido a la dispersion observada en los datos, y a que al aplicar la prueba de Shapiro-
Wilks se observd una distribucion no normal, los datos se expresaron como medianas
e intervalo intercuartilar, y se utilizd estadistica no paramétrica. Asimismo, por el
comportamiento ascendente-descendente de los marcadores bioquimicos evaluados se
decidid construir areas bajo la curva (ABC) para realizar un analisis mas apropiado de

los datos (Matthews 1990). En el caso del ARNm de GS, los datos se expresaron



como incremento porcentual con respecto a la mediana de la determinacion basal para
cada dia. En los casos en que el andlisis se realizé entre grupos diferentes se realizo
andlisis estadistico con la prueba U de Mann-Whitney, mientras que al tratarse de
comparaciones entre dias de los mismos sujetos, se utilizaron los rangos sefialados de
Wilcoxon. Las ABC de ARNm de GS se correlacionaron con otras variables de
interés mediante la prueba de Spearman. El anélisis estadistico se realizo con STATA

y SPSS, a dos colas, tomando como significativo un valor de p<0.05.



RESULTADOS

Caracterizacion de la poblacion

Se incluyeron 14 voluntarios (50% mujeres) con edad media de 48.5 afios (41 a 56
afos). En lo referente a los antecedentes, se tratd de una poblacion con nivel de
educacion en anos entre 9 y 23, y con bajo consumo de alcohol (0 a 20 g/d), que
aunque se reportaron sanos, después de estudios de laboratorio realizados a su
solicitud, se identificaron 4 sujetos con hipertrigliceridemia (niveles entre 181 y 380
mg/dL), y 2 con pre-hipertension (uno de ellos con hipertrgliceridemia y posible
sindrome metabolico por presentar ademas HDL bajo y glucosa en ayuno de 105
mg/dL). En todos ellos se inici6 terapia dietética y ha brindado seguimiento clinico
para su adecuado manejo. Ninguno de los voluntarios cumplié con algun criterio de

eliminacion.

Antropometria, grado de actividad basal e intensidad de la prueba de esfuerzo

La descripcion de las variables antropométricas se muestran en la tabla 2. Como era
esperable, los hombres tuvieron mayor peso, y mayor masa magra, asi como menor
indice de masa corporal, en relaciéon con las mujeres. Los resultados referentes al
grado de actividad basal e intensidad de la prueba de esfuerzo pueden observarse en la
tabla 3. No se encontr6 diferencia en el CAF-Laval, ni tampoco en el tiempo en banda
o los METs alcanzados en la prueba de esfuerzo (protocolo de Bruce) entre ambos

geéneros.

Expresion genica de GS (ARNm)

La determinacion seriada de ARNm de GS en PBMC se realizd con 12 pacientes
debido a la pérdida de 2 durante el manejo de muestras. Los resultados se muestran en
la figura 3, tanto en relacion con el amplicon HPRT, como con el de B-actina. Puede
observarse que en el dia de ejercicio (Dia 2) la transcripcion del gen de GS sufrio una
ligera induccion después de la prueba de esfuerzo (a las 10 horas, entre 25 y 50%
contra la referencia de HPRT y p-actina, respectivamente), aunque hacia las 14 horas
se identifico disminucion en la tasa de transcripcion en las muestra en el referente con
actina (aproximadamente 50%). Sin embargo, ninguno de estos cambios alcanzé
significancia estadistica. Se procedid a calcular las ABC, mismas que se presentan en

la tabla 4, y nuevamente se identificé que aunque las medianas presentan incremento



con el ejercicio, no se alcanz6 significancia estadistica y se observo mucha dispersion
de los datos. En el caso de HPRT 5 de 12 pacientes mostraron induccion, mientras
que el de P-actina fueron 6 de 12. No se observé diferencia en la expresion entre

hombres y mujeres.

Niveles de amoniaco, lactato y creatina-fosfoquinasa.

En la figura 4 se puede apreciar el comportamiento de estos marcadores a través del
tiempo, en los dias con y sin ejercicio. Es evidente que no existié variacion relevante,
inclusive en el andlisis de ABC (tabla 5). Sin embargo, al evaluar los géneros de
manera separada es notable que en el dia 1 los niveles de amoniaco demostraron una
tendencia a ser mayores en los hombres en comparacién con con las mujeres, mientras
que en los hombres los niveles de amoniaco fueron menores el dia 2, en relaciéon con
el dia 1. También se observd que el dia de ejercicio (dia 2) las mujeres tuvieron

tendencia a elevar los niveles de lactato, en relacion con los hombres.

Asociacion entre induccion de ARNm de GS y antropometria/actividad fisica

Para evaluar la posible asociacion entre el nivel de expresion génica basal de GS y
diversas variables de antropometria y actividad fisica, éstas se correlacionaron con la
expresion promedio de las 8 horas en ambos dias, como se muestra en la tabla 6. Sélo
se observaron correlaciones negativas con el CAF-Laval para el grupo total y
especialmente en hombres, y con el porcentaje de masa muscular en las mujeres,
cuando se usaron los datos obtenidos con el testigo de HPRT. No se identificaron
asociaciones con la expresion de GS usando actina como testigo. El mismo analisis se
realiz6 también para buscar asociaciones con el ABC del dia 2, o bien, con el cambio
inducido por ejercicio (tabla 7). Los resultados de esta parte del estudio cuando se
tomaron los datos de induccién de GS en referencia a HPRT como gen testigo, no
demostraron significancia estadistica. Sin embargo, en todos los sujetos se
correlacion6 positivamente el tiempo de actividad fisica en banda y los equivalentes
metabolicos alcanzados en la prueba de esfuerzo (METs), cuando se usaron los datos
obtenidos con actina como gen testigo. Cuando se compararon los METs logrados en
la prueba de esfuerzo entre los pacientes que si lograron inducir el gen de GS contra
los que no lo indujeron, se encontr6 una tendencia estadistica a mayor esfuerzo en el

primer grupo (mediana [intervalo intercuartilar]: 10.1 [7-12.8] vs 7 [7-10.1], p=0.12).



Cauntificacion de cambios en estrés oxidativo (carbonilacion de proteinas)
A pesar de que se siguieron de manera estricta los lineamientos establecidos por el
fabricante en la realizaciéon de este ensayo, al término del mismo no fue posible

detectar alguna sefal en el espectrofotometro.



CONCLUSIONES Y DISCUSION

La GS es una de las enzimas mas importantes en el metabolismo del nitrégeno, y esta
intimamente ligada a la destoxificacion del amoniaco en pacientes con encefalopatia
hepética. Su producto catalitico, la glutamina es el aminoacido libre mas abundante en
el cuerpo, y su principal fuente es el musculo esquelético, de donde es liberada a la
circulacion sanguinea para ser transportada a diversos tejidos (Curi 2007). La
glutamina cumple multiples funciones intracelulares, entre las que destacan: sustrato
energético, gluconeogénesis, formacion de acidos nucleicos y glutation (Curi 2007).
Asi, glutamina es un aminoacido ubicuo y necesario para todas las células, y por lo

tanto la GS es considerada una enzima del metabolismo basal.

Se ha informado que el cortisol es un regulador de la transcripcion génica de GS
(Avisar 1999). Inclusive, en estudios con diversos tejidos de animales se ha logrado
identificar que en regiones 5 (rio arriba) del gen de la GS existen elementos de
respuesta para glucocorticoides (Chandrasekhar 1999, Avisar 1999), y se ha reportado
en el musculo de rata su incremento en respuesta a corticosteroides (Max 1990).
Puesto que se sabe que el ejercicio incrementa la secrecion de ACTH y a su vez de
cortisol, es logico pensar que el ejercicio pueda incrementar la tasa de transcripcion de
la GS mediante la liberacion de cortisol a la circulacion sanguinea (McCardle 2001).
La glutamina, es otro regulador de la enzima, como se observé en un estudio con
cultivos de células musculares en los que la adicion de glutamina redujo la actividad
de GS, pero no los niveles de ARNm, por lo que se le atribuye en efecto post-

transcripcional (Feng 1990).

A pesar del sustento teérico de que el ejercicio debe inducir ARNm de GS, y de que la
glutamina no debe alterar este efecto, los mecanismos de regulacion del gen deben ser
mas complejos dado que investigaciones sobre esta via de induccion han brindado
resultados contradictorios. Kelso y cols demostraron en un modelo de hipertrofia de
musculo plantar delgado que la actividad de GS se incrementaba 5.5 veces después de
transcurridos 7 dias (Kelso 1989). Sin embargo, un estudio con metodologia similar
realizado por otro grupo de investigadores no logré demostrar variacion en la
actividad enzimatica, aunque si evidencio reduccion en los niveles de ARNm de GS,
con niveles de glutamina conservados (Falduto 1992). Estos resultados apoyaron

conclusiones de otro estudio en el que un modelo de entrenamiento de resistencia en



ratas durante 12 a 16 semanas redujo los niveles de ARNm de GS. Asimismo, se
demostrd que el ejercicio se opone al efecto de induccion de ARNm de GS dado por
corticosteroides (Falduto 1989). Esta evidencia controversial aunada a los estudios ya
mencionados en la introduccion, en los que de manera indirecta se demostro
inducciéon de GS (aunque sin determinacion de ARNm de GS) (Eriksson 1985, Santos
2007, Miyazaki 2006), hacen dificil establecer de antemano cudl seria el efecto que
una exposicion aguda a ejercicio podria ejercer en la transcripcion de ARNm en

humanos.

En el presente estudio se pudo demostrar cambio en la tasa de transcripcion de GS en
PBMC de sujetos sometidos a un episodio de ejercicio, aunque no se detectd la
significancia estadistica esperada segun el célculo de tamafio de muestra. La falta de
significancia contrasta con lo observado previamente en el estudio piloto. En éste se
incluyeron 36 voluntarios sanos con determinacion de ARNm de GS, siendo 29
sometidos a ejercicio y 13 controles (6 pacientes tuvieron mediciones con y sin
gjercicio, mismos que se usaron para el célculo del tamafio de muestra). En la
investigacion piloto (Figura 5) se pudo observar induccion génica de GS mediante
ejercicio, notdndose una diferencia estadisticamente significativa en las ABC alas 2y
6 horas (p=0.021 y p=0.037), motivo por el cudl el estudio actual se limit6 a estudiar
las primeras 6 horas. Aunque las graficas que denotan la expresion a través del tiempo
son similares en ambos estudios, se puede observar que en el actual la magnitud de la
induccion fue ligeramente menor en comparacion con el piloto (percentilas 75
maximas de 1.5 y 1.6, medianas maximas de 1.25 y 1.3, respectivamente) ademas de
que la variabilidad de los resultados de ARNm medido por RT-PCR fue mayor en el
actual, con gran traslape entre las dos poblaciones de estudio. Estos dos argumentos
podrian explicar la ausencia de significancia estadistica en la presente tesis. La menor
induccién del estudio actual puede ser debida a que en esta ocasion se incluyeron
voluntarios entre 41 y 56 afos, mientras que en el ensayo piloto habia més sujetos
jovenes (10 con menos de 30 afos, 10 con edades entre 30 y 50 afos, y 9 mayores a
50 afios) notandose una correlacion inversa entre la edad y la induccion de ARNm de
GS (r=-0.368, p<0.05). La mayor variabilidad de los resultados de RT-PCR pueden
ser debidas a diferencias inherentes a la técnica empleada, a la falta de mediciones por

duplicado, y por supuesto, a variabilidad bioldgica entre individuos.



En esta ocasion ademas de utilizar al amplicon HPRT como testigo, se evalu6 a la 8-
actina como otro gen testigo. En las graficas de la figura 3 se puede observar que en el
ensayo con [-actina se demostré mayor induccidn en las primeras 4 horas del estudio,
con un descenso posterior no observado con HPRT. Es ya conocido que una sesion de
gjercicio puede inducir ambos genes (Hasten 2000, Hellsten-Westing 1993), y
posiblemente la reduccion identificada en el ensayo con f-actina represente una
mayor activacion de este gen, en relacion con el de HPRT. Estas diferencias deberan

ser tomadas en cuenta en estudios posteriores.

En lo que respecta a los niveles de amoniaco (tabla 5), era esperable encontrar
mayores niveles en los hombres, en asociacién con una mayor masa magra o
muscular, y por lo tanto, un mayor metabolismo de compuestos nitrogenados. Por otra
parte, el hallazgo de que los hombres tuvieron un ABC mas baja de amoniaco en el
dia que realizaron ejercicio, hace suponer metabolismo del mismo en relacion con el
ejercicio. Desgraciadamente no se cuenta con los resultados de glutamina, que de
presentar un incremento paralelo, brindarian informacion indirecta de mayor actividad
de GS. Esto ya habia sido demostrado en humanos en el estudio de Eriksson y cols
(Eriksson 1985), asi como en animales en los estudios de Miyazaki y cols, y Santos y

cols (Miyazaki 2006, Santos 2007).

Los andlisis de lactato y CPK se encontraron préacticamente en la totalidad de casos
dentro de pardmetros normales, suponiendo que no ocurrié metabolismo anaerdbico o
dafio muscular significativos. Se sabe que los niveles de lactato se incrementan ante el
fallo del metabolismo aerdbico, permitiendo la regeneracion de NADP para la
obtencion de energia mediante ATP de la via de la glucolisis (Robergs 2007). En
consecuencia, la estabilidad en sus niveles hace suponer que no hubo metabolismo
anaerobico importante. Es relevante hacer notar que las mujeres presentaron una
tendencia a elevar mas los niveles de lactato en el dia de ejercicio, en comparacion
con los hombres, lo que puede estar asociado con un menor entrenamiento fisico,
como puede verse en el menor tiempo que toleraron en la banda, y los menores METs
alcanzados. Aunque la CPK es un marcador inexacto para dafio muscular y puede
elevarse so6lo como consecuencia de inflamacion muscular sin dafio celular (Koller

2005), ya ha sido usado por otros investigadores para determinar dafio de manera



gruesa (Saunders 2004). Asi, la observacion de niveles persistentemente normales

hace suponer que no ocurrié dafio muscular.

Los resultados de la busqueda de asociaciones entre expresion de ARNm de GS y
variables de antropometria y actividad fisica fueron inesperados, especialmente en lo
que respecta a las correlaciones negativas de la expresion basal con el CAF-Laval y el
porcentaje de masa magra, dado que se esperaban correlaciones positivas. Cabe
sefialar que aunque los resultados de gasto energético obtenidos en el CAF-Laval son
elevados, fueron similares a los reportados en el estudio de validacion en México
(Lopez-Alvarenga 2001). En el estudio piloto ya se habia encontrado una correlacion
positiva entre el porcentaje de masa muscular (magra) determinado mediante
antropometria (r=0.412, p<0.05), lo que contrasta ain mas con estos resultados. Sin
embargo, si el entrenamiento fisico y la masa muscular tienen un efecto negativo en la
induccion de ARNm de GS (Falduto 1992 y 1989) estas asociaciones cobrarian
sentido bioldgico y deberdan ser tomadas en cuenta en estudios posteriores. En
cualquier caso, no se puede descartar que se trate de un error tipo I inherente a las
comparaciones multiples. Se requieren mas estudios para poder determinar la validez

de estas asociaciones.

En cuanto a lo observado en las correlaciones con el ABC del dia de ejercicio, los
resultados apoyan que a mayor esfuerzo fisico es mayor la induccion del gen de GS,
un resultado esperado, pero opuesto a lo observado con la expresion basal. Asimismo,
el hallazgo de que los pacientes que si lograron inducir el gen tenian una tendencia a
mayor esfuerzo fisico en la prueba, hace suponer que la suspension prematura de la
prueba de esfuerzo también tuvo relacién con la falta de significancia en nuestros
resultados de induccion génica. Esto puede ser debido a que la prueba fue suspendida
tomando como Unico criterio la frecuencia cardiaca y no se utilizé el consumo de
oxigeno o la escala de Borg (McCardle 2001) para establecer el momento de
suspension de la prueba. En estudios posteriores se debera utilizar alguno de estos
métodos (ademas de la frecuencia cardiaca) para decidir el momento de suspension de

la prueba de esfuerzo.

En conclusion, se logré observar un incremento no significativo en la expresion de

ARNm de GS, resultado que no cumplié con nuestro objetivo primario. Esta falta de



significancia puede ser debida entre otras cosas a la variabilidad del ensayo y a que no
todos los sujetos lograron inducciéon del gen con el esfuerzo fisico al que se
sometieron. Sin embargo, se logr6 identificar en hombres una reduccion significativa
en el ABC de amoniaco, lo que sugiere metabolismo del mismo, aunque el significado
biologico de este hallazgo es dificil de establecer dado que la reduccion se observo en
el ABC, mientras que todos los valores reales se encontraron dentro de parametros
normales. Con base en los resultados, este metabolismo de amoniaco no puede ser
atribuido a actividad muscular dado que no realizamos gradientes arteriovenosos de
las extremidades. Aunque no fue posible reproducir los resultados previamente
encontrados en el estudio piloto, este ensayo ha permitido identificar algunas
variables que deben ser controladas de mejor manera para estudios posteriores, a
saber: mejorar la intensidad del trabajo fisico en la prueba de esfuerzo utilizando
algun otro método para indicar su suspension ademds de la frecuencia cardiaca,
considerar utilizar algin otro gen testigo que no presente cambios agudos con el
ejercicio, mejorar la técnica de RT-PCR tiempo real, lo que podria implicar la
medicion por duplicado o triplicado para disminuir la variabilidad, e incluir
mediciones de glutamina y glutamato para una mejor caracterizacion de la via

metabdlica.

En cualquier caso se debe considerar que los cambios a observar en una exposicion
aguda pueden diferir de lo que pudiera ocurrir en sujetos sometidos a un programa de
entrenamiento fisico (con exposicion repetida al ejercicio), lo que no descarta la
posibilidad de que un programa de este tipo pueda tener efecto benéfico en los niveles
de amoniaco en pacientes con EH. Habra que considerar que asi como no se observo
induccion de ARNm de GS en todos los voluntarios sanos (6 de 12 en relacion al
amplicon de (-actina) esta maniobra no debiera ser benéfica en todos los casos de EH.
En otros estudios con voluntarios sanos se ha determinado que para lograr la
induccién de algunas enzimas involucradas en la regeneracion de ATP se requiere la
realizacion de ejercicio por mas de 5 a 10 dias (McCardle 2001) y en el caso de la GS
esto podria ser aplicable, abriendo la posibilidad de encontrar resultados positivos con
un programa de exposicion repetida al ejercicio. Una propuesta de como el ejercicio
podria beneficiar a pacientes con EH se muestra en la figura 6. De lograrse la
induccién sostenida, el metabolismo muscular del amoniaco dado por la GS debe ir

ligado a amoniagénesis renal y eliminacion del grupo nitrogenado de la glutamina a



mediante amonio, por lo que los pacientes con cirrosis a estudiar deberdn contar con
una funcion renal normal. Ademas, el entrenamiento fisico debe ser titulado para
evitar que sea tan intenso como para incrementar los niveles de amoniaco de manera
aguda, a través de la activacion del ciclo de los nucledtidos de purina o desaminacion
de proteinas. Existe evidencia en atletas de que la intensidad del ejercicio,
determinado mediante consumo de oxigeno (VO,), se correlaciona con el incremento
en los niveles de amoniaco a partir de una VOimax >50% (VOamax: cONnsumo maximo
de O, observado en un individuo) (Wilkerson 1977, Babij 1983, Katz 1986, Urhausen
1992, Derave 1997), que depende principalmente de la presencia de fibras musculares
tipo II (Dudley 1983), especialmente después de alcanzarse un estado de metabolismo
anaerobico (Itoh 1990). Sin embargo, poco se sabe acerca de lo que ocurre en la fase
de recuperacion, o bien, después de un programa de entrenamiento prolongado. Denis
y cols reportaron en 11 sujetos pre-entrenados que después de un programa de
entrenamiento de 8 a 12 sesiones manteniendo la VOomax a 80%, se logré reduccion
en los niveles de amoniaco en sangre (Denis 1989). En otro estudio con 11 sujetos sin
entrenamiento previo se logré reducir el incremento de amoniaco causado por el
ejercicio entre 2 y 4 veces (intensidades de trabajo entre 65 y 85% respectivamente)
después de un periodo de 7 semanas (42 sesiones) (Lo 1987). Por tanto, con miras a
lograr un beneficio terapéutico en pacientes con EH y cirrosis, se debe caracterizar la
via metabolica del amoniaco en exposicion aguda a ejercicio, tal como se ha realizado
en este trabajo para voluntarios sanos, y evaluar los posibles cambios a un programa
prolongado, tomando en cuenta los efectos que pudieran ocurrir segun la intensidad o

porcentaje de la VOanax alcanzada.
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Tabla 1. Cambios en el metabolismo del amoniaco y lactato en 11 sujetos sanos

sometidos a ejercicio.

Basal 1* Rutina | 2° Rutina | 3" Rutina 30 min 60 min
Intensidad - 352 553 80 =4 - -
'FC 61 =10 113 +4 154 + 3 184 + 4 - -
“Lactato 05+0 1.0+£0.2 | 2305 7.7+1.6 23+0.6 1+0.2
°NH; 22+2 27 +£2 46 £ 6 84 + 12 27 + 4 20+ 2
*Glutamato 582 37 +3 314 27+3 60 =3 60 x4
*Glutamina 53815 | 61617 | 60617 666 + 23 160 =5 605 = 35
’Capt. NH; 24 +0.5 -4 +3 -14+2 -46 = 15 -0.1+£0.7 | 1.8+0.9
ICapt. “Glu 9+2 20 + 4 19+9 15+7 1227
TCapt. “GIn | -14+4 | 25223 | -47+30 | -95+80 108

1 . P 2 . . . -
Frecuencia cardiaca. “Mediciones arteriales expresadas como promedio + EE de mmol/L.

3 ., , * EH . . PO .
Captacion de amoniaco, glutamato y glutamina en miembro pélvico, expresado como promedio =

EE de umol/min. Hace referencia a la captacion (signo positivo) o liberacion (signo negativo)

expresada como la diferencia entre determinaciones de arteria y vena femorales (arterial — venosa).

wkE o ey .y . . .
Sélo se expresa una medicion para el estado de recuperacion, sin especificar el tiempo.

Los decimales fueron redondeados a su unidad mads cercana.

Tomado de Eriksson y cols 1985.




Figura 1. Expresion de ARNm de glutamina sintetasa en células mononucleares
circulantes en voluntarios sanos.

En verde se observa la sefial del anticuerpo contra GS en linfocitos. El corte histologico
corresponde a higado de rata (control positivo) con evidencia de GS en los hepatocitos
perivenulares. En el ultimo recuadro se observan los pesos moleculares en cerebro de raton
(B) y linfocitos humanos (L), que son similares.



Figura 2. Expresion de ARNm de GS en estudio piloto (6 pacientes).
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Los resultados muestran incremento en nimero de veces con respecto al nivel basal (los resultados de
todas las muestras de cada paciente fueon divididas entre su basal).



Tabla 2. Resultados de la antropometria.

Todos Mujeres Hombres P
Peso 72.5 (70-78.7) 70 (61.8-71.6) 75.8 (73.3-81.4) 0.034
MC' 27.6 (25.9-31) 29.6 (25.1-33.4) | 27.5(25.9-28.6) 0.48
RCC’ 0.92 (0.86-0.96) | 0.86 (0.81-0.92) | 0.93 (0.92-0.97) 0.025
Masa magra (%) | 62.7 (55.6-68.9) | 55.6 (52.5-60.2) 69 (65.5-72.1) 0.001

Los datos se muestran como medianas (intervalo intercuartilar). Peso expresado en kilogramos.

[ES R .
Indice de Masa corporal, expresado en kg/m’. *Razon cintura cadera. “Porcentaje de masa magra

muscular) estimada mediante bioimpedancia. Prueba de Mann- itney.
( 1 imada mediante bioimpedancia. *Prueba de Mann-Whitney




Tabla 3. Grado de actividad basal e intensidad de prueba de esfuerzo

Todos Mujeres Hombres p

CAF-Laval 3698 (3405-3895) | 3643 (3000-3890) | 3698 (3405-4226) | 0.47

Prueba Esfuerzo

Tiempo 6.8 (6.2-9.2) 6.24 (4.28-9.17) 7.24 (6.27-9.39) | 0.20

METs 8.6 (7-10.1) 7 (7-10.1) 10.1 (7-10.1) 0.54

Los datos se muestran como medianas (intervalo intercuartilar).

Tiempo expresado en minutos. 'Prueba de Mann-Whitney.




Figura 3. Expresion génica de ARNm de GS en relacion a tiempo.
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Los resultados muestran incremento en niimero de veces con respecto a la mediana basal (los
resultados de todas las muestras de cada paciente fueon divididas entre la mediana de la basal).
Comparaciones realizadas con rangos sefialados de Wilcoxon.



Tabla 4. Areas bajo la curva de las determinaciones seriadas de ARNm.

Todos Mujeres Hombres P’
GS/HPRT
Dia 1 6.7 (5-102) | 7(3.4-12) 6.4 (5-8.4) 1
Dia2 | 7.1(4.5-8.8) [54(3.9-6.8)| 8.5(5-9.9) 0.27
P 0.58 0.35 0.86
GS/actina
Dial | 6.6(5.1-8.1) 6 (6-8.2) 7.1 (3.9-8.1) 0.64
Dia2 | 7.3(5.1-12.7) |7.5(7.2-8.3) | 4.6 (5.7-15.3) 1
P 0.64 0.69 0.24

Los datos se muestran como medianas (intervalo intercuartilar).

'"Prueba de Mann-Whitney. “Rangos sefialados de Wilxocon.




Figura 4. Niveles de amoniaco, lactato y cretina-fosfoquinasa.
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Tabla 5. Areas bajo la curva de las determinaciones seriadas de amoniaco,

lactato y creatina-fosfoquinasa.

Todos Mujeres Hombres p'
Amoniaco
Dia 1 208 (187-313) | 234 (166-261) | 306 (275-338) | 0.073
Dia 2 235 (189-261) | 248 (189-267) |225(184-261) | 0.62
P 0.19 0.61 0.028
Lactato
Dia 1 8.2 (7.4-10) 8.3 (7.2-10.5) | 8.1 (7.4-10) 0.9
Dia 2 8.5 (6.7-9.3) 9.2 (7.5-9.5) 6.7 (6.3-8.8) 0.097
P 0.27 0.93 0.13
CPK
Dia 1 645 (468-1106) | 533 (375-809) | 662 (628-1306) | 0.21
Dia 2 739 (443-981) | 680 (359-805) | 744 (526-1397) |0.26
I 0.59 0.61 0.61

Los datos se muestran como medianas (intervalo intercuartilar).

'Prueba de Mann-Whitney. “Rangos sefialados de Wilxocon.




Tabla 6. Correlacion de Spearman entre expresion basal de ARNm de GS y
variables de antropometria y actividad fisica.

a. Gen de referencia; HPRT.

Antropometria CAF- | Prueba de esfuerzo
Peso | IMC | RCC | MM% | Laval | Tiempo | METs
Todos r 0.137 | 0.157 | -0.35 | -0.155 | -0.822 | -0.056 | -0.028

)% 0.67 | 0.63 | 0091 0.63 | 0.002 0.86 0.93

Mujeres r 0.667 | 0.500 | -0.200 | -0.900 | -0.8 | -0.300 | -0.410

)% 022 | 039 | 0.78 | 0.037 | 0.20 0.62 0.49

Hombres r 0.250 0 0.143 | 0.071 | -0.929 0 0.231

)% 0.59 1 0.76 0.88 | 0.003 1 0.62

b. Gen de referencia: B-actina.

Antropometria CAF- | Prueba de esfuerzo
Peso | IMC | RCC | MM% | Laval | Tiempo | METs
Todos r 0.049 | 0.144 | 0.161 | -0.175 | -0.418 | 0.147 0.311

)% 0.88 | 0.66 | 0.62 0.59 0.20 0.65 0.33

Mujeres r 0.564 | 0.200 | 0.400 | -0.300 | 0.400 | 0.400 0.359

)% 0.32 | 0.75 | 0.50 0.62 0.6 0.50 0.55

Hombres r 0.286 | 0.288 | 0.536 | -0.036 | -0.607 | 0.250 0.463

)% 0.54 | 053 | 0.22 0.94 0.15 0.59 0.30

r= coeficiente de correlacién de Spearman.




Tabla 7. Correlacion de Spearman entre induccion de ARNm (Dia 2) de GS y
variables de antropometria y actividad fisica.

a. Gen de referencia; HPRT.

Antropometria CAF- | Prueba de esfuerzo
Peso | IMC | RCC | MM% | Laval | Tiempo | METs
Todos r 0.375 | 0.270 | 0.396 | -0.284 | -0.150 | 0.494 0.473

)% 0.23 | 0.40 | 0.20 0.37 0.66 0.10 0.12

Mujeres r 0.616 | 0.900 | 0.300 | -0.600 | 0.800 | 0.800 0.718

)% 0.27 | 037 | 0.62 0.29 0.20 0.10 0.17

Hombres r -0.180 | -0.400 | 0.018 | -0.270 | -0.667 | 0.292 0.198

)% 0.70 | 037 | 0.97 0.56 0.10 0.53 0.67

b. Gen de referencia: B-actina.

Antropometria CAF- | Prueba de esfuerzo
Peso | IMC | RCC | MM% | Laval | Tiempo | METs
Todos r 0 0.284 | 0.322 | -0.091 | -0.027 | 0.524 0.655
p 1 037 | 0.31 0.78 0.94 0.08 0.021

Mujeres r 0.051 | 0.600 | 0.800 | -0.100 | 0.800 | 0.800 0.872

)% 094 | 0.29 | 0.10 0.87 0.20 0.10 0.054

Hombres r 0.107 | 0.216 | 0.607 | -0.107 | .0.321 | 0.464 0.579

)% 0.82 | 0.64 | 0.15 0.82 0.48 0.29 0.17

r= coeficiente de correlacién de Spearman.




Figura 5. Expresion de ARNm de GS en estudio piloto.
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Los resultados muestran incremento en nimero de veces con respecto al nivel basal (los resultados de
todas las muestras de cada paciente fueon divididas entre su basal).



Figura 6. Propuesta de una nueva terapéutica para encefalopatia hepatica de
bajo grado en pacientes con cirrosis.
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Recuperacion del Astrocito

A. Edema y disfunciéon astrocitarios causados por hiperamoniemia y el estrés oxidativo
derivado, propios de la encefalopatia hepatica. B. Con el ejercicio se propone la induccion de
GS muscular con el consecuente metabolismo de amoniaco a glutamina, en paralelo con
amoniagénesis a nivel renal que desamina a la glutamina y excreta amonio en la orina. C.
Recuperacidn astrocitaria dada por la reduccion en los niveles circulantes de amoniaco.

NH;: amoniaco, GLU: glutamato, GS: glutamina sintetasa, GLN: glutamina, PAG: glutaminasa, NH4:
amonio, ROS: especies reactivas de oxigeno.
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