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Estudio prospectivo basado en protedémica para
identificar biomarcadores diagndsticos de dano en
isquemia cerebral inducida en un modelo de rata
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RESUMEN

La enfermedad cerebrovascular es la tercera causa de
muerte en México como en el mundo, dentro de estos
trastornos esté la isquemia cerebral focal (ICF), definida
como la disminucién de oxigeno y glucosa por
obstruccién del flujo sanguineo en una zona cerebral
localizada. La iniciacién de la isquemia conlleva cambios
no descritos en las moléculas de las células de la region
afectada y sus alrededores, los cuales podrian ser
detectados e identificados como biomarcadores en
fluidos corporales de facil obtencién y andlisis, como el
suero sanguineo, los cuales serian Utiles en la practica
clinica. Objetivo: analizar cambios en el perfil de proteinas
del suero sanguineo (SS) de ratas con 1h de ICF cony
sin 24 hs de reperfusién sanguinea (RPF) comparando
con muestras de animales intactos y operados pero sin
ICF, para identificar posibles biomarcadores tempranos
de la enfermedad. Material y métodos: se indujo ICF/
RPF en ratas Wistar, se obtuvo el SS, se procesé para
eliminar albimina e inmunoglobulinas. Para observar la
expresion diferencial de proteinas, las muestras se
analizaron mediante electroforesis bidimensional y las
imagenes de los geles se analizaron con la ayuda del
software ImageMaster 2D Platinum. Resultados: se
encontraron ocho proteinas entre 37 y 14 kDa, de las
cuales cinco aumentaron y tres disminuyeron su
concentracién con respecto a los controles. Las ocho
proteinas seran identificadas por espectrometria de masas
(MS), se analizara su papel como posibles biomarcadores
tempranos de la enfermedad. Discusion y conclusiones: el
analisis de proteinas en biofluidos se utiliza en la busqueda
de marcadores para el diagnéstico y control de enfer-
medades. Se sabe que con la ICF, las proteinas de

regiones especificas del cerebro cambian su expresion
y localizacién, agravando o disminuyendo el dafo dentro
del proceso isquémico; sin embargo, no es conocido si
alguna de estas moléculas cambia o aparece; asimismo,
cambia su cantidad en el suero, lo cual, si ocurre, podria
proporcionar marcadores diagndsticos Utiles para
identificar el grado de avance de la enfermedad.

Palabras clave: isquemia cerebral, suero sanguineo,
proteinas diferenciales, biomarcadores.

A PROSPECTIVE PROTEOMIC-BASED STUDY FOR
IDENTIFYING POTENTIAL BIOMARKERS FOR THE
DIAGNOSIS OF DAMAGE IN FOCAL CEREBRAL
ISCHEMIA INDUCED IN A RAT MODEL

ABSTRACT

Cerebral vascular diseases are the third cause of death
in Mexico and around the world; including focal cerebral
ischemia (FCI) that leads to reduced blood supply in a
specific zone of the brain, diminishing the glucose and
oxygen. In early FCl stages there are molecular changes
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not well described in the cells of the affected and
surrounding regions; these changes could be detected
and used as biomarkers in easily accessed corporal fluids
as blood serum (BS), in order to define biomarkers useful
for disease advance diagnostic. Objective: analyze protein
profile of rat sanguineous serum after 1h of FCI with or
without 24h of sanguineous reperfusion (rpf), in order to
identify possible early FCI biomarkers. Material and
methods: cerebral focal ischemia was experimentally
induced in brain rat, BS was obtained and serum albumin
and immunoglobulin were depleted. Protein profile of
serum samples were obtained by two dimensional gel
electrophoresis, the images were analyzed using
ImageMaster 2D Platinum software allowing to identify
proteins present differentially in FCI. Results: under FCI
and rpf, we observed up regulation of five proteins and
down regulation of three proteins. To analyze their role
as biomarkers in FCI, those proteins will be identified by
mass spectrometry. Discussion and conclusion: protein
analysis of corporal liquids is useful to find biomarkers
to diagnostic and disease control. Proteins changes
expression and localization with FCI aggrieving or
dismissing injury, and BS could contain diagnostic
markers to FCI useful to identify early changes in neurons
and glial cells.

Key words: cerebral ischemia, sanguineous serum,
differential proteins, biomarkers.

a enfermedad cerebrovascular (ECV) se refiere a

cualquier trastorno donde estén involucrados los

vasos sanguineos cerebrales, originada por la
disminucién brusca del aporte sanguineo en un proceso
patoldgico, afectando una determinada area del encéfalo’.
Esta es la tercera causa de muerte en México como en
el mundo, la primera de discapacidad? La mayoria de
los accidentes cerebrovasculares son de tipo isquémico
que se originan por la oclusién aguda por un trombo o
émbolo de una de las principales arterias cerebrales, lo
que provoca disminucion de perfusion de la regién
cerebral irrigada por dicha arteria. La isquemia cerebral
focal (ICF), definida como la disminucién de oxigeno 'y
glucosa por obstruccién del flujo sanguineo en una zona
cerebral localizada, es la segunda causa de muerte en
el mundo y la primera de discapacidad®*.

La ICF induce cambios metabdlicos, bioquimi-
cos y de la expresion genética en las neuronas y células
de la glia de la zona dahada. Durante este proceso,
las proteinas cambian su expresién y/o localizacion,
agravando o disminuyendo el dafo durante el proceso
isquémico. El método usual para reducir o prevenir
dano neuroldgico a los pacientes que sufren de
isquemia cerebral es la restauracion del flujo sanguineo
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(reperfusién) al tejido isquémico. Sin embargo, la
reperfusion causa dano adicional y exacerba el deterio-
ro de esa zona cerebral, debido a la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) por la mitocondria
danando los componentes celulares e iniciando muer-
te celular®.

El tratamiento de la isquemia presenta varias
limitantes debido a que la ventana terapéutica es muy
reducida, por lo que el diagndstico oportuno y acertado
del infarto isquémico es fundamental para evitar dafos
irreversibles en el paciente®.

Hoy, la proteémica tiene un papel importante en
el descubrimiento-evaluacién-validacién de proteinas
como biomarcadores asociados a enfermedades. Estos
biomarcadores reflejan los cambios, ya sean bioquimicos,
morfolégicos o fisioldgicos, que ocurren especificamente
en una enfermedad determinada, para ser Util, su com-
portamiento tiene que ser reproducible y con facilidad
detectable. El andlisis de las proteinas especificas en los
fluidos biolégicos se ha utilizado desde hace mucho
tiempo para el diagnéstico y seguimiento de enferme-
dades’. Los biofluidos estan en contacto directo con los
tejidos y los cambios que acompanan a una enfer-
medad podrian reflejarse en su composiciéon y/o
concentracion de sus componentes protéicos, ya que se
secretan o liberan a éstos. Debido a su facil accesibili-
dad en comparacion con las biopsias tisulares, los
biofluidos como el suero son la muestra mas adecuada
para la busqueda de marcadores biolégicos de diag-
néstico, prondstico y valoracion del tratamiento de las
enfermedades®. Debido a que el suero contiene 22 pro-
teinas mayoritarias que representan aproximadamente el
99% del contenido protéico, entre las cuales estan albu-
mina, inmunoglobulinas, haptoglobinas y transferrina, es
necesario separarlas o eliminarlas para observar las pro-
teinas minoritarias. Recién se ha sugerido que esta
fracion de proteinas de baja abundancia, con frecuen-
cia de bajo peso molecular, tiene el potencial mas alto
para el descubrimiento de nuevos biomarcadores®.

En la actualidad el Unico tratamiento aprobado
por la FDA (Food Drug Administration) para el control del
infarto isquémico es el tratamiento con activadores de
plasmindgeno tisular, un agente trombolitico que limi-
ta por si sélo el dano isquémico al lisar los trombos
arteriales y restaurar el flujo sanguineo. Sin embargo, el
tratamiento debe limitarse a las primeras 3 hs después
de la oclusién, ya que posterior a este tiempo, el dafno
comienza a ser irreversible. En nuestro grupo estamos
realizando el andlisis protedmico tanto del tejido cere-
bral danado y de penumbra como del suero de ratas
con isquemia cerebral focal inducida en tiempos
tempranos (1 h/reperfusién de 24 hs). Describimos el
andlisis de las proteinas del suero de ratas con isquemia
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e isquemia reperfusion tempranas, donde se muestra el
aumento o disminucién de la concentracién de varias
proteinas de mediano y bajo peso molecular, que en
breve seran analizadas por espectrometria de masas. La
identificacién de estas proteinas nos ayudara a identifi-
car y proponer su mecanismo de liberacion del tejido
danado hacia el suero y su posible funcién durante el
proceso isquémico, con las cuales podamos proponer
una posible intervencion terapéutica oportuna, para evi-
tar la muerte celular en un area mas extensa al foco
isquémico® (neuroproteccion).

MATERIAL Y METODOS
Induccioén de isquemia cerebral focal

A ratas Wistar macho de 4 meses de edad (280
g a 300 g de peso), se les indujo isquemia cerebral
focal del hemisferio izquierdo por oclusién de la arteria
cerebral media (ACM) con la técnica descrita por Zea
Longa'™. Los animales fueron anestesiados con una mez-
cla de isoflurano al 2% (Laboratorios PISA, S.A. de C.V,,
Guadalajara Jalisco, México) y oxigeno (v/v) con un equi-
po de anestesia Ohmeda Fluotec-3 (West Yorkshire,
Inglaterra). La ACM fue ocluida por la introduccion
intraluminal de un hilo nylon de calibre 3-0, a través
de la arteria cardtida interna izquierda. Transcurrié 1h de
isgquemia cerebral focal sin reperfusion sanguinea'-8, En
otro grupo, después de 1h de ICF se permitio la
reperfusion sanguinea durante 24 hs. Un grupo de ratas,
control del procedimiento quirdrgico (sham) sélo fue so-
metido a éste sin inducir isquemia. El grupo control
normal fueron ratas intactas. Para todos los grupos se
utilizé una n 3. El manejo de los animales fue aproba-
do por el comité de ética del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia.

Eliminacién de albumina e inmunoglobulinas de los
especimenes

Después de inducir y evaluar el dafio neurolégico
en el animal, se tomé la muestra sanguinea por puncion
intracardiaca, el suero sanguineo fue separado por
centrifugacion. Para eliminar la albumina e inmuno-
globulinas se utilizé el sistema Vivapure anti-HSA
(Sartorius Stedim Biotec, Alemania) siguiendo las instruc-
ciones del proveedor. Brevemente, a 40 ul de suero se
agregaron 400 ul de resina, la mezcla se coloincubo
durante 15 minutos a temperatura ambiente con agita-
cion constante. La suspension se centrifugd a 400 x g
por 2 minutos y se recupero el sobrenadante (~40 ul)
al que se le agregaron 200 ul de buffer de muestra para
isoelectroenfoque (IEF) [urea 7 M (Bio-Rad, EUA),

tiourea 2 M (GE Healthcare, Suecia), CHAPS 4%
(Roche, EUA), amortiguador IPG 2% (GE Healthcare,
Suecia), DTT 40 mM (Invitrogen, EUA) en agua Milli-Q],
se agregaron 30 ul de un céctel de inhibidores de
proteasas (complete mini, Roche EUA) y 30 ul de un
coctel de inhibidores de fosfatasas (PhosStop, Roche
Alemania). La muestra se incub6 por 2 minutos a tem-
peratura ambiente, se centrifugd por 1 minuto a 400 x g
y se recupero6 el sobrenadante.

Extraccion de las proteinas

Para eliminar impurezas, las muestras de suero
obtenidas en el paso anterior se precipitaron sucesiva-
mente con acetona y metanol/cloroformo. Por ultimo,
las pastillas se disolvieron en solucién de hidratacion
para isoelectroenfoque con inhibidores de proteasas y
de fosfatasas’®.

Las proteinas se cuantificaron usando el 2-D Quant
Kit (Amersham Biosciences, EUA), se ajusto el volumen
con solucién de hidratacion para obtener 150 ug de
proteinas en 124 ul de la solucién homogenizada y se
agregaron 2 ul de azul de bromofenol al 0.002% (Bio-
Rad, EUA).

Electroforesis bidimensional

El andlisis de proteinas por electroforésis bidi-
mensional (2D) se realizé utilizando el sistema de tiras
preelaboradas (Gorg et al, 2000), para isoelectroenfo-
que (IEF) (gradiente de pH 4-7, 7 cm, GE Healthcare
Bio-Sciencies AB, Suecia), se dejaron hidratar durante
16 hs con la muestra, y se realizé la primera dimension
en el sistema Ettan IPGphor 3 para isoelectroenfoque
(GE Healthcare, Suecia). El programa para la corrida de
isoelectroenfoque de pH de 4-7 const6 de cuatro pa-
sos: 1. Voltaje de 300V y 200Vh, 2. 1000V y 300Vh, 3.
5000V y 4500Vh y el 4. 5000V y 2000Vh y durd ~3 hs.
Para la segunda dimension, se prepararon geles PAGE-
SDS al 15% se tineron con el colorante de azul de
Coomassie coloidal (G250 Bio-Safe, Bio-Rad, EUA). Las
imagenes de los geles se obtuvieron en el ImageQuant
LAS4000 (GE Healthcare Bio-Sciencies AB, Suecia) y el
patrén de expresion de proteinas se analizé con estas
imagenes usando el software ImageMaster Platinum 2D
7.0 (Amersham Biosciences, EUA).

Para cuantificar la cantidad de cada mancha de
proteina en las imagenes, para cada condicién se se-
lecciond la imagen de un gel como control interno (la
cantidad relativa de proteina es expresado como el
porcentaje del volumen del punto representando una
cierta proteina, en comparacién con el volumen de to-
dos los puntos considerados en el gel) para utilizarse
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como referencia en la comparacion y asi identificar los
puntos que variaron entre las condiciones. Después, se
obtuvo la imagen en 3D de cada punto en las 4 condi-
ciones experimentales del suero sanguineo (figuras 1y
2) y se calculé el volumen para comprobar el cambio de
expresion cuantitativamente (tabla 1).

Punto 1

Punto 2

Punto 3

mediante electroforésis bidimensional. En promedio, en
cada gel, se resolvieron 145 puntos representados por
las proteinas mayoritarias mostrando una distribucion
general semejante. La mayoria de los puntos resueltos
se encuentran en un rango de pH entre 4.5y 6.5y en-
tre 25 y 150 kDa. También se resolvié un grupo de 11
puntos entre 10 y 20 kDa (figura 3).
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Figura 1. Gréficos 3D de los puntos 1 al 4 del suero sanguineo con
cambios en el volumen con respecto a los controles. Resulta
dos obtenidos con el software image master 2D platinum 7.0. En
estas imagenes se observa el cambio de expresion de los puntos
analizados.
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Figura 2. Gréaficos 3D de los puntos 5 al 8 del suero sanguineo con
cambios en el volumen con respecto a los controles. Resulta
dos btenidos con el software image master 2D platinum 7.0. En
estas imagenes se observa el cambio de expresion de los puntos
analizados.

RESULTADOS

Las proteinas del suero del control, sham y las
distintas condiciones experimentales se separaron
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Figura 3. Analisis por electroforesis bidimensional de las proteinas
mayoritarias del suero sanguineo de ratas con ICF/RPF sanguinea.
Las proteinas se separaron por IEF en tiras de pH 4 7 y en PAGE
SDS al 15%. Los geles se tiferon con azul de coomassie coloidal.

Figura 4. Analisis de la expresion de proteinas del suero sanguineo
de la rata en respuesta a la ICF/RPF sanguinea. Las iméagenes se
obtuvieron con los registros de los geles individuales introducidos en
el software para su andlisis. Los puntos seleccionados para su ana
lisis posterior se marcan con circulos.
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Se compard el perfil de proteinas de las cuatro
condiciones buscando cambios representativos en el
volumen de los puntos de 1h con y sin 24 hs de rpf san-
guinea con respecto a los controles, dando preferencia
a las proteinas de 50 kDa y de menor peso molecular.
Se seleccionaron ocho puntos con diferencias visibles
para su andlisis (figura 4).

El andlisis del perfil de proteinas para la seleccion
de los puntos con cambios de expresién se realizd, en
primera instancia de forma empirica con dos observado-
res independientes, después con el software image
master 2D platinum 7.0, especializado para obtener el
volumen de estos de forma numérica y grafica (3D) y asi
medir cambios no identificables en la imagen 2D. Se
registraron las caracteristicas de las proteinas candidatas
a funcionar como biomarcadores, incluyendo el peso
molecular, pl y la concentracién o volumen de cada man-
cha (tabla 1).

Tabla 1. Intensidad del volumen de los puntos con cambio de expre
sién con 1h de ICF con y sin 24 hs de rpf sanguinea.

Valor de los puntos con cambio de volumen

Puntos Intensidad (Ix) PM (kDa) p

Control Sham 1h ICF 1h/24 rpf

1 33792 13824 24576 16384 14 54

2 26624 31232 22528 43520 15 5.1

3 5632 3584 4096 7168 17 5.8

4 54272 9728 8704 31232 14 6.3

5 25600 5120 8192 8192 19 6.5

6 4608 3072 3584 29696 35 5.1

7 33792 23552 17408 14336 37 59

8 9728 32768 8192 22528 35 6.0

En la figura 1 se observa como los puntos 1y 2
disminuyen en condiciones de 1h de ICF, aumentando
su volumen con 1h de ICF con RPF sanguinea con
respecto a los controles. Mientras que el punto 3 dismi-
nuye tanto en 1h de ICF con y sin 24 hs de RPF. El
punto 4 disminuye en la condicion sham y con 1h ICF
sin RPF sanguinea con respecto al control normal, pero
con 1h ICF y 24 hs de rpf sanguinea tiene un incremen-
to en su intensidad con respecto al control sham y a 1h
ICF, disminuyendo con respecto al control normal.

En la figura 2 se observa una disminucién signifi-
cativa del volumen del punto nimero 5 con 1h ICF con
24 hs de RPF sanguinea con respecto al control normal,
mientras que en el punto 6 aumenta el volumen con res-
pecto a los controles normal y sham.

En el volumen del punto 7 se observa una tendencia
a disminuir en la condicion de 1h de ICF con respecto
a los controles normales y sham, mientras que con 1h

ICF y 24 hs de RPF sanguinea también existe disminu-
cion en el volumen del punto con respecto al control
normal, pero mostrando una mayor cantidad de volu-
men con respecto a la condicion sham'y 1h ICF (figura 2).

DISCUSION

La enfermedad vascular cerebral es un problema
de salud publica generalizado que repercute en grandes
costos econémicos?, lo que hace necesario su estudio
para buscar mejores procedimientos preventivos y
terapéuticos. Para este fin es fundamental analizar los
mecanismos moleculares que expliquen lo que ocurre
durante la enfermedad y una estrategia para lograrlo es
el estudio de las proteinas a lo largo del proceso'>".
Dada la vulnerabilidad de las neuronas ante la isquemia,
es importante el tiempo transcurrido entre el inicio de la
isquemia, produccion de dafno, y muerte celular'®'”, por
lo que en este trabajo se analiza el suero sanguineo en
tiempos tempranos de isquemia cerebral focal,
especificamente con 1h de ICF y 1h con 24 hs de RPF
sanguinea'® para ofrecer procedimientos diagnosticos y
consecuentemente, tratamientos oportunos antes que el
dano surja y se expanda irreversiblemente.

En el presente trabajo fue utilizado el modelo de
produccion de ICF en rata, ya que se pueden reprodu-
cir los procesos patofisiolégicos que tienen lugar en el
humano debido a las semejanzas en la anatomia de la
circulacion intracraneal de la rata y el hombre, compa-
rada con otros animales, como jerbo, gato o perro®. La
ICF se induce por la introduccién intracarotidea de un
filamento en la arteria cerebral media'®. Con éste proce-
dimiento, se evita la cirugia intracraneal para ligar la
arteria cerebral media, donde un porcentaje considerable
de los animales muere debido a la cirugia; asimismo,
permite estudiar el fendmeno de la reperfusiéon sangui-
nea, la cual se logra retirando el filamento de la arteria.

Dado el interés de encontrar marcadores mole-
culares en un fluido biolégico accesible como el suero,
en éste estudio se analizaron por medio de elec-
troforésis bidimensional los cambios en el perfil de
proteinas del suero sanguineo. A diferencia de un tra-
bajo previo realizado con suero de cadaveres
humanos'™ 7, en este caso el modelo de estudio fue la
rata, a la cual se le indujo controladamente la isquemia
cerebral focal con y sin reperfusion sanguinea, lo que
permite recuperar muestras de sujetos de los cuales se
conoce el tiempo de desarrollo de la interrupcién circu-
latoria y, en su caso, de la restitucion de la irrigacion.
Con este sistema se propone elucidar los primeros cam-
bios que surgen por el evento isquémico antes que la
muerte celular ocurra en el tejido cerebral.

Para la electroforésis bidimensional, se probaron

Vol. 18 | Suplemento | 2013 | 31



Arch Neurocien (Mex)
Vol 18, Supl |, 27 32, 2013

Estudio prospectivo basado en proteémica para identificar biomarcadores

diferentes condiciones, se encontré una resolucién apro-
piada de las proteinas en un rango de pH de 4 a 74,
Por otro lado, el porcentaje del gel del acrilamida
se uso para resolver mejor las proteinas de bajo peso
molecular, ya que éstas serian las primeras en fugarse del
tejido cerebral al romperse la barrera hematoencefélica,
pasando al liquido cefalorraquideo y filtrandose después
a través de las vellosidades aracnoideas al suero san-
guineo, o bien pasando directamente al torrente
circulatorio apareciendo en el plasma de la rata'?'.

Para resolver los perfiles de proteinas se requirié
eliminacién de las moléculas mayoritarias del suero san-
guineo, albumina e inmunoglobulinas™ mediante
columnas que secuestran dichas proteinas, permitiendo
la observacion de los puntos minoritarios en relacion
a la concentracion de la muestra total, los cuales podrian
ser candidatos a biomarcadores 22,

Las imagenes de los geles se analizaron gréfica-
mente en 3D para cuantificar el cambio de expresion. Se
encontraron ocho proteinas de bajo peso molecular
(<37kDa) y comparativamente minoritarioas, al compa-
rar contra las altamente expresadas como albimina y
fraccién de globulinas, que variaron su presencia en-
tre las cuatro condiciones experimentales. Es notable
que aparecen variaciones desde la condicién sham lo
que indica que el estrés quirdrgico es capaz de inducir
cambios en la presencia de proteinas en el suero. Como
perspectiva de este trabajo queda validar el posible papel
de biomarcadores de las moléculas descritas en este tra-
bajo, para lo cual sera necesaria su identificacién por
espectrometria de masas y validacién de sus cambios
de concentracién por medio de western blot en las cua-
tro condiciones.
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