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Resumen

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el suicidio es una de las
principales causas de muerte a nivel mundial en personas jovenes de entre 15y 29
afos de edad. Este fendmeno es altamente complejo y no puede ser direccionado
hacia una sola causa, sino que hay que evaluarlo mediante enfoques con multiples
factores de diferente naturaleza. Entre estos enfoques esta el protedmico. La
protedmica se refiere al estudio completo de las proteinas de un sistema biolégico
determinado a través del uso de multiples técnicas de alta tecnologia, como la
espectrometria de masas. Ademas, permite analizar una gran cantidad de proteinas
en una misma plataforma, ofreciendo la posibilidad de estudiar diferentes
condiciones o0 grupos en un mismo experimento. Las proteinas son una parte
fundamental en la vida, pues son las que permiten que se den gran parte de las
funciones basicas en los sistemas vivos, pero también pueden estar involucradas
en diversas patologias cuando su funcionamiento no es correcto o cuando se
encuentran alteraciones en las mismas. En este estudio, se llevo a cabo el andlisis
de los cambios en el perfil protedmico de la corteza cerebral prefrontal dorsolateral
(CPFDL) de individuos que consumaron el suicidio. Se extrajeron las proteinas del
tejido anteriormente mencionado; realizando la disociacion por maceracion del
tejido y centrifugacién del extracto, asi como el aislamiento de proteinas por el
método cloroformo-metanol para su posterior separacion por electroforesis
bidimensional (2-DE SDS-PAGE). Posteriormente, se analizaron las imagenes
digitalizadas de los geles bidimensionales. En estas se observaron las proteinas por
tincion con Sypro Ruby o azul de coomassie se analizaron con el software PdQuest
(de BioRad). En este andlisis, se encontraron los valores de cambio entre las
proteinas provenientes de la CPFDL de individuos que murieron por causas
diferentes al suicidio y las de CPFDL de individuos que consumaron el suicidio. De
agui, se seleccionaron las proteinas que aumentaron o disminuyeron en suicidio
comparados con los controles; y se cortaron de los geles de poliacrilamida para la
extraccion de proteinas por digestion con tripsina toda la noche y se separaron de

los péptidos resultantes. Estos péptidos se identificaron por espectrometria de



masas Yy se utilizaron motores de busqueda como Protein Pilot en la base de datos
de UNIPROT y The Human Protein Atlas. Los resultados obtenidos muestran
alteraciones en la expresion de dichas proteinas que estan asociadas a aspectos
biolégicos de alta relevancia como las reacciones de Oxido-Reduccion (REDOX),
alteraciones en el ciclo celular, citoarquitectura, procesos apoptoéticos vy

neurodesarrollo.



Introduccion

De acuerdo a la OMS, el suicidio es una de las principales causas de muerte a nivel
mundial en personas jovenes de entre 15 y 29 afios de edad. Este fendmeno es
altamente complejo y no puede ser direccionado hacia una sola causa, sino que hay
gue evaluarlo mediante enfoques con multiples factores de diferente naturaleza,
desde psicosociales, hasta moleculares. En este ultimo, podemos encontrar el
enfoque de la protedmica, que se refiere al estudio completo de las proteinas de un
sistema biologico determinado a través del uso de diversas técnicas de alta
tecnologia, como la espectrometria de masas. Ademas, permite analizar una gran
cantidad de proteinas en una misma prueba, ofreciendo la posibilidad de estudiar
diversas condiciones 0 grupos en un mismo experimento. Las proteinas son una
parte fundamental en la vida, pues son las responsables de muchas de las funciones
basicas en los sistemas vivos, pero también pueden estar involucradas en diversas
patologias cuando su funcionamiento no es correcto o cuando se encuentran

expresadas diferencialmente respecto a una condicién control.

Actualmente se mira hacia una medicina personalizada, la cual tiene como propdsito
evaluar los riesgos médicos, monitorear, diagnosticar y tratar pacientes de acuerdo
a su composicion genética especifica y fenotipo molecular. El advenimiento de la
secuenciacion del genoma humano y el analisis de los estados fisiolégicos, han
contribuido a ese propdsito. Sin embargo, el genoma es dificil de interpretar y en el
caso de varias enfermedades multifactoriales como diabetes, cancer, trastornos
psiquiatricos y enfermedades neuroldgicas, involucran la funcién de un gran namero
de genes, vias biolégicas y factores ambientales que pueden ser muy dificiles de
conjuntar. Asi que la integracion de la informacion gendmica junto con un analisis
molecular detallado de las muestras sera importante para predecir, diagnosticar y
tratar las enfermedades, asi como para entender el inicio, progresion y prevalencia
de los estados de enfermedad. La proteGmica es una de las nuevas ciencias
‘omicas”, que provee una aproximacion bioquimica global para entender la

regulacion de las vias y redes metabdlicas en un sistema bioldgico, pudiendo
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complementar asi los datos derivados de la gendmica, transcriptomica y
metabolomica en el estudio de las afecciones del sistema nervioso central (SNC).
Sin embargo, aun son pocos estudios en el area de las neurociencias donde se

aborda la integracion de los datos de las diferentes ciencias “omicas”.

Dado este escenario, es importante el entendimiento de los factores moleculares
que contribuyen a trastornos psiquiatricos como la conducta suicida, asi como
busqueda de nuevos biomarcadores que propongan alternativas para el

diagnéstico, prondostico, tamizaje o blancos para tratamientos terapéuticos.

Para el desarrollo de este trabajo, se requierié personal capacitado en la parte
clinica (que proporciond tanto los datos clinicos del individuo, asi como las muestras
de éstos mismos a estudiar) en la parte bioguimica (que se encargd de la extraccion
de las proteinas de las muestras), en la quimica analitica (que involucré la técnica
de espectrometria de masas para la separacion e identificacion de las proteinas) y
la bioinformética (que nos permitié organizar y analizar los datos obtenidos de los
estudios protedmicos, asi como para proponer posibles relaciones con la biologia
de la enfermedad). Todo lo anterior con fines de un mejor entendimiento de este
tipo de trastornos y, con base en la informacion obtenida de este estudio, proponer
las vias bioldgicas relevantes en el suicidio que pudieran conducir en un futuro a la

propuesta de marcadores moleculares para este fenbmeno.
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) Antecedentes

1.1. Suicidio

El suicidio, el acto de quitarse la vida de manera intencional, ha sido parte de la
historia de la humanidad desde hace mucho tiempo, a pesar de que en la actualidad
sigue siendo un tema tabu y estigmatizado. Desde la época griega, Plutarco llevé a
cabo un estudio sobre los suicidios acontecidos entre los siglos IV y 1l A.C., en el
que llegd a la conclusion de que habia una elevada frecuencia de adolescentes
griegos que consumaron el suicidio o que presentaron tentativas al mismo (Andrade,
2012).

La palabra suicidio proviene del latin Suicidium, formado por el prefijo Sui (de si, a
si mismo) y el sufijo Cidium (acto de matar, del verbo caedere), siendo el escrito
mas antiguo el reportado por Gauthier de Saint Victor, te6logo francés que empleé
el término suicida en el afio 1177-1178 (Salméan, 2011).

No obstante, el término suicidio no se restringe unicamente al suicidio consumado,
sino que abarca toda aquella conducta en la que el individuo, frecuentemente
consciente, ejecuta ciertas acciones o se abstiene de realizar otras, con el fin de

causarse dafio a si mismo (Tovillay Genis, 2012).

En el Manual de Diagnéstico y Estadistica de los Trastornos Mentales (DSM-V,
2013), la conducta suicida puede ser categorizada de acuerdo al nivel de violencia
del método utilizado, agrupando asi el uso de armas de fuego y salto de grandes
alturas en el rubro “violento”, y al consumo de sustancias legales o ilegales en el “no
violento”. Otra forma de clasificar la conducta suicida segun este manual, es de
acuerdo al grado de letalidad que se presenta, siendo poco letales aquellos en los
gue sOlo se termina en una visita a urgencias y altamente letales en los que

requieren una atencion hospitalaria mas especializada.
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De acuerdo a la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), hay una muerte por
suicidio cada 40 segundos, es decir, cerca de 800.000 personas se suicidan al afio
en todo el mundo y un nimero mayor lo intenta, pero no logra consumarlo. Estas
cifras son alarmantes y posicionan al suicidio como la segunda causa principal de
muerte en personas de entre 15y 29 afios. El 78% de estos casos fueron reportados
en paises de economia media y baja, lo que lo convierte en un problema de salud
publica a nivel global (OMS, 2015).

Borges y Cols., (2016) mencionan que de acuerdo con datos del informe de la OMS,
basados en el registro nacional, en México el nUmero de suicidios entre los afios
2000y 2012 aument6 en un 10.6% y la tasa de suicidios aumenté en un 17.1%. Asi,
el suicidio se posiciona como la quinta causa de muerte en individuos de hasta 34

afos y la tercera en poblacion mexicana de entre 15 y 24 afios (Borges et al. 2012).

Borges también sefiala que estudios realizados en 2008 arrojan cifras alarmantes
respecto a la tasa de suicidio en el pais, teniendo asi que entre el 2.5y 4.3% de la
poblacién de toda la Republica Mexicana han tenido un intento de suicidio, lo que
en nameros es 593.600 por afio. De la misma manera, 6.601.210 personas han
tenido ideacion suicida y 99.731 han hecho usos de servicios médicos por intento

suicida.

Por otro lado, un estudio demogréfico realizado por Romero et al (2018); muestra
un aumento en la tasa de suicidios del afio 2000 al 2015, siendo este de 5.05 a 8.50

para hombres (por cada 100,000 habitantes) y de 1.06 a 2.0 para mujeres.

No existe una causa Unica que ocasione el suicidio. Existen muchos factores de
riesgo que pueden llevar a una persona a tomar esta decision. Sin embargo, el
comportamiento suicida tiene una alta comorbilidad con trastornos mentales, siendo
los mas comunes el trastorno bipolar, el trastorno de depresion mayor y la
esquizofrenia, entre otros. No obstante, en algunos casos este comportamiento

también se da por motivos religiosos, politicos y/o como reaccion a una experiencia
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traumatica o dolorosa (DSM-V, 2013). En un estudio realizado por Turecki y cols.
en 2014, con 3275 muestras de cerebros post-mortem, concluyeron que la mayoria
de estos casos presentaron un trastorno psiquiatrico, destacando primeramente el
trastorno depresivo mayor, seguido de la esquizofrenia, trastorno por consumo de

drogas y/o trastorno de la personalidad (Turecki et al. 2014).

Se ha propuesto un modelo de estrés-diatesis para el comportamiento suicida, que
describe la relaciéon entre la respuesta a un estresor y la susceptibilidad al suicidio
(Van Heeringen, 2012). La diatesis es un término clinico que se refiere a una
constitucién del cuerpo que hace que reaccione de una manera especifica a un
estimulo extrinseco, haciendo que una persona sea mas susceptible que el resto a

una padecimiento en particular (Mann, 2003).

La correlacion biolégica con el modelo diatésico del suicidio puede proveer
biomarcadores de riesgo a este, que sean distinguibles de los biomarcadores de
otros desérdenes mentales concurrentes y que pueden servir para identificar
factores de riesgo después de una experiencia traumatica o del desarrollo de algun
trastorno psiquiatrico. A la par, este modelo brinda la oportunidad de integrar
fenotipos neurobioldgicos con perspectivas clinicas y cognitivas en el estudio y
prevencion del suicidio (Van Heeringen, 2012).

Dado que, como ya se menciond, el suicidio no tiene una causa aparente, Turecki
menciona otros agentes que pueden influir este, agrupandolos en factores distales,
que son aquellos que aumentan la predisposicién al suicidio pero que tienen una
relacion temporal distante al mismo, y los proximales, que suelen generar crisis de
este comportamiento que estan tipicamente relacionadas a eventos estresantes
recientes y fuertemente asociados al comienzo de eventos psicopatologicos. Los

subgrupos de factores de riesgo se muestran en la Fig.1.

No obstante a lo anterior, Mann (2003) propone que hay otros factores de riesgo de
naturaleza social, como vivir en zonas rurales, el desempleo, la pobreza, la posesion

de armas propias y el aislamiento social.
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Alteraciones
serotoninérgicas

Alteraciones Respuesta al
glutamatérgicas y estrés por
GABAérgicas poliaminas
Factores de Disfuncion
inflamacion neuroendocrina

Disfuncion ,8

astro / glial

|| Distales Proximales

Relacion temporal

Figura 1. Factores de riesgo del suicidio. La flecha indica la relacién temporal de dichos factores respecto al
suicidio, siendo estos los distales y los proximales. Tomado y modificado de Turecki et al, 2014.

1.2. Lacorteza prefrontal dorsolateral

La corteza cerebral es una region de suma importancia en el sistema nervioso
central (SNC), de hecho, su expansién caracteriza la evolucion de los mamiferos.
En ella, se puede encontrar un alto grado de diferenciacién y de funcionalidad,
asociando asi las conductas mas complejas del ser humano, tales como; la
conciencia, el estado de animo, la motivacion, el pensamiento, la memoria, el
lenguaje, la creatividad, la programaciéon y la ejecucion de actividades motoras

voluntarias (Pimienta, 2004).

Esta region cerebral, a pesar de ser tan heterogénea, cuenta con multiples
conexiones tanto con ella misma, como con el resto del SNC (telencéfalo,
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diencéfalo, tallo cerebral, médula espinal, etc.), formando asi un sistema de
proyecciones nerviosas que participa en mecanismos de control y ejecucion de
naturaleza sensorial, perceptiva, cognitiva y motora. Por lo anterior, aunque
regionalizar citoarquitectonicamente el cerebro ha sido de gran ayuda en estudios
evolutivos, neuroquimicos, de imagenologia y de conexiones, el hecho de que
inerve con tantas zonas hace que asociar una funcién con una Unica area del
cerebro sea muy simplista, incluso podria no ser correcto, ya que por los axones no

se sabria donde empieza ni donde termina dicha region (Pimienta, 2004).

La corteza cerebral prefrontal dorsolateral (CPFDL) es sumamente compleja en
primates, proviendo asi una serie de funciones diversas y flexibles, entre las que
destacan las “funciones ejecutivas complejas”. Estas Ultimas son importantes en el
circuito neurobiolégico asociado al suicidio, pues entre ellas se encuentran la
capacidad para resolucion de problemas, la moderacion del comportamiento social
y la toma de decisiones, asi como la prediccion de consecuencias a acciones futuras
(Martins de Souza et al. 2009). De esta manera, la CPFDL se presenta como una
neuroregion cuyas alteraciones podrian causar que estas funciones ejecutivas
complejas esten involucradas en el fenébmeno del suicidio, se puede observar en la
Fig. 2.

Corteza Prefrontal
Dorsolateral

Figura 2. Esquema de la corteza prefrontal dorsolateral en un cerebro humano. Tomado y modificado
de Aranyi et al, 2016.
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Diferentes autores han hecho estudios neuroanatomicos con muestras post mortem
de individuos que consumaron el suicidio, en los que se han reportado cambios a
nivel de neuronas, astroglia y oligodendrocitos tanto en &reas corticales, como
subcorticales. A nivel de la CPFDL observaron atrofia celular y baja densidad

neuronal (Van Heeringen y Mann, 2014).

Los estudios de las bases bioldgicas del suicidio también han tenido un enfoque
desde la neuroimagenologia, con la cual se han estudiado diversas regiones del
cerebro in vivo, destacando la corteza cerebral y haciendo especial énfasis en
regiones como la corteza prefrontal medial (CPFM), la corteza prefrontal lateral
(CPFL) y la CPFDL. Los estudios en CPFL mostraron que esta area esta
relacionada con la letalidad en el intento suicida en pacientes diagnosticados con
sindrome de depresion mayor. En cuanto a la CPFDL, se observd que esta
involucrada en la regulacion emocional en individuos con depresion que intentaron
suicidarse y que hay cambios en la actividad cerebral (Van Heeringen y Mann,
2014).

Mediante la técnica de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se han visto cambios

en diferentes circuitos neuronales en personas con intentos de suicidio (Tabla 1).

Tabla 1
Diferencias estructurales y funcionales de cerebros de personas con intento suicida. Tomado y
modificado de Van Heeringen y Mann, (2014)

Regién cerebral Observaciones estructurales Observaciones en

en la materia gris (lado conectividad funcional

derecho)

Corteza Orbitofrontal Déficit en volumen Reactividad alterada ante

diversos estimulos

Corteza Prefrontal Déficit en volumen Reactividad alterada ante
Dorsolateral diversos estimulos
Corteza Ventromedial derecha Reactividad alterada ante

diversos estimulos
insula Déficit en volumen Disminucion de
conectividad funcional

Giro Temporal Superior Déficit en volumen
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Caudado Déficit en volumen

Globo palido Déficit en volumen _
Talamo Aumento en volumen _
Amigdala derecha Aumento en volumen _

Nota: Se muestran las regiones cerebrales estudiadas, asi como las observaciones respecto al
cambio en dichas regiones a nivel de materia gris y conectividad neuronal encontradas mediante
RMN.

Se ha propuesto un neurocircuito relacionado a la conducta suicida, esto mediante
los cambios observados en estudios post-mortem de neuroimagen, proponiendo
que la serotonina modula diferentes componentes cruciales en personas que
intentan suicidarse (Jollant et al. 2007). De esta manera, se mencionan regiones

cerebrales involucradas en el suicido, las cuéles se muestran en la Fig. 3.

Corteza Prefrontal Medial y
Corteza Cingulada Anterior | =

A ; A
B T : H
Corteza Orbitofrontal ‘ - . B : | Corteza Prefrontal Dorsolateral |<
'y - :
Insula v
Ventral y Dorsal | Corteza Parietal Inferior |4
\‘ ;

Estriado
Ventral y Dorsal

Globo palido
Sustancia negra
Pars reticulata

=J| Rafe Dorsal |

Figura 3. Circuito del suicidio. Regiones cerebrales en las que se han visto cambios estructurales y
funcionales asociados al comportamiento suicida a través de estudios post-mortem y de
neuroimagen. Las lineas punteadas representan las conexiones corticales, las lineas azules y las
flechas indican el circuito serotoninérgico desde el rafe dorsal. Imagen adaptada por Van Heeringer
y Mann, 2014, con la informacion de Tanaka et al. (2004).
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Actualmente, los tejidos son una de las herramientas de mayor importancia en la
investigacién de multiples enfermedades y espectros, puesto que la manifestacion
de dichas efermedades se puede observar claramente a este nivel de organizacion
celular. Sin embargo, muchos de los estudios a nivel de tejidos se realizan in vivo
mediante imagenologia o, en otros casos, mediante biopsias. No obstante, estudiar
a los tejidos desde un enfoque molecular y/o bioquimico, podria permitir esclarecer
de mejor manera los mecanismos de estas patologias y asi poder generar
biomarcadores moleculares que nos ayuden a determinar un mejor diagndstico,

pronéstico y/o tratamiento (Norris y Caprioli, 2013).

Los biomarcadores pueden definirse como aquellas moléculas “medibles”
provenientes de una muestra bioldgica, cuyos niveles de presencia / ausencia son
indicativos del desarrollo de alguna patologia o que sirven como referencia respecto
a grupos controles. Actualmente, este tipo de marcadores son de gran importancia
en la practica clinica y de investigacion, pues pueden brindar informacién util en el
diagnéstico y gravedad de algunas enfermedades, asi como en el prondstico y la
evaluacion respuesta — tratamiento, proporcionando incluso informacion en cuanto

a la subsecuente recuperacion (Pertuz et al., 2016).

1.3. Bioquimica del suicidio

La psiquiatria y los desordenes mentales nunca se han abordado desde un solo
punto de vista, Huertas (2001) en su texto Historia de la psiquiatria, ¢ por qué? ¢ para
qué? Tradiciones historiograficas y nuevas tendencias; menciona algo muy
importante: Siempre se ha podido ver que los desdrdenes mentales existen, pero
su tratamiento, diagndstico, y, mas adn, la manera en la que lo entiende la gente,
varian dependiendo de la cultura, de la sociedad y del momento histérico en

contexto.

El enfoque bioquimico es uno de los que ha tomado mayor fuerza en los ultimos

afos. Aparentemente, desde hace tiempo se pensaba que los desérdenes mentales
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tenian un origen organico y no era solo una cuestion psicosocial, esto después de
que Hofmann en 1943 vio inintencionalmente el efecto alucindgeno que producia la
dietilamida del acido lisérgico o LSD, por sus siglas en inglés, hipotetizando asi que
si este alcaloide podia causar efectos psicoticos en personas que lo consumian,
entonces una sustancia toxica en el cerebro podria estar generando el mismo efecto
en los enfermos mentales. Asi, con este enfoque, para 1954 se habia postulado a
la serotonina (por Woolley y Shaw) y al adrenocromo (por Hoffer, Osmond y
Smithyes) como responsables de trastornos mentales como la esquizofrenia
(Sourkes, 1961).

Luego de ello, se han hecho mdltiples estudios y experimentaciones de este tipo
para los diferentes trastornos psiquiatricos, siendo la hipotesis mas enfatizada la de
una mala regulacion en la transmision serotoninérgica. Sabiendo que mas de un
neurotransmisor puede estar involucrado, se han propuesto también alteraciones
en la transmision GABAérgica y glutamatérgica (Kékesi et al. 2012), asi como en la

dopaminérgica, la transduccion de sefales y la morfologia celular (Mann, 2003).

Mediante estudios de tipo perfil de expresion del genoma completo (expression-
wide analysis - EWAS), se han identificado anormalidades en genes asociados a
neurotransmisores corticales como glutamato y acido gamma amino butirico
(GABA), factores de crecimiento, poliaminas, vesiculas sinapticas y glia en
individuos que murieron por suicidio o que presentaron algun trastorno de la
personalidad (Fiori y Turecki, 2012). Se ha propuesto ademas el posible papel de la
apoptosis (muerte celular programada) mediada por poliaminas en la susceptibilidad
a presentar comportamiento suicida a través de una reduccién neurodegenerativa

de los volumenes de materia gris (Le-Niculescu et al. 2013).

En cuanto a protedmico, algunos estudios han postulado alteraciones en la
expresion de proteinas que podrian servir como biomarcadores del suicidio (Tabla
2).
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De esta manera, al ser un fenbmeno tan complejo, el interés en los cambios
bioquimicos en el suicidio ha tenido lugar en estudios con enfoques en ADN
(gendmica), en los niveles de expresion del ARNm (transcriptomica), en los perfiles

proteicos (protedmica) y en los metabolitos (metabol6mica).

En cuanto a los estudios gendmicos, se han encontrado irregularidades en la
expresion de genes como GLUL, SLC1A3 (Kim et al. 2007), GRIN2A y GRINL1A
(Klempan et al. 2009), todos ellos involucrados en la regulacion glutamatérgica. Por
otro lado, también se han encontrado irregularidades en la neurotransmision
GABAérgica en los genes GABRA1 y GABRB3 (Choudary et al. 2005), GABRA4 y
GABRAS (Sequeira et al. 2009).

Tabla 2
Recopilacién de estudios de protéomica en suicidio
Autor (es) y Pais Proteina, via o Muestra Condicién en la

afio agrupacion protéica analizada gue se llevd a cabo

propuesta latoma de muestra

Swaab, D.F.  Holanda Ciclo glutamina — Corteza prefrontal Postmortem
et al. 2016 glutamato
Ducasse, D. Francia RCP Muestra sanguinea Premortem
etal. 2015
Hayley, S. et Canada BDNF Corteza prefrontal Postmortem
al. 2015 e hipocampo
GFAP
INA
Kékesi, K. et Hungria PRDX6 Corteza prefrontal Postmortem
al. 2012 NEEL y amigdala
NEFM
Bondy, B et GFAP Corteza prefrontal
al. 2007. Alemania CRYAB (Area de Brodman Postmortem
SOD2 10)

Nota: Las muestras postmortem pertenecen a suicidio consumado y las premortem a intento suicida.
Abreviaciones por sus siglas en inglés: RPC- Proteina C Reactiva. BDNF- Factor neurotréfico
derivado del cerebro. GFAP- Proteina fibrilar acidica de la glia. INA- Alfa internexina. PRDX6-
Peroxiredoxina 6. NEFL- Neurofilamentos ligeros. NEFM- Neurofilamentos medios. CRYAB- Cadena
alfa-cristalina B. SOD2- Superéxido dismutasa 2.
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De manera general, los circuitos o redes moleculares que se han visto modificados
en cerebros postmortem de individuos que se suicidaron se muestran a continuacion

en la Tabla 3.

Tabla 3
Sistemas y / o0 procesos con irregularidades relacionadas al suicidio. Tomado y modificado de
Furczyk et al. (2013).

Sistema o proceso hioldgico Irregularidades a nivel de:
Dopaminérgico Recaptura de dopamina
Endocanabinoides Receptores
Glutamatérgico Receptores
Neuroendocrinolégico Hormonas y receptores
Noradrenérgico Receptores y enzimas
Plasticidad neuronal Factores neurotroficos (como BDNF)
Poliaminas Putrescina y Espermina
Sefializacién celular Proteinas Cinasas, Interleucinas, etc.
Serotoninérgico Transportadores, enzimas y receptores

1.4. Objeto de estudio: las proteinas

Desde hace ya mucho tiempo se sabe la importancia que tienen las proteinas en el
desarrollo de la vida. Estas son consideradas uno de los cuatro miembros de las
macromoléculas escenciales junto con los acidos nucleicos, los carbohidratos y los

lipidos.

Las proteinas estan formadas por monomeros llamados aminoacidos (AAs), que,

como su nombre sugiere, estan constituidos por dos grupos funcionales: el grupo
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amino, que contiene nitrdgeno, y el grupo acido, que presenta un acido carboxilico
(Fig. 4.). Dentro de los amino&cidos reportados en la naturaleza, sélo 20 de ellos
estan presentes en todos los seres vivos en su estereoisomero levogiro (L) (Hillis et
al. 2012).

Estos polimeros de amino&cidos tienen una organizacion particular y una forma de
union quimica especial denominada enlace peptidico. Dichos enlaces resultan de
una reaccion de condensacion entre el nitrogeno del grupo amino de un aminoacido
y el carbono del grupo carboxilo de otro, formando asi un enlace de naturaleza
covalente. De esta manera, se forman dipéptidos (cuando se unen dos AAS),
oligopéptidos (de dos a diez AAs) y polipéptidos (hasta cien AAS).

Grupo amino Grupo carboxilo
Figura 4. Estructura basica de un aminoacido. Se puede observar el grupo amino, compuesto por
nitrégeno (N) e hidrégeno (H). De la misma manera, el grupo carboxilo con composicién de carbono

(C), oxigeno (O) e hidrégeno (H). Al centro de la imagen se muestra un carbono (C) unido a una
cadena lateral (R) y a un hidrégeno (H), dicho carbono se denota como el carbono alfa de la molécula.
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Las proteinas estan formadas por una o mas cadenas polipeptidicas, en donde cada

polipéptido tiene un grupo amino y un grupo carboxilo libre en cada extremo
Solomon et al. (2011).

Las proteinas cuentan con niveles estructurales, siendo estos el primario (1), el

secundario (IIA y 1IB), el terciario (lll) y el cuaternario (IV), asi como los motivos

estructurales (Il.1), los cuales se detallan a continuacion de acuerdo a Solomon et
al. 2011.

I) La estructura primaria es definida por la secuencia de aminoacidos unidos
por los enlaces peptidicos anteriormente mencionados. Esta secuencia
estara determinada por la informacion genética especifica para cada proteina
de un sistema bioldgico cualquiera y es la que le dara la conformacién de una

proteina, asi como su funcién.

II) El siguiente nivel de organizacién recibe el nombre de estructura
secundaria, una cadena que es estabilizada por enlaces de hidrégeno.
Dentro de este nivel, se pueden encontrar las cadenas a-hélice (l1A) y la
lamina B-plegada (lIB), cuyo nhombre Unicamente denota el orden en el que
se descubrieron. La estructura a-hélice es la region en la que la cadena
polipeptidica adquiere una forma de espiral helicoidal uniforme causada por
factores fisicos y quimicos, en la que cada vuelta completa contiene 3.6 AAs.
Esta estructura es completamente flexible y elastica. Por otro lado, las
laminas [B-plegada presentan una disposicion tipo zig zag, también
estabilizadas por enlaces de hidrogeno entre el mismo o diferentes
polipéptidos, doblando asi hacia atras entre si a la lamina en distintas

regiones, provocando que sea flexible, pero no elastica.

II.I) Existe un nivel de organizacién intermedio al secundario y al terciario.
Este corresponde al de los motivos estructurales. Dichos motivos se forman

cuando elementos comunes de estructura secundaria (como a-hélice y B-
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plegada) se conectan unos con otros para funcionar como un solo elemento.

Un ejemplo de este nivel de organizacién son los dedos de zinc.

[ll) La estructura terciaria de una molécula proteica corresponde a la forma
global que toma por cada una de sus cadenas polipeptidicas, formando una
estructura tridimensional (3D) determinada por cuatro factores relacionados
a las interacciones entre las cadenas laterales (grupos R), que son: enlaces
hidrogeno entre grupos R de ciertos AAs, enlaces idnicos entre grupos R de
un AA con carga positiva y otro con carga negativa, interacciones hidréfobas
de AAs no polares que por el medio circundante de agua se orientaran al
interior de la estructura globular y finalmente los puentes disulfuro que unen
los &tomos de azufre cada dos subunidades de cisteina presentes en la

misma cadena polipeptidica.

IV) Finalmente, la estructura cuaternaria, es el resultado de las interacciones
entre polipéptidos, pues estan compuestas de dos o mas cadenas de esta
naturaleza que interactian entre si de manera especifica para formar una
molécula biolégicamente activa. La estructura cuaternaria deriva de la
conjuncion de varias cadenas peptidicas que, asociadas, conforman un
multimero, que posee propiedades distintas a la de sus monoémeros
componentes (propiedades emergentes). Dichas subunidades se asocian
entre si mediante interacciones no covalentes, como pueden ser puentes de

hidrogeno, interacciones hidrofébicas o puentes salinos.

La diversidad y numero de funciones que desarrollan las proteinas en los diferentes

organismos es realmente inmensa, desde la degradacion de los alimentos que

ingerimos, el crecimiento de cabello y ufias, hasta la regulacién estricta en los

diferentes procesos fisioldgicos de todas las formas vivientes. Lo anterior siguiendo

las “instrucciones” codificadas en el genoma de cada poblacion, especie v,

particularmente, de cada individuo (Segovia y Soberén, 2007).
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Dentro del grupo de las macromoléculas, las proteinas encabezan la lista en cuanto

a diversidad estructural y funcionalidad, algunas de ellas se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4.

Clase de proteina

Enzimas

Proteinas de defensa

Proteinas hormonales y

regulatorias

Receptores proteinicos

Proteinas de

almacenamiento

Proteinas estructurales

Proteinas de transporte

Proteinas de regulacion

génica

Funciones generales de diversos grupos de proteinas. Tomado y modificado de Hillis et al. 2012.

Funcién

Catalizan y aceleran las reacciones bioquimicas

Reconocen y responden a sustancias o
particulas que provienen del exterior y entran al
organismo

Controlan procesos fisiologicos

Reciben y responden a las sefiales moleculares

desde dentro y fuera del organismo

Almacenan aminoéacidos para uso futuro

Proveen estabilidad fisica y movimiento a las
células
Acarrean sustancias por todo el cuerpo
Regulan cuando, cdmo y qué genes seran

expresados.

Ejemplo

Peroxidasas

(Glutatién peroxidasa)

Anticuerpos

(19-G)
Insulina

Receptores de
neurotransmisores
(Receptor de
Serotonina)
Mayormente en évulos y

semillas

(Ovoalbumina)

Colageno

Hemoglobina

Histona metiltransferasa

Nota: Ig-G: inmonoglobulinas-G.
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1.5. Prote6émica

1.5.1. Generalidades y breve historia

El area de estudio especifica para las proteinas se denomina proteémica. Esta se
encarga del estudio del proteoma, término acufiado por Marc Wilkins en el afio 1994,
definiendo a este Gltimo como el contenido total de proteinas que se encuentran en
una célula, tejido o cualquier otro sistema bioldgico definido (analogamente con los
genes y el término “genoma”). Sin embargo, en ese afo, la tecnologia para realizar
estudios del proteoma no estaba tan desarrollada y estudiar una sola proteina
llevaba meses de arduo trabajo, por lo que conocer el proteoma de cualquier
sistema biologico era muy dificil de conseguir. A pesar de ello, en los ultimos 20
afos, la protedmica ha pasado de ser una promesa a un conjunto maduro de
tecnologias que han permitido, por ejemplo, la publicacion de las primeras versiones

del borrador completo del proteoma humano en 2014 (Lenz y Dihazi, 2016).

El desarrollo de la proteémica surge a raiz de la idea de que un gen codifica un
producto final mas complejo y funcional, siguiendo la estructura del llamado dogma

central de la biologia molecular, el cual esta representado en la Fig. 5.
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Transcripcion

— G —
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Retrotranscripcion

Replicacion

Figura 5. Dogma central de la biologia molecular. Se muestra el flujo de informacion desde ADN y
ARN hasta las proteinas.
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Esto significa que las proteinas brindan informacion que los genes no proporcionan,
dicha informacién es inherentemente ma&s compleja y cercana a una posible
funcionalidad dentro de un organismo. Asi, el objetivo de esta area del
conocimiento, es obtener una vision mas global e integrativa de la biologia mediante
el estudio de todas las proteinas de los diferentes niveles de organizacién, desde

una célula hasta un organismo completo (Graves y Haystead, 2002).

Como se mencion6 anteriormente, el estudio del proteoma permite obtener una
cantidad de informacién mayor que la del genoma, dado que el primero es el
resultado de la expresion de miles de genes y la complejidad aumenta al considerar,
ademas, las modificaciones post-traduccionales (MPTs) de las proteinas, en dénde
se pueden encontrar grandes variaciones a diferentes rangos. Dichas
modificaciones se refieren a cambios en la estructura de las proteinas a posteriori a
su sintesis, que pueden comprometer la funcionalidad de las mismas. Existen mas
de 200 MPTs, las mas comunes son la acetilacion, la glucosilacion, la fosforilacién,
la ubiquitinacién y la metilacion (Wright et al. 2012).

Es importante recordar que la sintesis de proteinas es el resultado final de la
expresion génica, incluso cuando no toda la expresion del ARNm (transcriptomica)
desencadena en proteinas (Camprubi-Rimblas et al. 2015) logrando que la
protedmica ofrezca un panorama mas amplio que el de la gendmica, pues esta
dltima describe el genotipo de un sistema biolégico, mientras que la proteémica
describe su fenotipo, el cual incluye tanto la parte genotipica, como el pasado y el
presente del ambiente con el que interactia el organismo (Cox y Mann, 2011). Sin
embargo, seria imposible hacer analisis protedmicos sin las bases de datos de
secuencias gendmicas, dejando expresamente su complementacion en los estudios

moleculares (Westermeier y Naven, 2002).

Es claro que la mayoria de la informacion funcional de los genes reside en el
proteoma, qué, como se dijo antes, es la suma de multiples procesos dindmicos

como las MPTs, el trafico de proteinas y las interacciones entre las mismas. No
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obstante, es también importante considerar que el proteoma es dinamico, es decir,
que la célula no expresara las misma proteinas en un momento que en otro y, a su
vez, que no todas las proteinas tendran el mismo numero de copias, sino que habra
diferentes nimeros dependiendo de la funcion de las mismas, logrando tener desde
30 hasta 100.000 copias de la misma proteina en una célula (Chandramouli y Yuan
Qian, 2009). Dentro del dinamismo del proteoma, ademas de su sintesis y las MPTSs,
entran las translocaciones y la degradacion de proteinas (Morales y Gallo, 2006).

Se especula que en el humano existen alrededor de 20.000 proteinas diferentes,
esto bajo laidea de que el genoma se expresara de manera idéntica en el proteoma,
es decir, un gen codificard para una proteina. Sin embargo, el nimero de proteinas
posibles en el humano aumenta al considerar dos fenédmenos bioldgicos que suelen
suceder. El primero de ellos es el conocido splicing alternativo del &cido ribonucleico
mensajero (ARNm), el cual podria generar un mayor numero de proteinas mediante
los llamados polimorfismos de un solo nucleétido o SNPs, por sus siglas en inglés.
El segundo de estos fendmenos se refiere a las ya mencionadas MPTs, que
cambian el estado de las proteinas, lo que provoca diferentes proteoformas que
podrian resultar en interacciones proteina-proteina diferentes y en funcionalidad

variable (Feliciano et al. 2015).

Las alteraciones en las secuencias de proteinas (provocadas por mutaciones en
genes), asi como la abundancia de las proteinas con MPTs pueden modular o
desregular su funcionalidad y estar asociadas a alguna condicién patoldgica o de
drogas. De esta manera, la proteémica ofrece la ventaja de que, usando sus
diferentes enfoques, puede generar informacién crucial para lograr entender
diferentes patologias bajo su verdadero contexto molecular, lo cual puede permitir
el desarrollo de biomarcadores en enfermedades (enfoque de protedmica clasica)
e incluso al desarrollo de medicamentos especificos que puedan tratarlas (enfoque

de protedmica estructural) (Feliciano et al. 2015).
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Asi, la protedmica se define como la aplicacion de tecnologias de alto rendimiento
para el analisis de la expresion de proteinas de diferentes muestras y/o sistemas

bioldgicos, a través de multiples condiciones (Boersema et al. 2015).

Con todas las consideraciones ya mencionadas, la proteOmica puede tener
diferentes enfoques segun el objetivo, teniendo asi tres principales tipos: la
protedmica de expresion, la estructural y la funcional. La primera se encarga de ver
los niveles de expresion del proteoma entero de una célula u organelo, brindando
asi informacién cuantitativa, es decir, la cantidad relativa o absoluta de proteinas en
una muestra. En cuanto a la protedmica estructural, se encarga de la investigacion
de la localizacion proteica en el sistema biolégico de interés, asi como de las
interacciones proteina-proteina. Finalmente, la proteémica funcional permite el
estudio y caracterizacién de grupos peculiares de proteinas, extrayendo informacion
acerca de la localizacién subcelular, sefializacion proteinica, modificaciones post-
traduccionales, mecanismos de enfermedades e interacciones proteina-droga,
entre otras (Camprubi-Rimblas et al. 2015). Por tanto, estos estudios brindan
informacion tanto cualitativa, como cuantitativa (Wright et al. 2012).
Historicamente, se puede dividir en tres grandes etapas de acuerdo al desarrollo de
las diferentes tecnologias y los avances que se fueron dando paulatinamente en su
campo. La primera parte corresponde a la fundacion, es decir, todo lo ocurrido antes
del afio 2001, cuando se desarrolla la técnica de electroforesis en segunda
dimension en geles de poliacrilamida o 2D SDS - PAGE, por sus siglas en inglés
(Lescuyer et al. 2012).

La etapa numero dos, conocida como la etapa de evolucion, que empieza
aproximadamente en el afio 2001 con el nacimiento de la Human Proteome
Organization (HUPO) y la Swedish Proteomics Society (SPS). Durante este periodo,
la espectrometria de masas (EM) tomé el liderazgo sobre el estudio de proteinas
basado en geles, ya que se desarrollaron instrumentos relacionados a la EM con
capacidades analiticas impresionantes. Los progresos en dicha instrumentacién se

combinaron con el fraccionamiento y marcaje de proteinas, lo que permitié que se
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cuantificaran e identificaran un gran nimero de éstas ultimas, abriendo asi el camino
a los estudios relacionados a MPTs. No obstante, durante esta etapa, también se
dio la simbiosis entre la bioinformatica, las bases de datos y las nuevas tecnologias
para el estudio del proteoma, lanzando asi en UniProt en el 2008, un set “completo”

de 20, 000 proteinas humanas (Lescuyer et al. 2012).

Toda esta evolucion pasé a un estado de madurez, logrando que la proted6mica sea
ahora una herramienta de suma importancia en la investigacion biologica y
biomédica. Asi, se llega a la tercera fase de la protedmica: la fase de traduccion.
Esta Gltima etapa permite involucrar a las proteinas de manera masiva en la biologia
celular y la biologia de sistemas, asi como en la busqueda de biomarcadores de
distintas patologias, la validacion experimental y la aplicaciéon clinica de los
resultados derivados de los experimentos (Lescuyer et al. 2012).

A continuacion, se describen los pasos a seguir para llevar a cabo un estudio

mediante el enfoque protedmico.

1.5.2. Separacion de proteinas

Una de las partes cruciales en la identificacion de biomoléculas recae en su
separacion. Es necesario que la técnica usada para ejecutar este proceso, cumpla
con la caracteristica de poder analizar muestras complejas (como la mayoria de las
muestras bioldgicas) y que ademas tenga una alta resolucién de las mismas. No
obstante, la separacion de proteinas presenta un reto adicional, pues estos analitos

son complejos por si mismos y tienden a la precipitacion (Rabilloud y Lelong, 2011).

Para que las proteinas puedan ser separadas de manera correcta, es necesario
gue, sea cual sea el método que se utilice, la muestra esté libre de cualquier otro
tipo de macromolécula contaminante como carbohidratos, acidos nucleicos o
lipidos, por lo que se lleva a cabo una depuracion previa de los mismos, asi como

la extraccion de las proteinas. El método de extraccion de proteinas sera diferente
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de acuerdo al tipo de muestra biolégica a analizar, siendo diferentes entre célula-

tejido, célula-célula, tejido-tejido, etc. (Medina, 2013).

1.5.3. Métodos de separacion de proteinas

Se han desarrollado diversos métodos de separacion y se han logrado combinar
para obtener mejores resultados. Actualmente, dos de los métodos mas usados
corresponden a las técnicas de electroforesis y de cromatografia.

1.5.4. Métodos cromatograficos

La cromatografia es el término empleado para referirse a una familia de técnicas de
separacion de diversos compuestos moleculares en funcién de sus propiedades
fisico-quimicas. Su nombre proviene del latin kromos (color) y graphos (descripcién)
y se debe a que los primeros estudios de separacion de muestras complejas se
dieron en plantas, en donde muchos de los compuestos separados por esta técnica
eran pigmentos que se manifestaban como bandas coloridas. De manera general,
el principio de la cromatografia involucra un proceso de migracion diferencial de los
compuestos de una mezcla al usar dos fases: la fase estacionaria, en donde los
compuestos son retenidos, y una fase moévil, que pude ser un liquido, gas o una
combinacion de varios liquidos, que fluyen permanentemente durante el andlisis
(FEUM, 2016).

Existen diferentes tipos de cromatografia segun los compuestos que se requieran
separar, sin embargo, la cromatografia liquida (CL) es una de las mas empleadas
en la separacion de proteinas y ésta, a su vez, se puede dividir en diferentes tipos,
una vez mas, de acuerdo a las distintas propiedades fisico-quimicas de las
proteinas de interés, pudiendo asi separarlas en funciéon de su hidrofobicidad,
tamafio, carga, etc. La Tabla 5 resume esta informacion. Lo que se debe resaltar
para todas ellas, es que la fase estacionaria consta de un soporte sélido enriguecido

con diferentes sustancias que sean aptas para el analisis deseado, mientras que la
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fase moévil se encuentra en un estado liquido en donde las proteinas a analizar se

encuentran disueltas (Cummins et al. 2011).
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Tabla s
Tipos de técnicas cromatograficas que se utilizan en la separacién de una mezcla de proteinas. Tomado y modificado de Ritchie, 2012. Mayolo et
al. (2012).

Tipo de Separacion en Aspectos relevantes

Cromatografia funcion de

Se basa en la unién especifica de un ligando a la matriz de la fase estacionaria. Este ligando se une

especificamente a una proteina o a un grupo de proteinas, por lo que las Ultimas proteinas en eluir

De afinidad Interacciones seran aquellas que tengan una interaccion molecular con el ligando anclado a la fase estacionaria, para
especificas ello, es necesario agregar una solucion amortiguradora que rompa la interaccion de la proteina con el
ligando.

Permite la separacion de iones y moléculas polares en base a las propiedades de carga. La separacion
se lleva a cabo por las interacciones electrostaticas entre las proteinas y la fase estacionaria cargada.
Existen dos tipos A) anidnica: fase estacionaria cargada positivamente, atrae moléculas con carga neta

negativa. B) catidnica: fase estacionaria cargada negativamente, atrae moléculas con carga neta

De intercambio Carga neta superficial - . I I o
positiva. Para lograr que las proteinas eluyan, se disminuye (en aniénica) o0 aumenta (en catiénica) el
iGnico L . . . :
pH de la fase mévil para que se rompan las interacciones con la fase estacionaria.
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De fase

reversa

De exclusion

molecular

Hidrofobicidad

Peso molecular (radio

hidrodindmico)

Esta basada en la polaridad de las proteinas y de la matriz de la fase estacionaria. Para realizarla, las
proteinas deben estar en una soluciéon con una alta concentracion salina (alta fuerza ionica), que
provoca que su conformacion se desnaturalice y queden expuestas las regiones hidrofobicas, mismas
gue interactuaran con la fase estacionaria. Para conseguir la elucién, se baja la cantidad de sales de la
solucién o fase mavil, lo que provocara que las proteinas adquieran su forma nativa y migren de la

columna.

La fase estacionaria consta de materiales porosos que excluiran o incluiran moléculas de acuerdo al
radio hidrodinamico, es decir, el volumen que ocupa una molécula en solucién, éste define la capacidad
de penetrar 0 no los poros de la fase estacionaria. El radio hidrodinamico de una molécula esta dado
por su tamafio y forma. Asi, las proteinas de mayor tamafio eluyen mas rapido porque no pueden
penetrar los poros de la matriz y tienen un camino directo por la columna, mientras que a las mas

pequefias les lleva méas tiempo eluir por dichos poros.
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De esta manera, el tipo de técnica cromatografica que se elija estara en funcion del
tipo de proteinas que se quieran separar. Asi, cualquiera que sea la cromatografia
empleada, el paso posterior a la separacion corresponde a la obtencion de un
cromatograma. Los cromatogramas son representaciones graficas de la sefial
detectada en funcion del tiempo desde que la muestra es inyectada al sistema
cromatografico, y hasta que esta eluye completamente, generando asi un patron de
“picos” que se representan a manera de un grafico estilo Gaussiano y que
corresponden a los péptidos que han sido aislados, para asi continuar con la

identificacion por espectrometria de masas (Reyes, 2018. Medina, 2013).

La cromatografia es una familia de técnicas con una amplia gama de posibilidades
en la separacion de proteinas. En proteémica, se utilizan tanto para la separacion
de proteinas, como de péptidos, siendo esta ultima la ocupada con mas frecuencia.
De esta manera, se pueden combinar diferentes tipos de cromatografia empleando
las diferentes propiedades fisico-quimicas previamente descritas, esto mediante la
variacion de la fase estacionaria y la fase mévil. Generalmente, la parte final de esta
combinacion de técnicas incluye la cromatografia liquida de fase reversa. El
acoplamiento de este tipo de cromatografia con un espectrémetro de masas recibe
el nombre de CL-EM o HPLC-MS (High pressure liquid chromatography, por sus
siglas en inglés). En esta configuracion, los péptidos eluidos del cromatégrafo son
casi instantaneamente ionizados, introducidos, aislados y analizados en un
espectrometro de masas, obteniendo asi un cromatograma y los respectivos
espectros de masas de las proteinas o péptidos de la mezcla analizada (Medina,
2013).

1.5.4.1. Electroforesis monodimensional

La electroforesis ha sido una de las técnicas mas utilizadas en la separacion de
proteinas, esta se basa en la migracion a través de geles de poliacrilamida debido

a las propiedades fisico-quimicas de su carga y peso molecular (Medina, 2013).
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Existen esencialmente dos tipos de electroforesis. La electroforesis
monodimensional (1-DE) y la bidimensional (2-DE).

En la electroforesis monodimensional, la separacion de las proteinas se da
Gnicamente en funcion de su peso molecular. Para ello, es necesario que después
de la extraccion de proteinas provenientes de la muestra, se haga una mezcla con
un amortiguador conocido como “Amortiguador Laemmli”, que ayudara, por sus
propiedades quimicas, a que las proteinas migren por el gel de poliacrilamida,
logrando separar proteinas de entre 10 y 300 KDa (Medina, 2013., Morales y Gallo,
2006).

Como se puede ver en la Tabla 6, los compuestos del amortiguador Laemmli
cumplen funciones de alta importancia en la separacion de proteinas. Uno de los
agentes mas relevantes en esta mezcla es el dodecil sulfato de sodio (SDS, por sus
siglas en inglés), ya que desnaturaliza las proteinas y hace que pierdan su forma
nativa, no obstante, este detergente se adhiere a los aminoacidos en proporcion
constante (aproximadamente cada dos AAs), logrando asi cargar negativamente a
la proteina. La uniébn SDS-proteina se conoce como unién “rod-like” (forma de
varilla), siendo la longitud de esta varilla la que determinara la migracion de la
proteina, pues estard en funcion de la friccibn que ésta ejerza respecto a los

estrechos poros de la acrilamida (Medina, 2013).

Tabla 6
Composicién quimica del amortiguador Laemmli y funciones que lleva a cabo cada compuesto.

Compuesto Funcion

Ayuda a que la adicién de las proteinas en los
Glicerol pozos de los geles sea eficiente, pues su
densidad contribuye a que la muestra no se

disperse
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TRIS-HCI Es propiamente el tampon. Mantiene a las

proteinas en un pH de entre 7y 9

Rompe enlaces no covalentes en las proteinas,
SDS provocando su desnaturalizacién y que pierdan

su formacién nativa

Agua Es el disolvente por excelencia

Es el colorante que ayudara a ver el
Azul de Bromofenol seguimiento de la  electroforesis (el
desplazamiento de las proteinas a través del gel

durante la aplicacion de carga eléctrica)

Ayuda a eliminar los puentes disulfuro para
*3-Mercaptoetanol evitar la formacion de estructuras secundarias /
terciarias. Por lo que favorece la

desnaturalizacion.

Nota: Trishidroximetilaminometano — acido clorhidrico (TRIS-HCI), Dodecil sulfato de sodio (SDS),
por sus siglas en inglés.

* El B-Mercaptoetanol no es parte del amortiguador Laemmli, sin embargo, una vez que se hace la
mezcla de amortiguador y la muestra de proteinas, se agrega este Gltimo reactivo para favorecer la
desnaturalizacion.

Una de las aplicaciones mas comunes de este tipo de electroforesis es la
caracterizacion de proteinas después de una purificacion de las mismas (separacion
de proteinas respecto al resto del contenido celular, tisular, etc.), por ello, a este tipo

de geles se les puede llamar “geles de integridad” (Morales y Gallo, 2006).
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1.5.4.2. Electroforesis Bidimensional (2DE SDS-PAGE)

Por otro lado, la electroforesis bidimensional es una de las técnicas de separacion
con mayor resolucion, pues permite que se puedan analizar multiples proteinas en
una misma corrida. Para lograrlo, la electroforesis 2-DE utiliza dos parametros
ortogonales: el isoelectroenfoque (IEF, por sus siglas en inglés) y la electroforesis
por gel de acrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) siendo estas la

primera y segunda dimension respectivamente (Friedman et al. 2009).

La mayoria de los experimentos 2-DE comienzan con el IEF, que corresponde a
una técnica electroforética que es capaz de separar las proteinas en funcion de su
carga neta. Para ello, es necesario comprender que las proteinas son moléculas
anfotéricas, es decir, que pueden comportarse como acido o como base. Algunos
autores las llaman anfiproticas, dado que tienen sitios especiales para aceptar
protones. Estos sitios se pueden encontrar en las aminas libres y en los &cidos
carboxilicos, por lo que estan en los extremos terminales de los aminoacidos. De
igual manera, se pueden encontrar en las cadenas laterales de AAs especificos,
como la arginina, la lisina e histidina, asi como los acidos glutamico y aspartico. Con
lo anterior, queda claro que la carga neta de la proteina esta dada en funcién de su
composicién de aminoacidos y del pH del ambiente en el que se encuentra (Foldi,
2011).

Al ser las proteinas moléculas anfotéricas, poseen una propiedad fisicoquimica
denominada punto isoeléctrico (pl), que se define como el pH en el que la carga
neta de la proteina es igual a cero, es decir, es neutra. Esta propiedad es de suma
importancia en la separacion, pues aquellas proteinas cuyo pl esté en la parte acida
(de 6.9 hacia abajo en la escala de pH) estaran cargadas positivamente, mientras
gue las que se localicen en la parte basica (7.1 hacia arriba en la misma escala)
tendran una carga neta negativa (por lo que migraran hacia catodo y hacia el anodo,
respectivamente). La influencia de un campo eléctrico hara que las proteinas migren
hacia el lado opuesto de su carga neta hasta detenerse en el pH en el que su carga

neta sea de cero (Foldi, 2011).

39



Este técnica introducida en 1967, concentra a las moléculas anfotéricas en
segmentos con rangos de pH especificos y proporciona la ventaja de lograr una alta
resolucion durante el fraccionamiento, mientras simultdneamente es capaz de
concentrar la muestra. El principio algebraico de la carga neta consiste en la suma
de todas las cargas positivas y negativas de los aminoacidos de la proteina o
péptido. De esta manera, durante la migracion, las proteinas / péptidos ganan o
pierden protones hasta alcanzar su pl, consiguiendo equilibrio y concentrdndose en
ese punto especifico del gradiente de pH. Sin embargo, algunos péptidos siguen
migrando hacia regiones de pH muy alto, pero la protonizacion comienza de nuevo
y hace que migren nuevamente hacia el catodo hasta llegar nuevamente al valor del
pl (Ciborowsky y Silberring, 2016).

El gradiente de pH anteriormente mencionado es generado por anfolitas (acidos o
bases débiles) de carga, que generalmente estan ancladas a un soporte de
poliacrilamida, éstas reciben el nombre de Inmobilized pH Gradients o IPGs, por sus
siglas en inglés (Medina, 2013). Asi, las IPGs son derivados de poliacrilamida
quimicamente bien definidos que presentan grupos amino y carboxilo que pueden
formar una serie de amortiguadores con diferentes valores de pKa entre 1 y 13,
generando gradientes de pH muy estables y permitiendo que los experimentos sean
reproducibles y que se alcance el pl de cada proteina realmente (Gorg et al. 2009).
Posteriormente, éstas tiras, ya con las proteinas separadas por carga, se correran
en una nueva electroforesis pero ésta vez con la segunda dimension SDS-PAGE,
en donde se separaran en funcién de su peso molecular de la misma manera que

en la electroforesis monodimensional (Medina, 2013).

La Fig. 6 muestra una representacion esquematica de cémo se realiza la

electroforesis en segunda dimensién.
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Figura 6: Electroforesis en segunda dimensién (2-DE SDS-PAGE). Se pueden observar ambas
dimensiones y el principio por el cual se separan las proteinas en cada una de ellas. KDa:
Kilodaltones, unidad del peso molecular de las proteinas.

1.6. Métodos de identificacion de proteinas

1.6.1. Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (EM) es una técnica analitica que permite el estudio
de mdltiples moléculas en un amplio rango y en un mismo experimento, contando
con una alta sensibilidad y especificidad molecular. Esta herramienta de alta
tecnologia ha cobrado gran importancia en los estudios de protedmica y del analisis
de tejidos en general (Norris y Caprioli, 2013), volviendose uno de los métodos de
estudio mas usados en la identificacion de proteinas (Dunham et al. 2012). Cuando
la EM se combina con un método de separacién, como la cromatografia o la
electroforesis, permite analizar e identificar las moléculas que existen en mezclas

bioldgicas (Lemma-Gray et al. 2008). Dicha técnica se realiza mediante el analisis
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de la muestra en un espectrometro de masas, que es un instrumento que mide las
masas individuales que han sido convertidas en iones mediante un ionizador. Asi,
el espectrometro de masas no mide la masa molecular, sino la relacion masa / carga
(m/z) de los iones que componen un analito, generando asi un espectro de masas
(Plascencia, 2003). El espectro de masas de cada proteina puede mostrar cualquier
variante en la secuencia, las MPTs y las degradaciones por proteasas (Camprubi-
Rimblas et al. 2015).

Por ello, el uso de la espectrometria de masas ha permitido poder estudiar el
proteoma de diferentes fuentes bioldgicas para estudiar condiciones fisiolégicas y

fisiopatoldgicas (Cho, 2007).

Existen diferentes formas de llevar a cabo la espectrometria de masas, en las que
se debe ver el tipo de muestra, de equipo de ionizacion, de detector y de enfoque.

A continuacion, se mencionan algunas de las variantes en la técnica.

1.7. Métodos de ionizacion

Una parte crucial en la identificacion mediante espectrometria de masas reside en
el método de ionizacion empleado, pues es el que ayudara a obtener la relacion m/z
y, con ello, el espectro de masas con el que se trabajara. Existen diversos métodos
de ionizacion, entre ellos el ESI (Electro Spray lonization), MALDI (Matrix-Assisted
Laser Desorption lonization) y SELDI (Surface-Enhanced Laser Desorption
lonization), que han permitido introducir proteinas de mas de 1 millon de Daltones
en espectrometros de masas como iones estables en fase gaseosa (Plascencia,
2003).

1.7.1. lonizacién por MALDI-TOF

La lonizacion / Desorcién Asistida por Matriz (MALDI) ha sido uno de los métodos
mayormente usados desde su invencion, principalmente en el estudio de

biomoléculas de cadena larga como las proteinas. Para lograrlo, se introduce la
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muestra a una matriz de metal, la cual contiene moléculas que interactuaran con el
analito para generar una mezcla sélida que las mantendra intactas hasta su
conversion a fase gaseosa. Posterior a ello, se llevan al espectrometro de masas,
en donde la mezcla solida es estimulada mediante la emision de luz UV a una
longitud de onda de entre 355 a 337 nm. La luz UV es absorbida por la matriz,
provocando un aumento en su temperatura y que la fase sélida se convierta en fase
gaseosa por la desorcion de iones, los cuales pasaran a un analizador
(generalmente TOF: Time of flight, por sus siglas en inglés) en donde se medir4 el
tiempo en el que tardan en llegar desde que se generan, hasta que llegan al
detector, el cual generard el espectro de masas. Asi, los iones mas pequefios
tendran un tiempo de retencidon menor en la matriz, mientras que los mas grandes
tardaran mas y esto se notara en el espectro de masas, que arrojara un grafico
especifico para cada ion, para finalmente ser comparado con las bases de datos
para conocer su identidad (I-Chung et, al. 2015).

1.8. Aproximaciones analiticas de la protebmica mediante la
Espectrometria de masas

Existen dos enfoques o aproximaciones analiticas de la EM que se aplican en la
proteGmica, los cudles se explican en la Figura 7.

La primera de estas aproximaciones corresponde al “Top — Down” proteomics (de
arriba abajo) en donde las proteinas se analizan de manera integra, es decir, sin
gue haya una previa digestion enzimatica que las divida en péptidos. De esta
manera, las proteinas se separan directamente mediante geles o por CL y
posteriormente se analizan mediante EM (Zachery et al. 2014). Este enfoque
presenta la ventaja de que la bioquimica de las proteinas queda intacta, asi como
sus caracteristicas y modificaciones, lo que permite una selectividad mayor (Wright
et al. 2012).

En cuanto al “Bottom — Up” proteomics (de abajo hacia arriba) las proteinas se
analizan mediante EM con una previa digestion, es decir, se analizan como

péptidos, que seran usados para inferir la identidad, cantidad y las modificaciones
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que presentan las diferentes proteinas de la muestra de interés. La digestion de las
proteinas se puede realizar de dos maneras. Una de las opciones es hacer una
disolucién que contenga la muestra y una proteasa, como la tripsina. De esta
manera, los péptidos resultantes son separados mediante CL de dos dimensiones,
que se basa en la hidrofobicidad y en la carga (fase reversa e intercambio ionico,
respectivamente). La segunda opcién corresponde a la separacion de la proteinas
mediante geles, en el cual se genera un patron de bandeo y las bandas de interés
se sacan del gel para su posterior digestion con tripsina, que genera péptidos que
se separan usando la fase reversa de la CL. Finalmente, los péptidos separados

son ionizados e introducidos al espectrometro de masas (Zachery et al. 2014).

De arriba abajo

Oraani Muestra Extraccion Separacion Espectrometria de masas Blsqueda en
rganismo i ¢ y ;
Biologica de proteinas de proteinas y espectrometria de bases de datos
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bases de datos y espectrometria de de péptidos  de péptidos  proteinas en gel de proteinas Biologica

masas en Tandem por CL 0 en solucion

De abajo hacia arriba

Figura 7. Enfoques de la EM aplicada a la protedmica. Arriba, se observa el enfoque de arriba abajo
(top-down). Debajo, se muestra el enfoque de abajo hacia arriba (bottom-up). Ambas comienzan

desde la extraccion de la muestra y terminan con el andlisis en bases de datos. Tomado y modificado
de Zachery et al. (2014).
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Para el desarrollo de este trabajo, se utilizé un enfoque Bottom — Up (B-U) dado que
ofrece algunas ventajas extra en aspectos como la identificacién de proteinas, pues
la estrategia es mas robusta y de alto rendimiento, sumado a que las herramientas
bioinforméaticas actualmente disponibles son mejores. En cuanto a la modificacion
de proteinas, el enfoque “Top — Down” es mas eficaz, pues puede brindar
informacion a la vez de muchas de las MPTs de las proteinas contenidas en la
muestra, por supuesto con una previa purificacion de las mismas para realizar
analisis de EM mas especificos. En la otra cara de la moneda, el enfoque B-U
permite analizar también las MPTs, sin embargo, suele perderse informacion en
cuanto a la conectividad de las mismas por la pérdida peptidica que se da por la
preparacion y la digestion enzimatica (Zachery et al. 2014).

Para ello, las diferentes proteinas, provenientes de una muestra bioldgica, pasan
por un espectrémetro de masas que, de manera general, mide la relacion masa /
carga (m/z) de las moléculas en fase gaseosa. Para conseguir tal relacion y la futura
identificacion de las moléculas mediante la EM, esta técnica analitica se divide en

dos pasos de acuerdo a Dunham et al. 2012.

1.- Espectrometria de masas (EM): Se hace un analisis de la mezcla de péptidos
digeridos, que produce la relacion m/z de cada péptido y su abundancia relativa,
que es aproximadamente proporcional a la intensidad de sefial para el mismo

péptido a lo largo de diferentes muestras.

2.- Espectrometria de masas en Tandem (EM/EM): Se aislan los péptidos de
interés, que generalmente estan basados en la abundancia resultante del analisis
por EM, los cuales se fragmentan y se obtiene una relacion m/z, con la que después
se hace uso de programas informaticos especializados para deducir la secuencia
de AAs del péptido original, para después hacer la reconstruccion de la composiciéon

proteica de interés, esto basado en los patrones tedricos de fragmentacion in silico.
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II) Objetivos

2.1. Objetivo general

Identificar las diferencias en el perfil protedmico de la corteza prefrontal dorsolateral
en sujetos con causa de muerte por suicidio consumado al compararlo con el perfil

de individuos que murieron por otras causas.

2.2. Objetivos particulares

En la corteza prefrontal dorsolateral:

1. Identificar las proteinas diferencialmente expresadas entre individuos con
causa de muerte por suicidio y sujetos con causa de muerte diferente al
suicidio.

2. ldentificar las principales vias biolégicas asociadas a las proteinas cuyo perfil

se encuentra alterado en sujetos con causa de muerte por suicidio .

lII) Justificacidon

La muerte por suicidio en poblacion juvenil mexicana ha presentado un rapido y alto
crecimiento en los dltimos afios, por lo que estudiar los mecanismos bioquimicos
involucrados en este fendmeno podria brindar informacién para comprender los
posibles cambios que ocurren a nivel cerebral y, con ello, ayudar en el futuro

diagnéstico y prondstico del mismo.

V) Pregunta de investigacion

¢ Existen diferencias en el perfil protedmico de la corteza prefrontal dorsolateral en
sujetos con muerte por suicidio en comparacion con sujetos que murieron por una

causa diferente al suicidio?
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V) Hipotesis

El perfil protedmico de la corteza prefrontal dorsolateral en sujetos con muerte por
suicidio sera diferente al perfil de los sujetos que murieron por una causa distinta al

suicidio.
VI) Disefio de estudio

e EIl presente trabajo es un estudio de tipo observacional, comparativo y

transversal.

6.1. Seleccion de muestras

El muestreo no fue aleatorio y se realiz6 por conveniencia. Las muestras utilizadas
en este estudio fueron obtenidas a través del Instituto Nacional de Ciencias
Forenses (INCIFO). Para su uso como parte de este estudio, se tomaron en cuenta

los siguientes criterios de seleccion.

6.2. Criterios de inclusién para casos

e Causa de muerte por suicidio
e Muestras provenientes de individuos masculinos

¢ Que las muestras provinieran de individuos entre 25 y 45 afios

6.3. Criterios de exclusion para casos

e Las muestras recolectadas en un periodo mayor a 24 horas posteriores a la
muerte no fueron consideradas para su analisis
e Se omitieron aquellas muestras cuya cantidad de tejido era insuficiente para

el estudio o0 que presentaron alteraciones visibles

6.4. Criterios de inclusién para controles

e Se usaron muestras cuyas edades eran similares a las de los casos

¢ Que el mecanismo de muerte fuera igual o similar al de los casos
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e Muestras provenientes de individuos masculinos con muerte diferente al

suicidio
6.5. Consideraciones éticas

Todos y cada una de los procedimientos de este trabajo fueron aprobados por el
comité de bioética de investigacion del Instituto Nacional de Medicina Gendmica.

VIl) Materiales y Método

7.1. Tejido cerebral

Se trabajé con muestras de tejido cerebral criopreservadas a -70 °C, que fueron
obtenidas del Laboratorio de Gendmica de las Enfermedades Psiquiatricas y
Neurodegenerativas del Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN), a
través del Instituto Nacional de Ciencias Forenses (INCIFO). La toma de muestra la
realizé un histopatélogo usando como guia mapas neuroanatomicos, en donde los
puntos de referencia fueron la segunda circunvalacion prefrontal y el giro precentral.
Asi, se lograron extraer 5 cm? de tejido cerebral correspondiente al area de
Broadman 9, localizada en la corteza prefrontal dorsolateral, los cuales se
almacenaron en tubos de criopreservacion libres de contaminantes y degradantes
biolégicos. Esta muestra se distribuyd para distintos analisis entre los que destaca

el del presente trabajo.

Se usaron 5 muestras de casos y 4 de controles con los siguientes datos clinicos y

sociodemograficos (Tabla 7).
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Tabla7
Claves de registro, tipo de muerte y los datos

Muestra Tipo de muerte Género Edad

Control 1 Punzocortante de térax Masculino 30
Control 2 PAF en térax Masculino 26
Control 3 PAF en térax Masculino 35
Control 4 Asfixia por broncoaspiraciéon Masculino 33
Caso 1 Ahorcamiento Masculino 26
Caso 2 Ahorcamiento Masculino 29
Caso 3 Ahorcamiento Masculino 35
Caso 4 Ahorcamiento Masculino 39
Caso 5 Ahorcamiento Masculino 45

Nota: PAF: Perforacion por arma de fuego.

7.2. Disgregacion del tejido cerebral

Se pesaron las muestras cerebrales, con valores promedio entre 0.5 y 1 gramo.
Posterior a ello y se introdujeron en tubos para centrifuga (marca Eppendorf) de 5
mL. Se hicieron los calculos correspondientes para agregar el volumen necesario
de amortiguador DIGE (Urea 7M, Tiourea 2M, TRIS 30 mM y CHAPS 4%, pH 8.5),
cuya relacion fue 3:1 (3 mL del amortiguador por cada gramo de tejido cerebral). Se
maceroé la muestra manualmente con ayuda de pistilos de plastico con el fin de tratar
de homogeneizar el tejido con el amortiguador. Para asegurar el lisado de las
células, las muestras se sometieron a un proceso de ruptura celular mediado por
vibraciones de ultrasonido, proceso que recibe el nombre de “sonicacion”. Esto se
realizd 5 veces a una frecuencia de 60 Hz (amplitud 30%) durante 15 segundos de

exposicion a ondas y 1 minuto de descanso entre cada pulso (con el fin de no
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calentar la muestra para que no se desnaturalizaran las proteinas). Una vez

concluida la sonicacion, se almacen6 la muestra a -20 °C.

7.3. Extraccién de proteinas y estandarizacion para la seleccion del
amortiguador de resuspension

Una vez realizada la ruptura del tejido y con los compuestos celulares descartados,
se separaron las proteinas del resto de las biomoléculas presentes en la muestra.
Para ello, se tomaron 300 pL de la muestra lisada y se adicionaron 900 pL de
metanol y 300 pL de diclorometano. Después, se centrifugaron a 12,000
revoluciones por minuto durante un lapso de 20 minutos a 4°, esto con el fin de
generar una separacion en dos fases: una acuosa y una solida. Concluida la
centrifugacion, se retiré la fase acuosa y se conservo la fase solida con todo el
contenido proteico. Posteriormente, se agregaron 900 pL mas de metanol y se
centrifugd nuevamente durante 2 minutos, con el fin de lavar lo mas posible el
sedimento. Finalmente, se quité el sobrenadante y se dej6 secar el sedimento,
resuspendiendo este Ultimo en 1.5 mL de amortiguador Tris-HCI pH 7.4 50 mM para
usar Unicamente el volumen necesario por experimento y almacenarlo a -20°C para
su preservacion. Previo a este paso, se hizo la estandarizacion para conocer el
mejor amortiguador para la re suspension de las proteinas. Se probaron los
diferentes amortiguadores utilizando 1.5 mL de cada uno hasta obtener el mejor
resultado en cuanto a solubilidad.

7.4. Cuantificacién de proteinas por el método Lowry modificado

Se realizé una curva estandar de albumina de suero bovino (BSA) para determinar
la concentracién de proteinas en los extractos de cerebro. Para esta técnica, se
probaron 10 concentraciones de BSA (de 0 a 100 ug), y se afiadieron los reactivos
que aparecen en la Tabla 8, los cuales son necesarios para generar una reaccion
colorimétrica que se ley6 en el espectrofotometro Ultrospec 2100 Pro de Amersham

Biosciences a una longitud de onda de 750 nm.
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Tabla 8.
Cantidades y reactivos necesarios para hacer la curva para la determinacion de proteina en el
extracto de tejido cerebral.

Tubo Agua BSA Muestra NaDOC Reactivo A Reactivo B

[1 pg/

ML]

1 0.45 mL _ _ 0.1 mL 0.5 mL 0.25mL
2 0.45 mL 10 pL _ 0.1 mL 0.5mL 0.25 mL
3 0.45 mL 20 pL _ 0.1 mL 0.5 mL 0.25mL
4 0.45 mL 50 pL _ 0.1 mL 0.5 mL 0.25mL
5 0.45mL 100 pL _ 0.1 mL 0.5mL 0.25 mL
6 0.45 mL _ 3L 0.1 mL 0.5 mL 0.25mL
7 0.45 mL _ 6 uL 0.1 mL 0.5mL 0.25 mL
8 0.45 mL _ 9 uL 0.1 mL 0.5mL 0.25 mL

Nota: La curva de BSA va de los 0 a los 100 pg. El tubo 1 corresponde al blanco para calibracién del
espectrofotometro. Los tubos 6, 7 y 8 denotan la cantidad necesaria de la muestra a la que se le
determinara la concentracion para la curva, se usan diferentes cantidades con el fin de encontrar la
concentracion cuya absorbancia se encuentren dentro de los limites de la curva patrén de BSA.
NaDOC: Desoxicolato de Sodio. Reactivo A: Agua, Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), Hidréxido de
Sodio (NaOH) y solucién de carbonato-tartrato-cobre (CTC). Concentracidon por reactivo: Partes
iguales de cada reactivo. Reactivo B: Agua y Fenol Folin-Ciocalteous (F-C). Concentracion: 1
volumen de F-C por 5 volumenes de agua.

Una vez agregados los reactivos a las muestras, se hizo la lectura en el
espectrofotometro y se obtuvo la curva de concentracion de proteina. Como se
puede observar en la Tabla 8, cada muestra se hizo por triplicado a tres
concentraciones diferentes (3, 6 y 9 uL) con el fin de tomar los valores de
absorbancia de las tres concentraciones y generar un promedio en cuanto a su

rendimiento.
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Posteriormente, se sacaron los céalculos correspondientes utilizando la ecuacion de

la recta, que se muestra en la Fig. 8, para determinar la cantidad de proteina a
cargar en los geles.

Curva estandar de BSA para determinacion de
proteina
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Absorbancia a 750 nm (UDO)
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Figura 8. Curva estandar de BSA para determinacién de proteina. Con base en ella y en la ecuacion
de la recta obtenida que se muestra en la parte inferior derecha, se hicieron los calculos
correspondientes para cargar la proteina en los geles de acrilamida. UDO: Unidades de densidad

Optica.

La Fig. 8 muestra la regresion lineal aplicada a los datos de las absorbancias
obtenidas a 750 nm a cantidades gradualmente mayores de la proteina BSA. Como
se puede observar, la linea media resume la dependencia entre la variable
enddgena (absorbancia) en el eje de las “Y”, y la variable exdgena (concentracién
de BSA) en el gje de las “X”.

El coeficiente de determinacion (R?) obtenido es mayor a 0.95, teniendo este un
valor de 0.9897, es decir, el 98.97% de la variabilidad de Y es explicada por la
variabilidad de X. Lo anterior indica que el modelo ajustado es capaz de explicar la
relacion absorbancia versus concentracion, a saber, que a mayor concentracion de
BSA, mayor sera, en proporcion a la misma, la absorbancia obtenida, propiciando

asi la prediccion de valores futuros de absorbancia segun los valores de
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concentracion de BSA, indicando que los datos satisfacen las condiciones de
linealidad de la regresion.

7.5. Separacion de proteinas por electroforesis monodimensional

Se prepararon los geles de poliacrilamida para la electroforesis monodimensional.
Para su montaje, se usd el paquete de BioRad Mini-PROTEAN® Tetra Cell
Handcasting accessory kit, que incluye la cAmara de electroforesis vertical para mini
geles de 1 mm. Los geles al 12% de acrilamida se hicieron con el paquete de BioRad
TGX stain-free™ FastCast™ acrylamide kit, usando los reactivos y cantidades que

se presentan en la Tabla 9.

Primero se agregaron al equipo de montaje de geles los reactivos necesarios para
elaborar el gel separador, ademas de una fina capa de agua al final para evitar el
contacto con oxigeno del medio exterior y propiciar que se generara una superficie
recta y sin bordes, ésta capa se quitdé una vez polimerizado el gel. Posteriormente,
se agregaron los reactivos necesarios para hacer el gel concentrador, colocando en
seguida el peine para la formacion de pozos y se esperé a que polimerizara.
Después de lo anterior, se quitd el peine del gel y se lavaron los pozos con
amortiguador para electroforesis 1X TRIS /Glycine / SDS de BioRad. EIl proceso

de elaboracién de geles se muestra en la Fig. 9.

Una vez conocida la cantidad de proteina a cargar y con los geles elaborados, se
agrego6 a cada muestra el volumen necesario de amortiguador de corrida o buffer
Laemmli (4X Lemmli Sample Buffer de BioRad), cuya composicion es Glicerol 75%,
TRIS-HCL 0.5 M, SDS 10%, azul de bromofenol 0.02% y agua. En cada pozo se
corrieron 10 pL, los cuales se repartieron entre el amortiguador Laemmli y la
muestra resuspendida en TRIS, con el volumen necesario segun la concentracion

de proteina de cada muestra.
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Tabla 9
Reactivos necesarios para realizar un gel de poliacrilamida al 12% en mini geles de 1 mm
Reactivos para gel Reactivos para gel Reactivos de las soluciones y funcién

separador concentrador

3 mL del resolver A 1 mL del stacker A Acrilamida, agente que sera polimerizado
para formar la matriz por la cual migraran las
proteinas

3 mL del resolver B 1 mL del stacker B Bis-acrilamida, que formara cruces al azar
para que los mondémeros de acrilamida

formen la matriz

Persulfato de amonio y agua. El radical

30 yL de PSA al 10 pL de PSA al 10% persulfato activa al TEMED para que
10% comience la reaccion de polimerizacién de la
acrilamida

Tetrametiletilendiamina, que ayuda a la
polimerizacion de la acrilamida y le brinda

3 uL de TEMED 2 uL de TEMED estabilidad al unirse con iones metélicos
como iones cobre

Nota: Las cadenas de poliacrilamida son entrecruzadas al azar por la bisacrilamida, formandose asi
una red de porosidad bastante uniforme, que puede ser regulada variando las condiciones de la
reaccion y las concentraciones de los mondémeros. Los reactivos se agregaron en el orden que estan
en la tabla, formando una mezcla lista para agregar al equipo de montaje de geles.

Una vez conocida la cantidad de proteina a cargar y con los geles elaborados, se
agrego a cada muestra el volumen necesario de amortiguador de corrida o buffer
Laemmli (4X Lemmli Sample Buffer de BioRad), cuya composicion es Glicerol 75%,
TRIS-HCL 0.5 M, SDS 10%, azul de bromofenol 0.02% y agua. En cada pozo se
corrieron 10 pL, los cuales se repartieron entre el amortiguador Laemmli y la
muestra resuspendida en TRIS, con el volumen necesario segun la concentracion

de proteina.
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Cada muestra se afiadié en un pozo del gel de poliacrilamida, siendo el del primer
carril el marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Kaleidoscope® de
BioRad). Se aplicé un voltaje inicial de 30 volts (V) durante un tiempo aproximado
de 30 minutos o hasta que el frente de corrida (visible por el amortiguador Laemmli)
pasara del gel concentrador al gel separador. Posteriormente, se aumentd de
manera gradual el voltaje en 15 V cada 15 minutos hasta alcanzar un voltaje final
de 150 V y se mantuvo constante hasta que el frente de corrida saliera del gel

separador, esto en un tiempo aproximado de 60 minutos.

Preparacion de la mezcla para gel separador

= g@ e
- ' 8 | - - ‘
‘ L)
== e Uienar
Separador Separador PSA TEMED cla pRra e
A B 10% &

linea
punteada

- e n
+ kS = i1 .
‘ g L_ Lienar
hasta el
Apitador Apilador PSA Mezcla tope
3 TE?\1ED

Insercién del peine y polimerizacién del gel concentrador

.
- o -
s

Polimerizacion

Se retira el peine y se lleva a la camara de electroforesis para correr el gel

Empujar hacia arriba
y remover el peine Mini-PROTEAN® Tetra Cell

Figura 9. Pasos que seguir para elaborar los geles de poliacrilamida (Tomado y modificado de:
BioRad, desde http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/isr/literature/10042306.pdf, 2018).
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7.6. Tincion de geles con Coomassie

Para la visualizacion de las bandas de proteina, se tifieron los geles usando el
colorante Coomassie R-350 (PhastGel™ Blue R, de GE Healthcare). Para su
preparacion, se disolvié una tableta en 80 mL de agua destilada, proceso que durd
10 minutos en continua agitacion. Se agregaron 120 mL de metanol y se filtr6 con
papel filtro. Esta solucidén estaba al 0.02%, pero se uso al 0.01% al mezclar una
parte de la original con metanol, acido acético y agua destilada en proporcion 3:1:6
respectivamente. Se colocé el gel en un recipiente y se agrego el colorante hasta
gue cubriera todo el gel, dejandolo asi toda la noche (a 4° C) para conseguir una
buena tincién. Al otro dia, se quitd el Coomassie del gel y se agreg6 solucion
destefiidora (10% de &cido acético en agua/metanol 1:1), manteniendo el gel en
constante agitacion hasta lograr visualizar bandas bien definidas.

7.7. Separacion de proteinas por electroforesis bidimensional:
Isoelectroenfoque

Una vez conocida la integridad de las proteinas mediante los geles
monodimensionales, se realizé la electroforesis bidimensional, separando las
proteinas en funcion de su punto isoeléctrico en la denominada primera dimension
o isoelectroenfoque. Para ello, primero se rehidrataron las tiras con gradientes de
inmovilizacion de pH (IPGs, por sus siglas en inglés). Se utilizaron las Immobiline
DryStrips (que se corrieron en el equipo Ettan™ IPGphor 3 de Amersham
Biosciences GE, Healthcare) de 7 cm con un gradiente de pH de 4 a 7 en las que
las proteinas se separaron en funcion de su pl. Estas tiras fueron expuestas a 125
UL de solucion de rehidratacion con composicion Urea 8M, CHAPS 4%,
amortiguador IPG 2% (Amersham Biosciences) y Dithiotreithol (DTT) 40mM y 100
ug de proteina. Las tiras se dejaron rehidratar a temperatura ambiente durante 10
horas, con previa aplicacion de aceite mineral para evitar la evaporacion del
amortiguador y cuidando que no hubiera burbujas. El Isoelectroenfoque se llevo a

cabo bajo las condiciones que se presentan en la Tabla 10.
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Este procedimiento se realizd de acuerdo a los estandares del manual “2-D
electrophoresis using immobilized pH gradients. Principles and Methods” de
Amersham Biosciences, GE Healthcare. Posteriormente, se almacenaron las tiras

ya hidratadas a -70 ° C para su futuro uso en la separacion SDS-PAGE.

Tabla 10
Condiciones del isoelectroenfoque aplicado a cada IPG.
voltaje (V) voltaje/hora (V/h) Condiciones finales

NUmero total de

1 100 100 pasos:
6 pasos

2 300 200 Tiempo total:
4 horas

3 1000 300 Voltaje/hora total:
7100 Vh

4 5000 4500 Temperatura:

20°C
5 5000 2000

7.8. Separacién de proteinas por electroforesis bidimensional: SDS-PAGE

Concluida la resolucién por isoelectroenfoque, se separaron las proteinas en la
segunda dimensién en funcién de su peso molecular. Para ello, se equilibraron las
IPGs después de la electroforesis en primera dimension, para introducir reactivos
necesarios para la electroforesis SDS-PAGE. Con este fin, se utilizaron dos

amortiguadores de equilibrio, cuyos componentes se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11
Contenido de la mezcla de equilibrio para las IPGs
Reactivo Concentracion Cantidad Amortiguador Funcion

Ayuda a mantener las tiras

TRIS-HCI 50 mM 10 mL Lyl en un rango de pH apropiado
para la electroforesis.

Agente desnaturalizante

Urea 6M 72.02g [yl
Participa evitando la
electroosmosis y mejora el
paso de las proteinas de la
Glicerol 30 % 69 mL lyll primera a la segunda
dimensién
Desnaturaliza las proteinas y
se une a ellas, cargandolas
SDS 2% 409 [yl de manera negativa
Permite monitorear el
Azul de 0.002 % 400 uL lyll avance de la electroforesis
bromofenol
Preserva el estado
completamente reducido de
DTT* 100 mg I las proteinas
desnaturalizadas 'y no
alquiladas.
Alquila los grupos tiol de las
proteinas para evitar la
lodoacetamida* 250 mg 1] oxidacion durante la
electroforesis
Agua Aforar a Lyl
bidestilada 200 mL

Nota: EI DTT y la lodoacetamida se agregan al final.

Primero, se pusieron las tiras en tubos individuales y se afiadieron 10 mL del
amortiguador de equilibrio 1, cuyo componente a resaltar es el DTT, pues ayudd
para la reduccion de los grupos sulfhidrilo. Posterior a ello, se decanté el
amortiguador | y se agrego el Il, con la iodoacetamida para alquilar los grupos

sulfhidrilos. Cada paso se realizo durante 15 minutos en constante agitacion.
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Una vez equilibradas las tiras, se colocaron en geles de poliacrilamida al 12% de 1
mm de grosor, con las concentraciones descritas en el protocolo “2-D
electrophoresis using immobilized pH gradients. Principles and Methods” de
Amersham Biosciences, GE Healthcare. De esta manera, se comenz6 la separacion
de proteinas por peso molecular previamente descrita. Al igual que en la
electroforesis monodimensional, todo se realizd6 con el amortiguador de corrida
TRIS-Glycine-SDS de BioRad, usando el marcador de peso molecular Precision
Plus Protein Kaleidoscope® de la misma marca. La corrida se realizé en una camara
de electroforesis Mini Protean Tetracell de BioRad, a un voltaje de 60 V los primeros

20 minutos, posterior a este tiempo, se corrid a 120V hasta completar la corrida.

7.9. Tincion de geles bidimensionales con Sypro Ruby

Posteriormente, los geles bidimensionales se tifieron con el colorante Sypro™ Ruby
de ThermoFisher scientific, obteniendo asi una tincion fluorescente de alta
sensibilidad. Para ello, se agreg6 solucion mezcladora a los geles, la cual esta
compuesta por metanol (50%) y acido acético (7%). Se agregaron 100 mL de dicha
solucién y se mantuvo en agitacion durante 30 minutos. Después, se agregaron 60
mL del colorante Sypro™ Ruby y se dejé en agitaciéon durante toda la noche. Al otro
dia, se retird el exceso de colorante y se agregoé a los geles la solucion de lavado,
compuesta por metanol (10%) y acido acético (7%) durante 30 minutos en
agitacion. Finalmente, los geles ya tefiidos se escanearon y digitalizaron en el
fotodocumentador Universal Hood Il de BioRad, a una longitud de onda de UV 300
nm. Todos los pasos de la electroforesis en segunda dimensién se realizaron por

duplicado.

7.10. Analisis de imagenes en software PDQuest

Se analiz6 el perfil protedmico de los geles bidimensionales utilizando el software
PDQuest versiéon 8.0.1. de BioRad. Las imagenes para analizar se recopilaron en el

grupo SUI o en el grupo CTRL, esto de acuerdo con la naturaleza de la muerte del
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individuo del que se obtuvo la muestra de tejido cerebral. Posteriormente, se hizo
un gel maestro de cada muestra, es decir, una imagen virtual que resume la
informacion de las réplicas experimentales de cada muestra. A continuacion, se
establecieron los criterios necesarios para determinar las identidades
electroforéticas validas, excluyendo asi de este grupo aquellas manchas o puntos
muy pequefios o muy tenues que podrian ser ruido de fondo debido a la tincion.
Ademas, se observaron sus respectivas representaciones tridimensionales,
notando que aquellas manchas con una representacion tridimensional que
terminaba curveada representaban una proteina, mientras aquellas con
representaciones tridimensionales que terminaban en punta o planas no se
consideraron entidades electroforéticas validas. De esta manera, se obtuvo un
namero total de manchas o spots de cada gel maestro y se compararon entre ellos
para obtener aquellas proteinas diferencialmente expresadas entre ambas

condiciones mediante un valor de cambio.

7.11. Andlisis estadistico

Se trabajo con los datos de intensidad de las manchas en los geles 2DE obtenidos

del software PDQuest.

Utilizando Excel, se realiz6 la prueba de T (andlisis univariado) con el fin de ver si
existia diferencia entre la expresion de proteinas en las muestras de suicidio
respecto a las muestras control y, con ello, tener el primer acercamiento con las

proteinas candidatas.

Posteriormente, se elaboraron gréaficos y otras pruebas para una representacion
mas visual de dicha expresion diferencial. Se utiliz6 el software libre
MetaboanalystR version 4.0, actualizado y mantenido por Xia Lab, Universidad de
McGill, Canada. A pesar de que este software se especializa en el analisis de datos
metabalicos, contiene un apartado para analisis estadistico capaz de correr datos

protedmicos en funcion de la intensidad de los pixeles de los geles 2DE obtenidos
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del software PDQuest.

Mediante este software, se hicieron diferentes pruebas y analisis. Primero, se hizo
la normalizacion de los datos por el método de cuantiles, esto con el fin de
transformar los valores de cada muestra para que resultaran en una idéntica
distribucion. También se obtuvo el valor de cambio (fold change) de la expresion de
proteinas de las muestras de suicidio respecto a las muestras control, esto para ver
cudles de las proteinas candidatas presentaban un valor de cambio significativo. Lo
anterior se obtuvo al dividir los valores de la expresion de cada proteina de las
muestras de suicidio entre los valores de expresion de las proteinas de las muestras

control y al sacar el logaritmo en base 2 de este resultado, con la formula [(S/C)log2].

Posterior a ello, se realizé un diagrama de volcan para ver de manera gréfica la
diferencia de expresion de proteinas. Ademas, se realiz6 un mapa de calor
(heatmap), que sirve como una representacion de la expresion diferencial de las
proteinas. De la misma manera, se llevdo acabo el analisis de componentes
principales (analisis multivariado) con el fin de evitar problemas de multicolinealidad
entre los datos y observar de manera grafica si existian diferencias entre ambas

condiciones.

Finalmente, se seleccionaron las proteinas cuyo valor de cambié fue igual o mayor

a £ 1.5 o con un valor de p menor a 0.05 (a < 0.05) en la prueba T.

7.12. Identificacion de proteinas por espectrometria de masas acoplada a
MALDI - TOF / TOF

Se seleccionaron las identidades electroforéticas validas diferencialmente
expresadas entre ambas condiciones, las cuales fueron cortadas manualmente de
los geles 2DE. Una vez separadas las manchas de los geles, se deshidrataron,
destifieron y liberaron de contaminantes con ACN: NHsHCOs 50 mM (v/v).
Posteriormente, se hizo la digestion proteica, la cual se llevdé a cabo durante 18

horas a 37° C con tripsina (Promega V528A). Se extrajeron los péptidos obtenidos
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de la digestion (ACN: H20: CH202 en proporcion 50: 45: 5, respectivamente). A
continuacion, se disminuyé el volumen de la muestra utilizando el concentrador
Eppendorf 5301 y se desaldé la muestra mediante la columna Zip TipCl18 de

Millipore.

La muestra se colocé por sextuplicado en la placa, utilizando como matriz a-ciano y
se analizaron en un MALDI-TOF/TOF 4800. Con los espectros MS/MS obtenidos,
se realiz6 un seguimiento con el algoritmo de busqueda Paragon del software

Protein Pilot con un porcentaje de confianza del 66%.

7.13. Analisis de vias bioldgicas

Se realizé el andlisis de vias para ver la implicacion de las proteinas candidatas en

diferentes aspectos de relevancia biologica.

Lo anterior se consiguié mediante el software libre String version 10.5, de ELIXIR
(consorcio Europeo), en donde se metieron los datos obtenidos en el apartado 8.12
con la nomenclatura de UniProt (también del consorcio ELIXIR). Posteriormente,
dicho software realizé una red de interaccion de las proteinas (sustentandose en la
base de datos que contiene) y se escogieron las dos vias con mas proteinas
candidatas involucradas y que presentaran un valor pequefio de radio de
descubrimiento falso (FDR, por sus siglas en inglés) con el fin de evitar errores del
tipo | en el rechazo de hipétesis nula, es decir, para evitar reportar falsos positivos.
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VIIl) Resultados

8.1. Extracciébn de proteinas y estandarizaciéon para amortiguador de
resuspension

La resuspension de proteinas es una parte crucial en el desarrollo de este tipo de
trabajos, por ello se probaron diferentes amortiguadores para su almacenaje. La
eleccion del amortiguador se hizo con base en los resultados que se muestran en
la Tabla 12. Como se puede observar, la cantidad maxima de amortiguador
agregada al botdén de proteinas (fase soélida) es de 1.5 mL, volumen que para el
caso del PBS no fue suficiente, ya que ambas fases estuvieron siempre separadas
y no se consiguié la homogeneizacion, por lo cual se descarté. Posteriormente, el
amortiguador DIGE presenté una buena solubilizacién, sin embargo, contiene urea
y tiourea, que son compuestos Opticamente activos con potencial de generar errores
en la lectura de absorbancias en el método de cuantificacion de la muestra.
Finalmente, el amortiguador TRIS-HCI presentd un indice de solubilidad aceptable,
pues se lograron homogeneizar ambas fases. Durante el almacenamiento en
congelacion a -20° C, ambas fases se separaron nuevamente, sin embargo, la
homogeneizacion se consiguié una vez mas al agitar la muestra con ayuda de un
agitador tipo vortex o por simple inversion. Por ello, se decidid resuspender la

muestra en este Gltimo amortiguador.
Posterior a la resuspension en TRIS, se hizo la extraccion por el método

diclorometano — metanol. Con ello, se obtuvieron las concentraciones de proteina

de cada muestra, las cuales se muestran en la Tabla 13.
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Tabla 12

Estandarizacién del amortiguador para resuspension de proteina. Se muestra el grado de

Amortiguador Composicion  Volumen

maximo solubilizacién

NaCl 1.37 M
PBS KCI 27 mM 1.5mL Bajo
Na-HPO4 100
mM KH2PO4 18
mM

Urea 7M
DIGE Tiourea 2M 1.5mL Alta
TRIS 30 mM
CHAPS 4%

TRIS-HCI TRIS 50 mM 1.5mL Alta
HCI para nivelar

pH

solubilizacién, asi como notas a considerar para la eleccion del amortiguador a usar.
Grado de

Resultado

La proteina no se mezclo
con el amortiguador. Se
guedaron dos fases: liquida
(PBS) y solida (Botén de
proteinas)

Se logré solubilizar el boton
de proteinas, pero por los
compuestos  nitrogenados
del amortiguador (como la
Urea) se decidi6 no re
suspender en éste para no
afectar las  reacciones
colorimétricas de la curva de

concentracion de proteina.

Se logré re suspender a la
proteina en el amortiguador,
la solubilizacién fue
completa. Durante el
almacenaje se generaron
dos fases, pero al agitarlas

se homogeneizaba otra vez.
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Tabla 13
Rendimiento de proteina. Concentracién de proteina para 0.5 gramos de tejido cerebral disuelto en
un volumen total de 1.5 mL de amortiguador TRIS.

Muestra Concentracion promedio Rendimiento

Hg/uL Mg
Control 1 2.73 546
Control 2 4.28 856
Control 3 6.66 1332
Control 4 6.41 1282
Caso 1 6.03 1206
Caso 2 8.52 1704
Caso 3 6.65 1330
Caso 4 7.47 1494
Caso 5 6.95 1390

8.2. Separacién de proteinas por electroforesis monodimensional

La Fig. 10 muestra el gel obtenido de la electroforesis monodimensional, en el cuél,
las proteinas se separaron en funcion de su peso molecular. Estas se pueden
visualizar como bandas en el gel debido a la tinciébn con Coomassie. El patron de
bandeo proteico de todas las muestras es similar en virtud de que la separacion
carece de alta especificidad, puesto que dichas bandas representan la confluencia
de multiples proteinas con pesos moleculares similares y no una identidad

individual.

Esta separacion inicial fue posible por la interaccién de proteinas con el detergente
SDS, puesto que rompié las uniones que forman las estructuras terciarias y
cuaternarias, permitiendo asi una disminucién estructural. Ademas, las proteinas
adquirieron una carga negativa, lo que propicié su migracién hacia el catodo (hacia
abajo) al usar la fuente de poder. No obstante, también hicieron contacto con el 3-
mercapto, otro agente desnaturalizante que también propicié una disminucién en el
tamafo de las proteinas nativas y, con ello, un aumento en la densidad de carga de

estas subunidades formadas, favoreciendo asi la migracion.
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Como se menciond en péaginas anteriores, estos geles sirven para verificar que la
extraccion de proteinay la cuantificacion mediante el método de Lowry-Peterson se
realizaron de manera correcta. La intensidad y tamafio en las diferentes bandas de
las muestras denota que asi fue, pues estas son similares. Por otra parte, se puede
observar también que no hay degradacion de la proteina, pues se ven bandas bien
definidas y no se ven lineas barridas ni ruido de fondo excesivo. Se distinguen
grupos de proteinas tanto de alto peso molecular (250 KDa) como de bajo peso
molecular (10 KDa).
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Figura 10. Gel de integridad. Se muestra la migracién de las proteinas mediante una separacién por
peso molecular (SDS-PAGE). De izquierda a derecha: Peso molecular de las proteinas expresado
en Kilo Daltones (KDa), bandas del marcador de peso molecular empleado (MPM), patrén de bandeo
de las diferentes proteinas contenidas en las muestras de tejido cerebral. La nomenclatura
correspondiente se encuentra en la parte superior y en la parte inferior se muestra los grupos S
(suicidio) y Ctrl (Control). Se observan las bandas debido a la tincion con Coomassie.

Para realizar una mejor resolucion en la separacion de proteinas, se hicieron los

geles bidimensionales

66



8.3. Separacioén de proteinas por electroforesis bidimensional e identificacién
por EM

La separacién por electroforesis bidimensional se puede observar en la Fig. 11,
cuyos geles tienen diversos “spots” 0 manchas que representan a las proteinas. A
pesar de que la separacion en este experimento es mas especifica que en la
electroforesis monodimensional, una mancha puede representar una o mdaltiples

proteinas con punto isoeléctrico y peso molecular similares, asi como isoformas.

Para estos casos, el eje de las “X” representa el gradiente de pH usado con las
IPGs, el cual va de 4 a 7. El peso molecular se puede observar en el eje de las “Y”,

que va de los 17 a los 170 KDa.

Como se puede observar, la separacion de proteinas en los geles bidimensionales
muestra en su mayoria una buena resolucién, pues se distinguen manchas bien
definidas y distribuidas a lo largo y ancho de los geles, ademas de presentar un
patron similar entre los mismos. Las manchas se pudieron visualizar por la tincién
con SyproRuby (observado a 630 nm de longitud de onda, rango UV), un colorante
fluorescente que formé una unién con las proteinas a través de mecanismos de
interaccion electrostéatica con el nitrégeno y el oxigeno de residuos de aminoacidos

como lisina, histidina y arginina.

La disgregacion de proteinas en el gel consté de dos fases, de las cuales la primera
fue la del isoelectroenfoque, en donde las proteinas fueron separadas de acuerdo

a su carga.
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Figura 11. Geles bidimensionales obtenidos para cada muestra. La Fig. A representa los geles de
muestras de individuos que murieron por suicidio, mientras que la Fig. B representa los geles de
las muertes por causas ajenas al suicidio. Las flechas horizontales indican el pH al que se corrieron
los geles para el isoelectroenfoque, mientras que las flechas verticales brindan informacién acerca
del peso molecular minimo y maximo en la separacion de proteinas.
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Lo anterior se logré por la diferencia del punto isoeléctrico entre las diversas
proteinas, dicha propiedad esté en funcion de la cadena de aminoacidos, pues la
composicidn estas puede variar y con ello su naturaleza. Moléculas con abundantes
aminoacidos como el acido glutamico, tendran puntos isoeléctricos mas cercanos a

un pH &cido que aquellas moléculas con aminoacidos basicos.

A pesar de ello, el punto isoeléctrico no sélo esta en virtud de unos cuantos
aminoacidos, sino de todos aquellos que conforman a la proteina. Estas
biomoléculas pueden comportarse como acidos o como bases debido a que
presentan grupos acidos (carboxilo) y basicos (amino), por lo que podr& presentar
mas de un pKa (constante de disociacién &cida), es decir, mas de un valor en el
cual podra donar el protén del carboxilo o recibirlo en el amino, ocasionando asi una
diferencia de cargas en la molécula. Por ello, el punto isoeléctrico de una proteina

esta dado por los pKa de su cadena de aminoacidos.

Las IPGs son tiras con gradientes de pH, en las cuéles se introduce la muestra de
proteinas y comienzan a interactuar con el medio enriquecido con anfolitas,
proviendo asi un ambiente idéneo para que las proteinas lleguen a un pH estable
en el que su carga neta es igual a cero, por lo que quedan inmovilizadas en ese

punto y listas para ser separadas en la segunda dimension.

Esta siguiente separacion esta dada por el peso molecular de las proteinas bajo la
misma premisa que la electroforesis monodimensional. La razén por la cual hay una
mejor resolucion en la separacion es la sinergia de ambos factores, pues el nUmero
de proteinas con mismo peso molecular y punto isoeléctrico es menor que para

cada factor de manera individual.

Aln con todo lo anterior, se pueden alcanzar a observar diferencias en ciertas
manchas o grupos de las mismas, esto al comparar la condicion de los controles y
de las muestras de suicidio. El total de manchas analizadas fue de 264, de los cuéales
se seleccionaron unicamente doce. De este nimero, seis son proteinas expresadas

a la alta y seis expresadas a la baja en los casos.
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La Fig. 12 muestra un promedio de un gel Unico para cada condicién, asi como el

sefialamiento de aquellas proteinas diferencialmente expresadas.

Los geles maestros o master gel son el promedio de la expresion de las proteinas
de cada una de las muestras. Como se sefialo en la seccion 8.10, la seleccion de
las manchas o grupos tuvo diferentes puntos a considerar, sin embargo, pueden
existir errores técnicos en las corridas de los geles, asi como ruido de fondo, que
pueden confundirse con proteinas. Por ello, el gel maestro ayuda a recopilar todos
estos datos y Unicamente marca aquellas manchas que estan presentes en todos
los geles de la misma condicién, con el fin de disminuir el margen de error en el
perfil obtenido al ser un gel virtual que homogeniza el perfil electroforético de las

muestras de cada condicion.
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Figura 12. Geles maestros. A) Gel maestro de las muestras de suicidio. B) Gel maestro de las
muestras control. En ambas, se sefialan y enumeran las proteinas diferencialmente expresadas.
Flechas horizontales: sefialan el intervalo de pH que se uso para la separacion por isoelectroenfoque.
Flechas verticales: Valores maximo y minimo de peso molecular expresados en Kilo Daltones.
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8.4. Identificacion de las proteinas candidatas

Asi, se hizo la selecciébn de las proteinas candidatas y por medio de la
espectrometria de masas (realizada por el equipo de la Unidad de Protedémica del

INMEGEN) se pudo identificarlas, como se observa en la Tabla 14.

Se puede observar que no todas estas proteinas alcanzaron un valor de cambio de
+ 1.5, sin embargo, la prueba T arrojé valores menores a 0.05 en todas ellas, por lo
que se decidi6 investigar la relevancia de las mismas al estar expresadas a la alta

o a la baja en los casos.
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Tabla 14
Proteinas candidatas identificadas mediante espectrometria de masas acoplada a MALDI-TOF.
No. De Nombre de la proteina Cdédigo de % de Via (s) biolégica/ Expresion Log2 Valor de

proteina acceso en  cobertura molecular en suicidio  Valor de p en

en gel Uniprot cambio prueba T

1 Proteina 14-3-3- P63104 42 YWHAZ Proteina de union de A la baja 0.49 8.9 E®
Zeta/Delta cinasas, caderinas, ARN
2 Proteina 14-3-3 gamma P61981 20.7 YWHAG Regulacion de A la alta 0.53 0.002

plasticidad sinaptica.
Diferenciacion neuronal.

3 Glutation S- Transferasa P09211 41.4 GSTP1  Respuesta antioxidante A la baja -0.36 0.007
P ante xenobioticos y
endobidticos. Combate

estrés oxidante

4 Peroxiredoxina 2 P32119 38.9 PRDX2 Antioxidante en A la baja -0.49 0.002
respuesta al H20:.
Combate estrés

oxidante
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10

L-Lactato deshidrogenasa

cadena B

Proteina GNAO1

Creatin cinasa tipo B

Guanin deaminasa

Alfa - internexina

Proteina mitocondrial de
choque térmico de 60
KDa

P07195

P09471

P12277

Q9Y2T3

Q16352

P10809

17.7

32.5

43.6

14.1

49.7

51.5

LDHB

GNAO1

CKB

GDA

INA

HSDP1

Funcién metabdlica.
Sintesis de lactato a

piruvato

Proteina G. Receptor en
sefalizacion

dopaminérgica

Desarrollo de sustancia

negra y cerebelo.

Desarrollo del sistema
nervioso. Metabolismo y
catabolismo de la

guanina

Organizacion de los
neurofilamentos.
Desarrollo de sustancia

negra

Plegamiento de
proteinas. Regulacién

de procesos apoptoticos

A la baja

A la alta

A la baja

A la alta

A la baja

A la alta

-0.95

1.03

-1.01

1.03

-0.90

0.52

0.0002

0.009

0.005

0.001

0.01

0.003
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11 Proteina de choque
térmico HSP-90 Beta

12 Proteina de choque
térmico HSP-90 Alfa

P08238

Q8TBA7

23.2 HSP90A

B1 Regulacion de apoptosis

Extensiéon axonal. A la alta 1.75
neuronal. Metabolismo

de xenobidticos.

Regulacionn de
diferenciacion y tamafio

celular

21.2 HSP90A Plegamiento de
Al proteinas. Respuesta a

estrés

A la alta 1.027

0.005

19E*

Nota: También se observa el logaritmo en base 2 del valor de cambio obtenido en MetaboanalystR, asi como el valor de p obtenido en la prueba T
de Excel. El porcentaje de cobertura utilizado para la identificacion se obtuvo mediante el software de busqueda Paragon, de ProteinPilot con un

porcentaje de confianza de 66%.
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8.5. Analisis estadistico

Una vez identificadas las proteinas, se hizo el andlisis estadistico. Se presenta el el
grafico de volcan (Fig. 13). Este gréfico traza la relacion obtenida entre el valor de
cambio (fold change) y el valor de p de la prueba de T. Se resaltan las proteinas

diferencialmente expresadas respecto al resto.
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Figura 13. Diagrama de volcan. Se resaltan las proteinas diferencialmente expresadas, el eje de las

y’ muestra el menos logaritmo en base 10 del valor de p, mientras que el eje de las “x” muestra el
logaritmo en base 2 del valor de cambio o fold change (FC), obtenida mediante MetaboAnalystR.

Con el fin de ver qué tan diferentes son ambas condiciones, se realizé el analisis
por componentes principales, con el que se obtuvo un “score plot” o diagrama de
resultados. Este método se basa en la reduccion de la dimension que describe la
informacion de un conjunto de variables observadas, es decir, de los resultados de

intensidad de las manchas obtenidos en los experimentos en segunda dimensién.
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Al reducirlos, genera variables mas pequefias que reciben el nombre de
componentes principales, que se caracterizan por ser variables no correlacionadas.

De manera general, el score plot que se muestra en la Fig. 14 es un tipo de diagrama
de dispersion que representa los valores de los individuos en los componentes
principales obtenidos, mostrando asi la méaxima variabilidad entre ambas

condiciones para distinguir grupos o patrones que presentes similitudes.
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Figura 14. Diagrama de resultados (score plot). Se observan los grupos formados mediante el
analisis de componentes principales. El eje horizontal muestra el componente principal 1 con un valor
del 52.3%. Por otro lado, el eje vertical muestra el componente principal 2 con un valor del 15.4%. El
grupo formado de color rojo representa al grupo control, mientras que el color verde indica la
formacién del grupo de suicidio, obtenido mediante MetaboanalystR.
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Como se observa en la Fig. 14, el analisis por componentes principales reconocio
dos grupos diferentes mediante dos componentes principales. El primero de ellos
(PC1) muestra que el 52.3% de la varianza de los datos toma esa direccion al
graficarse como una coordenada. Esto, por supuesto, utilizando también al
componente principal 2 (PC2), cuyo valor corresponde a 15.4%, es decir, la otra
direccion. La suma de ambos componentes da un resultado del 67.7%, lo que indica
gue ese porcentaje en esas direcciones es en donde se encuentra la mayor varianza
de los datos para ambas condiciones. Por lo que, se puede decir, que estos datos
no muestran similitudes entre la condicién de suicidio y la condicion control,
indicando asi que la expresion de las proteinas es diferente para las muestras de

suicido respecto a las muestras control.

Finalmente, se realizé un mapa de calor, en el que se puede ver proteina por
proteina la expresion diferencial en ambas condiciones. Esto se aprecia en la Fig.
15.
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Figura 15. Mapa de calor de la expresién de proteinas en las diferentes muestras, Arriba a la
derecha, se observan la clasificacién de los grupos o clases, asi como una barra de color que indica
los valores de expresién para cada proteina, siendo los colores rojizos aquellos con valores de 1 a
2, el negro indica valores de 0 y los verdes representan valores entre -1y -2,
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8.6. Analisis de vias

Se realiz6 un andlisis de las vias bioldgicas obtenidas mediante el software
STRING. Las redes representan la conectividad que existe entre las proteinas,
logrando visualizar a estas ultimas como nodos. Los nodos presentan conexiones
unos con otros, éstas se representan con las lineas de colores. El nUmero de

entradas a cada nodo se denomina grado.

La primer via (Fig. 16), muestra las interacciones de todas las proteinas candidatas
para ver la relacién entre las mismas. Como se observa, la topologia de la red
muestra que 4 proteinas (GSTP1, GDA, INA, GNAOL1) no se relacionan de ninguna
manera con las deméas del grupo, mientras que el resto estdn conectadas por
diferentes tipos de interacciones. Se puede apreciar el grado de conectividad de
cada nodo, siendo los mas conectados LDHB, HSP90AAl y HSP90AB1 (5
conexiones con otros nodos), seguido de PRDX2, HSPD1, YWHAZ y YWHAG (4
conexiones con otros nodos) y CKB con una Unica conexién con LDHB. Lo anterior
sugiere que LDHB, HSP90AA1 y HSP90ABL1 son los nodos centrales de esta red,
es decir, aquellos por los que pasa la mayoria de la informacion y que posiblemente

alguna alteracion en ellos podria generar un cambio en la red.

Por otro lado, la maxima relacién de interconexion se encuentra entre HSP90AAL -
HSP90ABL1 (6 interacciones), seguido de YWHAZ - GNAOL1 (5 interacciones) y
PRDX2 — LDHB (4 interacciones), terminando con aquellas con 2 o 3 conexiones.
De acuerdo a la informacion de STRING, esto simboliza una relacibn mas estrecha
entre estas proteinas, como co-expresion, 0 que Sus genes son vecinos en el
genoma 0, mas aun, que dos genes mas sencillos se unen para generar estas
proteinas. También puede ser representacion de que se ha reportado co-expresion
o interacciones de proteinas homélogas a estas en otras especies en diversos

estudios.

Se obtuvieron ademas las dos vias biologicas mayormente enriquecidas por el
software, es decir, aquellas en las que las proteinas candidatas pueden estar, al

menos de forma parcial, conectadas biol6gicamente como grupo. La Fig. 17 muestra
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la via de desarrollo del sistema nervioso, que contiene 8 de las 12 proteinas
candidatas que se visualizan de color morado. Por otro lado, también muestra la via
de respuesta a especies reactivas de oxigeno, con 4/12 proteinas implicadas que

se resaltan en rojo. Ambas vias se obtuvieron con un FDR de 0.0153 respecto a un

o de 0.05.

El FDR controla la proporcion esperada de “descubrimientos” que son falsos, es
decir, disminuye el numero de hipétesis nulas rechazadas cuando se hacen
comparaciones multiples, disminuyendo de esta manera el numero de falsos
positivos, 1o que significaria que hay un 0.0153% de probabilidad de que las vias

bioldgicas a contunacion mostradas correspondan a un falso positivo.

CKB HSP90AB1

HSP90AAL

Figura 16. Red de interaccién general de las proteinas candidatas. Las proteinas se representan
como nodos y tienen su nombre en la parte superior. Las interacciones se denotan como lineas de
colores entre los diferentes nodos. Obtenida mediante STRING.
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HSP90AB1

Figura 17. Vias bioldgicas en las que participan las proteinas candidatas. En morado, se resaltan
las proteinas que participan en la via del desarrollo del sistema nervioso. En rojo, se visualizan
aquellas proteinas que participan en la via de respuesta a radicales libres. Obtenida mediante

STRING.
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IX) Discusion

El suicidio es un fendbmeno multifactorial que puede estar influenciado por diferentes

factores de riesgo, desde los sociales hasta los moleculares.

En el presente estudio se trabajé con un enfoque molecular, con el que identificamos
diferencias en la expresion de proteinas de la CPFDL, las cuales podrian estar

involucradas en el suicido.

Debido a que el proteoma del suicidio no se ha esclarecido por completo, muchas
de las referencias y estudios que se usan para comparar corresponden a trastornos
mentales, pues comparten caracteristicas y presentan un alto grado de comorbilidad

con el suicidio.

Las proteinas candidatas que a continuacién se describen, se abordaran desde el
tipo de funcion que desarrollan en las células, asi como su papel en las redes

bioldgicas participando de manera conjunta.

A continuacion, se describen las dos vias biolégicas mayormente enriquecidas en
las que las proteinas candidatas participan, asi como aspectos de relevancia de

cada una de ellas.

9.1. Viaderespuestas a radicales libres.

Estas proteinas juegan un rol importante en la homeostasis quimica del cerebro
humano en la respuesta a radicales libres, es decir, cualquier especie quimica que
tiene uno o mas electrones desapareados. Se sabe que una mala regulacion en el
sistema de respuesta a radicales libres puede causar efectos adversos como estrés
oxidante que, aunque puede afectar a cualquier parte del cuerpo, el cerebro se
presenta como el érgano mas susceptible por sus altos requerimientos energéticos
y Su incapacidad para almacenar oxigeno y/o aumentar los capilares (Kumar et al.
2012).
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9.1.1. Glutation S- transferasa Pi (GSTP1)

De manera general, las glutation S — transferasas (GSTs) son una superfamilia de
péptidos enzimaticos de la fase Il, es decir, moléculas implicadas en la
desintoxicacion y mantenimiento de la homeostasis del organismo, que evitan
principalmente el dafio oxidativo causado por las especies reactivas de oxigeno
(ERO). Las ERO se pueden formar por el metabolismo de xenobioticos (sustancias
ajenas al cuerpo, como medicamentos) y de endobidticos. Como su nombre sugiere,
esta molécula esta involucrada en la biologia del glutation (tiol de bajo peso
molecular). Este pequefio péptido esta constituido de tres aminoacidos: &cido

glutamico — glicina — cisteina (Tew, 2007. Kumar et al, 2016).

Su mecanismo de accion consiste en catalizar la conjugacion de compuestos
hidrofébicos a electrofilicos con glutation reducido (GSH) a través del grupo
sulfhidrilo de la cisteina. Con ello, se disminuye la formacion de ERO a través de la

creacion de productos no toxicos solubles en agua (Sun et al, 2011).

Las GSTs estan presentes en células procariontes y eucariontes, pudiéndolas
encontrar en citosol, microsomas y mitocondrias. Existen al menos 7 grandes clases
que se diferencian por su secuencia de aminoacidos: Alfa (o)), Mu (i), Omega (Q),
Sigma (o), Theta (), Zeta (¢) y Pi (rn), siendo esta ultima la GSTP1 (Gawryluk et al,
2011).

En humanos, la GSTPL1 es codificada por el gen del mismo nombre en el cromosoma
11913, estando constituida por aproximadamente 210 aminoacidos y tiene un peso
molecular de 25 KDa (Tew, 2007).

Diversas GSTs se expresan en tejido cerebral, sin embargo, las mayormente

expresadas son de la clase a, L, y m. Lo que resulta interesante en este caso, es
que la isoenzima o Unicamente se ve expresada en el cerebro adulto, pero la

isoenzima T esta presente desde el neurodesarrollo, siendo la mas abundante en
todo el tejido cerebral (Gawryluk et al, 2011). Su expresion se ha encontrado en

células neuronales, en células gliales y en células endoteliales, a pesar de ello, a
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nivel de corteza cerebral, s6lo se ha reportado en células gliales (astrocitos),

endoteliales y del neurdpilo (The Human Protein Atlas, Kumar et al, 2016).

Si bien no hay muchos reportes de la GSTP1 en suicidio, se ha estudiado desde
hace algunos afos para diferentes desdrdenes mentales (esquizofrenia y trastorno
bipolar), trastornos del neurodesarrollo (trastorno del espectro autista — TEA) y
enfermedades neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer (Kim et al, 2015.
Gawryluk et al, 2011. Williams et al, 2007. Kumar et al, 2016, Gu et al, 2014).

Se ha reportado que una mala regulacién en el sistema de desintoxicacion por ERO
puede generar estrés oxidante. La constante produccion y limitada / nula
degradacion de las ERO en el tejido cerebral puede ocasionar dafios a diversos
niveles, causando afecciones en proteinas, lipidos, carbohidratos y &cidos

nucleicos, hasta lograr dafios a nivel celular y tisular (Filomeni y Ciriolo, 2006).

El GSH es el antioxidante enddgeno mas importante del cuerpo, pues regula tanto
la desintoxicacion por metabolitos liberados por el consumo de xenobi6ticos, como
la dinamica oxidante natural causada por los diferentes procesos celulares.
Ademas, juega un papel importante en procesos fisioldgicos relevantes como la

sefalizacion apoptética, diferenciacion y proliferacion celular (Gu et al, 2014).

Por otra parte, existe la paradoja del oxigeno, en la que se describe la importancia
del oxigeno para la vida de los seres aerobios, pero también su alta toxicidad por
radicales debido a fallas en su metabolismo (Davies, 1995). Se sabe que el cerebro,
al ser el 6rgano que consume mas energia, libera una constante cantidad de ERO
por la cadena de transporte de electrones que tiene lugar en la mitocondria
(Stepanova et al, 2018).

Esta proteina se encontr6 menos expresada en las muestras provenientes de
individuos que murieron por suicidio, lo que sugiere una falla en el sistema de
desintoxicacion y un posible dafio del tejido cerebral. Lo anterior debido a la
importancia que juega el GSH en la dinamica desintoxicante del organismo en

general, sin embargo, ésta reaccion debe ser catalizada por una GST. La baja en la
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expresion de la GSTP1 resulta interesante, pues es la isoenzima mayormente
expresada en el tejido cerebral, lo que la convierte en una pieza clave en el
mantenimiento de la homeostasis de este complejo 6érgano. Por ello, aunque los
niveles de GSH en el tejido cerebral sean normales, la homeostasis no puede
llevarse a cabo por la baja en la expresion de la proteina que se encarga de convertir
las ERO en especies no téxicas usando al glutation como sustrato.

No obstante, es de notable importancia que esto esta sucediendo en la CPFDL, una
de las zonas que conforman el circuito cerebral del suicidio hasta hoy descrito y en
donde la GSTP1 se encuentra mayormente expresada. Por otro lado, el GSH tiene
funciones de sefalizacién y procesos celulares de alta relevancia como los ya
mencionados, por lo que este aspecto bioldgico también podria estar siendo

afectado por la dinAmica entre GSTP1-GSH.

Otro aspecto que resulta interesante es la expresion celular de esta proteina, ya que
No se encuentra en neuronas, pero si en astrocitos. La densidad neuronal es
diminuta si se compara con la densidad astroglial, pues ésta Ultima la supera en un
orden de 10 veces, ocupando asi la astroglia mas del 25% del volumen cerebral
(Hashimoto et al, 2005). Diversos estudios han identificado que los astrocitos
participan activamente en las reacciones relacionadas con las ERO, y no sélo eso,
sino que son la principal fuente celular en el cerebro que realiza las funciones
desintoxicantes, notando asi que esta funcion no solo se queda en ese tipo celular,

sino que también pasa a las células vecinas: las neuronas (Dringen et al, 2015).

Lo anterior da pauta a pensar que la baja expresion de la GSTP1 esté ligada a una
falla astrocitica, que esta afectando también a las neuronas, pues la astroglia es la

fuente celular principal de desintoxicacion cerebral por ERO.

9.1.2. Proteina G(0), subunidad alfa 1 (GNAO1)

Las proteinas G son segundos mensajeros en la comunicacion celular que
participan en diversos procesos de transduccion de sefales para mediar distintos
mecanismos moleculares. Se conocen 17 miembros de la familia de las proteinas
G, los cudles se pueden categorizar en los siguientes subgrupos: proteinas G
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inhibitorias (Gi), proteinas G estimulantes (Gs), las proteinas Gga1, proteinas Gizns
y “otras” proteinas G (Go) (Sreekumar et al. 2004). En las proteinas G, se
encuentran las subunidades a, 8,y v, en donde el rol de a es adherirse a nucleotidos
de guanina (como guanin trifosfato-GTP o guanin difosfato-GDP) para generar una

respuesta (Mercé-Grau et al. 2016).

Las Go son un subtipo de Gi, pero su alta expresion (de 5 a 10 veces mas que otra
Gi) no solo en el cerebro, sino en todo el sistema nervioso, les otorga esta pequefia
subclasificaciéon. Las Go componen del 0.5 al 1% de todas las proteinas

membranales en el cerebro de mamiferos (Jiang y Bajpayee, 2009).

La expresion de la GNAOL1 se ha reportado en otros estudios como una proteina
candidata asociada a trastornos mentales como esquizofrenia (Jiang y Bajpayee,
2009, Chan et al. 2010) y depresion (Mallei et al. 2015) al expresarse mas respecto
a controles. No obstante, Jiang y Bajpayee (2009) reportan a las Go como
moduladoras de la actividad de los canales de calcio (Ca?*) en las neuronas, en los
que actian como inhibidores y detienen el potencial de accién. Se ha reportado a
esta proteina como mediadora de vias de neurotransmision como la
serotoninérgica, dopaminérgica, GABAérgica, glutamatérgica, colinérgica y las

mediadas por opioides y canabinoides (Bozorgmehr et al. 2017).

La GNAOL se encontrd expresada a la alta en los casos, resultado concordante con
los estudios mencionados en el parrafo anterior. A pesar de que se sabe que actla
en el sistema de respuesta a radicales libres, no se encontraron estudios del
mecanismo molecular especifico de esta proteina para esta via en particular, sin
embargo, se puede hipotetizar que actla en respuesta a drogas, sustancias toxicas,
anticuerpos, ERO y/o sustancias inorganicas (de acuerdo a Quick Go del European

Bioinformatics Institute).

Debido a que este tipo de proteinas esta altamente expresada en membrana celular,
se da pauta a pensar que participa de manera muy activa en procesos de

sefalizacion y comunicacion con el medio extracelular, ya que puede participar
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como receptor para un mensajero, por lo que su alta expresion podria estar

modificando cuantitativamente la comunicacién de la célula con el exterior.

Se plantea que la alta expresion de esta proteina podria estar afectando la
comunicaciéon neuronal en individuos que consumaron el suicidio, pues su potencial
inhibitorio en dicha comunicacién mediada por canales de Ca?* podria reflejarse en
una neurotransmision diferencial debido a su acoplamiento como receptor de los
neurotransmisores descritos anteriormente. De la misma manera, se resalta el
hecho de que es la Go mas abundante en el cerebro y su alta expresion podria estar
influenciando no sélo la neurotransmisién, sino otros procesos fisiolégicos en los

que participa la GNAOL1.

9.1.3. Peroxiredoxina 2 (PRDX2)

Esta proteina citosolica también esta involucrada en vias metabdlicas de
desintoxicacion, pues es un antioxidante de procesos celulares endogenos
relacionados con la regulacion del peroxido de hidrégeno (H202). Se encuentra
expresada en cerebro en células neuronales, mas no asi en células gliales (Serafian
et al. 1999, Thul et al, 2017).

Al igual que la GSTP1, la PRDX2 es una proteina que se ha relacionado con
diferentes trastornos psiquiétricos, tales como trastorno bipolar (Kazuno et al. 2013)

y esquizofrenia (Davalieva et al. 2016).

El H202 no es una especie reactiva de oxigeno, sin embargo, tiene una capacidad
lipofilica que le permite el paso a través de las membranas celulares y propicia su
interaccidn con diversos metales reducidos, que pueden generar como subproducto
de reaccion radicales hidroxilo. No obstante, hoy en dia se sabe que las
peroxiredoxinas son las enzimas que se encargan del 90% de la desintoxicacion por
la formacién de estos radicales en el metabolismo del peréxido de hidrogeno (Zeida,
2015).

Cuando no hay un balance entre el sistema antioxidante mediado por peroxidasas

y el peroxido de hidrogeno, el hidroxilo (OH), al ser una especie quimica altamente
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reactiva, puede interactuar con biomoléculas causando reaccién con los grupos SH
de las proteinas, lo que afectaria el centro de reaccion de las enzimas y con ello su
inactivacion por modificaciones redox (es un tipo de MPT). A nivel de lipidos, puede
generar peroxidaciones, a nivel de ADN, produce la hidroxilacion de compuestos
aromaticos de las bases nitrogenadas, ocasionando asi una ruptura o

modificaciones en las mismas (Iglesias, 2010).

Sin embargo, contrario a lo que se pensaba antes, el H202 no solo tiene un papel
negativo en los sistemas bioldgicos, sino que participa activamente en la
sefalizacion de procesos altamente relevantes como lo son la diferenciacion,
proliferacion y migracion celular, notando asi que tanto el peroxido de hidrogeno,
como los radicales OH que se liberan en su metabolismo, tienen un papel relevante

en la funcion celular normal y en la progresion patoldgica (Rhee, 2006).

En este caso, la PRDX2 presenta una expresion a la baja en individuos que
consumaron el suicidio respecto a controles, resultado similar a los obtenidos en la
revision de protedmica de la esquizofrenia realizado por English et al, 2011; también

en la CPFDL, lo cual indica una posible relacién con estos trastornos mentales.

Anteriormente se mencion6 que la GSTP1 es una de las enzimas principales en la
regulacion metabdlica oxidante, sin embargo, las peroxiredoxinas tienen un papel
primordial cuando se habla del H202. Esto se recalca porque resulta llamativo el
hecho de que la GSTP1 no se expresa en neuronas pero si en gliay, por el contrario,
la PRDX2 si est4 en neuronas, mas no asi en glia de la misma region cerebral
(CPFDL), lo que sugiere una falla en la respuesta a radicales libres de ambas
células, cuyas proteinas principales en el sistema de desintoxicacion celular se

encontraron menos expresadas.

La inflamacién es una respuesta ante diversas enfermedades y esta involucrada en
el desarrollo de las mismas, muchas de estas enfermedades estan relacionadas con
un aumento en la produccion de ERO, que desencadena en un estrés oxidante que
puede causar la oxidacién de diversas proteinas. Se ha visto que la PRDX2 se libera

ante condiciones de inflamacion (Salzano et al. 2014).
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Con lo anterior, es probable que el cerebro, uno de los érganos que producen mas
ERO por su alta capacidad / necesidad bioenergética, se ve obligado a tener un
buen sistema de desintoxicacion para mantener un buen funcionamiento, por lo que
irregularidades en la expresion de estos protagonistas moleculares puede resultar
en un grave estrés oxidante y dafio cerebral a nivel de estructura, funcién y

comunicacion.

Particularmente, se propone que la baja expresion de la PRDX2 estaria
conduciendo no sélo a una mala desintoxicacion en la CPFDL, sino que también
habria repercusiones en cuanto a los procesos de comunicacion y sefializacion

mediados por el OH, producto del metabolismo del H202.

9.1.4. Proteina de choque térmico de 60 KDa (HSDP1)

Las proteinas de choque térmico o “Heat shock proteins”, por sus siglas en inglés,
son una familia de proteinas altamente conservadas a lo largo de la evolucién. De
forma general, se encargan del mantenimiento estructural de otras proteinas,
previniendo de esta manera el plegamiento incorrecto y los agregados proteicos
(Feder y Hofmann, 1999).

Durante mucho tiempo se crey6 que eran simples chaperonas, sin embargo, en la
actualidad se sabe que juegan un papel importante en procesos biolégicos como la
transduccion de sefales, la inhibicion apoptotica, la autofagia, la regulacion del

sistema inmune y el desarrollo (Gortz et al. 2017).

Como su nombre sugiere, son proteinas que reaccionan ante estimulos de
temperatura, incluyendo el estrés por calor. De esta manera, se ha visto que la
expresion de estas proteinas aumenta cuando la célula pasa no solo por estrés
térmico, sino también por estrés por hipoxia, inflamacion y estrés oxidante. La alta
expresion de estas proteinas se ha relacionado con enfermedades como Alzheimer
y Parkinson, entre otras neuropatologias, viéndose involucradas en la inflamacion y

degeneracion del sistema nervioso central (Gortz et al. 2017).
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Se encontraron tres proteinas de choque térmico expresadas a la alta en las
muestras provenientes de individuos suicidas, entre las que destaca la HSDP1, que
se ha sugerido como una proteina involucrada en diversas enfermedades que

conllevan procesos inflamatorios.

Anteriormente se detallaron las proteinas PRDX2 y GSTP1, las cuales se
encontraron expresadas a la baja, planteando posibles irregularidades a nivel de
sefalizacion y estrés oxidante, la expresion diferencial de estas proteinas podria
estar dando como resultado procesos inflamatorios en la corteza prefrontal
dorsolateral y tejido adyacente, postulando asi a la HSDP1 como proteina candidata

al suicidio por su alta expresion.

De esta manera, se postula que las cuatro proteinas ya descritas comparten una
relacion biolégica conjunta, por lo que la mayor o menor expresion de una, puede
influir en la expresién de otra, por ejemplo, la baja expresion de la GSTP1 conlleva
deficiencias en el sistema de desintoxicacién cerebral, lo cuél genera estrés e
inflamacion, ambos factores que contribuyen al aumento de la expresion de

proteinas como la HSDP1.

Otra de las relaciones que se postulan es la de la GNAO1, cuyo acoplamiento con
multiples neurotransmisores y su alta expresion en los casos puede estar, de alguna
manera, cambiando la dinamica en la neurotransmision respecto a cuando hay una
menor expresion y, con ello, estar proviendo de estimulos causantes que repercutan
tanto en la via de desintoxicacion, como en la de comunicacion y sefializacion

celular.

Todas las proteinas anteriormente descritas responden ante los radicales libres, que
muchas veces son generados por la misma mitocondria para mantener los procesos
energéticos en el cerebro y que sin una buena regulacién generan estrés oxidante
y, con ello, procesos inflamatorios. Por lo anterior, una de las grandes fallas que
puede estar sucediendo en la CPFDL de individuos que consumaron el suicidio

corresponde a la bioenergética de la célula y sus sistemas de desintoxicacion.
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9.2. Via del neurodesarrollo

Las siguientes proteinas se encuentran involucradas en el neurodesarrollo a
diferentes niveles de organizacién biolégica y mediada por diferentes procesos

celulares. Por lo anterior, se hicieron subgrupos con fines de redaccion.

9.2.1. Proteinas de choque térmico (Heat shock proteins): HSP90AALl y
HSP90AB1

Anteriormente se menciond la relevancia de las proteinas de choque térmico (HSP),
a continuacién, se describen otras dos proteinas pertenecientes a esta familia que

presentaron expresion diferencial entre casos y controles.

Ademas del estrés bioldgico, las HSP, especialmente las HSP90, se han visto
involucradas en trastornos mentales como esquizofrenia y desordenes psicoticos
por su papel como chaperonas presentadoras del antigeno de glucocorticoides en

respuesta al llamado estrés conductual (Lin et al. 2014).

La funcién principal de las HSP90 es evitar los agregados de proteinas cuyo
plegamiento es incorrecto y tienen un papel crucial en la sefializacién celular y como
participantes en el plegamiento de receptores hormonales esteroideos, cinasas y

otros componentes de sefializacion (Téth et al. 2015).

Adicionalmente, se sabe que la acumulacion de proteinas mal plegadas ocasiona
estrés del reticulo endoplasmico (localizacion subcelular en la que sucede la sintesis
y el plegamiento de proteinas), lo que puede generar el fendbmeno concoido como
respuesta a proteinas mal plegadas. Este complejo proceso celular tiene, entre sus
repercusiones, cambios en la expresion de genes (Dombroski et al, 2010). Se sabe
gue cuando hay fallas en la restauracion o edicion de las proteinas mal plegadas,
se presentan diferentes tipos de enfermedades neurodegenerativas, metabdlicas,

inflamatorias, entre otras (Kadowaki y Nishito, 2013).
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Asi, el supuesto aumento de proteinas mal plegadas por los eventos de respuesta
deficiente a radicales libres no tiene s6lo como consecuencia inmediata el aumento
en la expresion de las HSP, sino que también podria influir en la dinamica que existe
entre las posible proteinas mal plegadas y la funcién molecular en la que participan.
No obstante, también habria repercusiones a nivel de comunicaciéon enddécrina,
pues como se menciond antes, presentan relevancia al ser chaperonas en el

plegamiento de receptrores hormonales.

La HSP90OAA1l y HSP90AB1 se encontraron mayormente expresadas en la CPDLF
de los casos, lo que sugiere que durante el estrés causado por las proteinas de la
via de respuesta a radicales libres se aumenta la cantidad de proteinas mal
plegadas y, con ello, se da el aumento en la expresion de las proteinas encargadas
de combatir este fendmeno: las HSP. Sin embargo, la posible modificacién en la
expresion de genes causada por la respuesta a proteinas mal plegadas tendria
repercusiones en otras proteinas y en las vias en las que participan, pues la historia
de estas biomoléculas no comienza a partir de su edicién, sino de su origen
genético, pasando por la parte transcripcional y las modificaciones que puedan

presentar a posteriori a su sintesis.

De esta manera, tanto las HSP90AA1/AB1 y la HSDP1 podrian estar respondiendo
no soélo ante estrés bioldgico (estrés oxidante, calor, etc.) sino también al estrés del
reticulo causado por el déficit en la respuesta a radicales libres, pues el aumento en

la expresion de estas proteinas se da principalmente ante eventos estresantes.

9.2.2. Proteinas relacionadas a la bioenergética: CKB y LDHB

La creatina cinasa B (CKB) es una proteina que participa en la bioenergética del
SNC a través del ciclo de la creatina fosforilada (CKBP), pudiendo convertir ADP a
ATP mediante la CKBP en sitios en dénde se necesita la energia o usando ATP

para generar CKBP como medio de almacenaje energético (Burbaeva et al. 2003).

Recordando, el cerebro presenta pocos sistemas de almacenaje de energia, pero
aun asi utiliza el 20% de la energia total producida en el cuerpo. Gran parte de ella
es destinada a los gradientes iGnicos transmembranales y a la neurocomunicacion.

93



Para resolver esta problematica, el cerebro depende mucho de su sistema vascular,
ya que los sustratos energéticos que viajan por el torrente sanguineo son sustituidos
constantemente mediante su circulacion (Joncquel-Chevalier et al. 2015).

La CKB se puede obtener tanto de manera exdgena, como de manera enddgena.
Esta Gltima resulta interesante porque las células del SNC presentan las proteinas
y magquinaria necesaria para generar la CKB y su forma fosforilada, asi como
transportadores para su movilidad a través de las misma (Joncquel-Chevalier et al.
2015).

Burbaeva y colaboradores (2003) observaron una baja expresiéon de la CKB vy, en
general, irregularidades en el ciclo CKB/CKBP en muestras postmortem de
individuos diagnosticados con esquizofrenia, hipotetizando que pudiera ser también
una consecuencia ante un estrés oxidante, puesto que son altamente susceptibles

al mismo.

Por otro lado, la lactato deshidrogenasa cadena B (LDHB) es la enzima que se
encarga de la catalisis de piruvato a lactato. A manera de mecanismo general, la
sangre lleva la glucosa al sistema nervioso, la cual es tomada por astrocitos,
oligodendrocitos y neuronas, para que en los dos primeros se metabolice a lactato.
Esta ultima molécula puede servir como sefializadora de la plasticidad neuronal o
puede usarse para la produccion de ATP mediante su oxidacion en el ciclo de Krebs
(Bonvento et al. 2017).

La LDHB es codificada por genes especificos de astrocitos, participando estos en
la regulacién energética del cerebro y proveyendo a las neuronas de energia sobre
todo cuando el sistema se encuentra bajo condiciones de estrés. No obstante, este
mantenimiento energético se presenta como una suma de las vias de ambos tipos

celulares (Zhang et al. 2014).

La baja en la expresion de una enzima tan importante como la LDHB podria generar

una falla energética en la neurocomunicacion mediada por neuronas y células
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gliales, ocasionando incluso la muerte de las mismas por el déficit energético ante

condiciones estresantes (Bonvento et al. 2017).

Este trabajo propone ala CKB y ala LDHB como proteinas candidatas del fenomeno
en cuestion. Como ya se menciono, la CKB es una de las principales proteinas en
el mantenimiento energético de las células del sistema nervioso central, por lo que
su baja expresion en la CPFDL de individuos que consumaron el suicido puede estar
reflejando fallas en la energética cerebral. Esta falla se ve no solo a nivel de la CKB,
sino del ciclo completo en la fosoforilacion y desfosforilacion de la misma para

obtener y/o almacenar energia.

En cuanto a la LDHB, cuya expresion también fue menor en las muestras caso, se
sugiere también una falla en la bioenergética cerebral, pues es la enzima que brinda
el sustrato necesario para la posterior obtencion de ATP proveniente de las

moléculas de glucosa de la sangre circundante.

De esta manera, se ve un fallo a nivel de la produccién y almacenamiento de energia
en el cerebro, lo cual puede estar ocasionando fallas o irregularidades a diferentes
niveles. La falta de energia en un érgano tan importante puede generar dafio a nivel
de neuronas y de las diferentes células gliales y, con ello, direccionar un
funcionamiento diferente en la CPFDL per sé, comprometiendo asi los procesos y
funciones complejas que se le han relacionado. No obstante, también se sugieren
fallas a nivel de neurocomunicacion por fallas energéticas en el transporte de
neurotransmisores. Se visualiza nuevamente una disfuncién a nivel de respuesta
ante estrés, en este caso, estrés oxidante, pues como se menciond anteriormente,
el estrés puede ocasionar que la produccion energética tanto de células neuronales,

como gliales, disminuya debido a este fenémeno.

9.2.3. Proteinas relacionadas al citoesqueleto: YWHAG, YWHAZ, INA y
GDA

La familia de las proteinas 14-3-3 se encuentra altamente conservada en todas las
células eucariontes como proteinas de unién, en las que cada isoforma realiza esta

funcién con mecanismos Unicos y uniéndose a diferentes moléculas. Se les he
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relacionado con multiples fenédmenos biolégicos como el control del ciclo celular,
funciones metabdlicas y apoptoticas, asi como en la patologia del cancer. No
obstante, son altamente abundantes en el cerebro, conformando el 1% del total de

sus proteinas (Bridges y Moorhead, 2005, Wachi et al. 2017).

Se sabe que participan en el desarrollo del SNC mediante la migracion neuronal en
corteza cerebral e hipocampo. Con multiples experimentos, se ha visto mediante el
silenciamiento de genes que la corteza cerebral tiende a adelgazarse y hay
desorganizacion estructural del hipocampo. En particular, el silenciamiento de la 14-
3-3 zeta (YWHAZ) se ha ligado a defectos en la migracion neuronal en hipocampo
y con alteraciones del comportamiento relacionadas con esquizofrenia (Wachi et al.
2015).

También se ha descrito que esta proteina participa en la produccion de dopamina a
través de la union con la tirosina hidroxilasa y que participa en la unién de
microtUbulos a través de la fosoforilacién de la proteina tau. No obstante, también
se une a la d-catenina, una de las proteinas del complejo de unién en el cerebro
gue es de alta importancia en el mantenimiento de la estructura neural y esta
implicada en la regulacion de las funciones cognitivas. Su baja expresiéon en la
CPFDL se ha relacionado con trastorno bipolar y esquizofrenia (Foote y Zhou,
2012).

Por otro lado, se ha visto que la 14-3-3gamma (YWHAG) esta involucrada en el
transporte de proteinas y en procesos apoptoéticos, asi como en patologias en las
que hay irregularidades en la migracién neuronal. Se ha reportado que el aumento
en la expresion de esta proteina retrasa la migracion neuronal de la corteza durante
el neurodesarrollo, sin embargo, este mismo efecto se ve cuando tiene una baja
expresion, por lo que, ya sea a la alta o0 a la baja, el desequilibrio en la expresién de

esta proteina puede dar pie a estas irregularidades (Cornell et al. 2016).

La alfa internexina (INA) forma parte de las proteinas que constituyen los
neurofilamentos, es decir, los filamentos intermedios tipo IV de las neuronas

maduras. Junto a los otros tres componentes (neurofilamentos de cadena media —
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NFM, pesada — NFH y ligera — NFL) son las proteinas mas abundantes del cerebro,
cuyas alteraciones se han relacionado a trastornos mentales, pues estan

involucradas en el transporte axonal (Yuan et al. 2015).

Es una proteina involucrada en el neurodesarrollo y forma parte del complejo de
neurofilamentos para el crecimiento axonal. Se ha reportado que el silenciamiento
del gen que codifica la INA produce acumulaciones anormales de neurofilamentos
(Cairns et al. 2004).

La YWHAZ fue encontrada con una menor expresion en los casos, lo que podria
estar afectando procesos como migracién y estructura neuronal, teniendo también
implicaciones a nivel de regulacion de las funciones cognitivas, muchas de las

cudles suceden en la CPFDL.

La INA tuvo una expresion menor en los casos, lo que podria estar ocasionando
respuestas como las acumulaciones anormales de neurofilamentos o en el
transporte axonal y, con ello, en procesos involucrados en el neurodesarrollo,

comunicacién sinaptica y organizacion del citoesqueleto.

De esta manera, se propone a estas Ultimas proteinas como candidatas en la
patologia del suicido por su alta importancia en el mantenimiento de ciclo celular y
de la organizacion y estructura en el desarrollo de la corteza cerebral, asi como en

la regulacién de procesos apoptoticos y de transporte y crecimiento axonal.

9.2.4. Modelo de integracion biolégica

Alteraciones en la expresion de estas proteinas, ya sea mayor o menor, pueden

generar cambios en estos procesos bioldgicos tan relevantes en el SNC.

De manera general, se propone un desbalance en la CPFDL a diversos niveles, los
cuales pueden estar estrechamente relacionados o ser respuesta ante la alteracion

particular de otro.
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Los procesos disfuncionales mayormente encontrados para las 12 proteinas
expresadas diferencialmente en los casos corresponden a respuesta a radicales
libres y REDOX, procesos que se han relacionado con multiples enfermedades tanto
neuroegenerativas, como psiquiatricas. Como se enuncié en parrafos anteriores, se
puede encontrar en la literatura que alteraciones en estos procesos generan estrés
oxidante, inflamacion, estrés térmico, etc. por lo que se sugieren como los posibles
potenciadores o detonantes de la respuesta global que se ve en los resultados aqui

reportados.

Por otro lado, también se analizaron procesos biolégicos implicados en el
neurodesarrollo, los cuales no se estan sucitando de manera normal, sin embargo,
no es posible esclarecer desde qué momento del neurodesarollo se estan viendo
estas alteraciones, incluso estas podrian ser previas a las demas respuestas y estar
detonando el estrés oxidante o el déficit a la respuesta ante radicales libres y, de
esta manera, estar generando una respuesta en cadena que pueda estar
modulando la fisiopatologia del suicidio. En la Fig. 18 se muestra el modelo de

integracion bioldgica que planeta este trabajo.
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Figura 18. Interpretacion biologica de las proteinas candidatas en la biologia del suicidio. Se
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diferentes regiones de las diversas células del SNC.
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X)

Conclusiones

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la expresion de
proteinas de la corteza prefrontal dorsolateral de individuos que consumaron
el suicidio respecto a individuos que murieron por otras causas.

Se identificaron 12 proteinas expresadas diferencialmente, de las cuales 6
tuvieron una mayor expresion y 6 una menor expresion respecto a los
controles.

En términos generales, se sugiere un desequilibrio en la bioquimica del
proteoma de individuos que se suicidaron, siendo factibles afecciones en
procesos altamente relevantes como la respuesta a radicales libres y estrés
oxidante (REDOX); procesos biologicos involucrados en la homeostasis
bioenergética y de desintoxicacion del cerebro que posiblemente conducirian
a inflamacion, fallas energéticas y metabodlicas que, eventualmente,
desencadenarian diversas consecuencias en este Organo y en su
funcionamiento.

Por otra parte, estas proteinas también participan en procesos de
neurodesarrollo, los cuéles abarcan desde la formacién anatémica per se,
hasta el transporte y crecimiento axonal, asi como la regulacion de procesos
apoptoticos.

Adicionalmente, dichas proteinas participan en procesos citoarquitectonicos,
de ciclo celular y de comunicacion sinéptica, por lo que las diferencias de
expresion podrian estar modulando la fisiopatologia del suicidio a través de
las diversas respuestas y cascadas de sefalizacion que cumplen en los

procesos biologicos anteriormente mencionados.
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XI) Limitaciones

La mayor limitacion del presente estudio fue el nUmero de muestras analizadas,
consideramos que es necesario replicar estos hallazgos en cohortes mayores, sin
embargo, para contrarestrar este problema, las muestras incluidas en este estudio
fueron caracterizadas a profundidad y pareadas entre casos y controles, lo que que

permitié arrojar informacién novedosa desde el punto de vista biolégico y molecular.

XIl) Perspectivas a futuro

Este es el primer estudio en poblacion mexicana que busca acercarse a un
entendimiento del suicidio desde la perspectiva del andlisis completo de las
proteinas de una de las regiones del circuito cerebral asociado a este problema de
salud publica. Por lo anterior, los resultados que aqui se presentan pueden servir
como referencia para nuevas investigaciones acerca de este fendmeno

multifactorial.

Con este escenario, los préoximos estudios deberan profundizar en otras regiones
del cerebro asociadas al circuito del suicidio (como la corteza orbitofrontal), lo que
permitiria corroborar que estos resultados tienen un papel importante no sélo en la

dindmica de la CPFDL, sino en diversas regiones cerebrales.

También es necesaria la implementacion de mas técnicas que permitan un estudio
mas detallado del proteoma cerebral, asi como un complemento a los métodos que
se usaron durante esta investigacion. Desde agregar técnicas cuantitativas como
DIGE y/o iTRAQ en geles bidimensionales, hasta la separacion de proteinas
mediante técnicas mas especificas como cromatografia de exclusibn molecular, de

intercambio i6nico, etc. sin olvidar, por supuesto, los métodos de validacion.

No obstante, es necesario también ampliar los enfoques moleculares a distintos

niveles, por ejemplo, el genémico, transcriptémico y metabolémico. Lo anterior con
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el fin de confirmar que lo que est4 pasando a nivel de proteinas esta siendo

influenciado por genes o transcritos y, a su vez, repercutiendo en metabolitos.

Complementariamente y en virtud de que el crecimiento de estas investigaciones va
de la mano del desarrollo computacional y de las bases de datos, es necesaria la
intervencién de la bioinformatica y de la biologia computacional, herramientas que
pueden respaldar también los diversos resultados que se obtegan en los nuevos

trabajos con las multiples direcciones y enfoques con los que se puede trabajar.

Finalmente, el aumento en el nUmero de muestras para ambas condicones es de
gran importancia para corroborar la reproducibilidad de estos resultados y aumentar

la robustez de los mismos.
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