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ABSTRACT

Hepatic encephalopathy (HE) is a complex neuropsychiatric syndrome caused by acute or
chronic liver failure. When the liver fails, its capability to detoxify blood is reduced and certain
damaging compounds, such as ammonium, can accumulate in blood and tissues. What is more,
some of these substances are able to cross the blood brain barrier and trigger
neuroinflammation. Hyperammonemia (HA) and neuroinflammation act synergistically
producing alterations in neurotransmission, which cause cognitive and motor impairment that

can lead to coma or even death.

Interleukin 1 beta (IL-1PB) is a proinflammatoy cytokine whose levels are increased in the
hippocampus of HE animal models. It is believed that IL-1B can be responsible for trigger
pathways that alter membrane expression of NMDA and AMPA receptors, which impair

glutamatergic neurotransmission and, consequently, spatial memory and learning.

The aim of this work is to outline the neuroinflammation in the hippocampus of EH animal
model, as well as to evaluate the role of IL-1B in the impairments observed in glutamatergic
neurotransmission, working and spatial memory, and learning. In addition, we will analyse if

these alterations can be reverted by a specific antagonist of IL-1B (IL-1Ra).

To do so, we used control and HA rats (we induced chronic HA by an ammonium rich diet),
which had osmotic pumps implanted (2-3 weeks after starting the ammonium diet) in cerebral
ventricle to release sterile saline (vehicle) or IL-1Ra (treatment). During the fifth week the radial
maze test was carry out and, finally, rats were sacrificed by decapitation during the sixth week.
Then, we analysed neuroinflammation by immunohistochemistry and the membrane expression

of AMPA and NMDA receptors by western blot in hippocampus.

The results prove that HA rats present neuroinflammation, alterations of AMPA and
NMDA receptors subunits and impairment in spatial memory and learning. IL-1Ra treatment
reverts neuroinflammation, membrane expression of some AMPA and NMDA subunits and
working memory, but IL-1Ra does not revert spatial memory and learning observed in
glutamatergic receptor membrane expression and working memory and spatial memory and
learning. Some of these alterations can be reverted by IL-1Ra treatment. These results show that

the increase of IL-1B in animal models of HE could be responsible of these alterations.
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RESUMEN

La encefalopatia hepatica (EH) es un sindrome neuropsiquidtrico complejo causado por
un fallo hepatico crénico o agudo. Al perder el higado su capacidad detoxificante, ciertos
compuestos (como por ejemplo el amonio), pueden acumularse en sangre y tejidos, pudiendo
llegar a atravesar la barrera hematoencefalica y causar neuroinflamacién. La hiperamonemia y
la neuroinflamacidn actlan sinérgicamente causando alteraciones en la neurotransmisién que,
en ultima instancia, producen deterioro cognitivo y motor, pudiendo llevar, en el peor de los

casos, al coma e incluso la muerte.

La interleuquina 1 beta (IL-1B) es uno de los principales mediadores proinflamatorios,
cuyos niveles en hipocampo estan aumentados en modelos animales de EH. Se piensa que la IL-
1B podria estar desencadenando la alteracion de la expresién en membrana de los receptores
de neurotransmision glutamatérgica AMPA y NMDA, lo que a su vez provocaria alteraciones en

el aprendizaje y la memoria espacial.

El objetivo del presente trabajo es analizar la neuroinflamacion, para lo que se estudiara
la activacidn de microglia y astrocitos, en el hipocampo en un modelo animal de hiperamonemia
cronica, asi como evaluar el papel que juega la IL-1B en la alteracién de la neurotransmisién y
en la memoria de trabajo y en la memoria y aprendizaje espacial. Ademads, se analizara si las
alteraciones observadas pueden ser revertidas mediante el tratamiento con un antagonista
especifico del receptor de la IL-1 (IL-1Ra), reestableciéndose de este modo los patrones de
expresion en membrana y, por tanto, la neurotransmision y la memoria de trabajo, asi como el

aprendizaje y la memoria espacial

Para ello, se emplearon ratas control e hiperamonémicas (a estas ultimas se les indujo
hiperamonemia crénica mediante una dieta rica en amonio) a las que se implantaron
minibombas osméticas en el ventriculo cerebral, entre la segunda y tercera semana de dieta,
que permite la liberacion continuada de suero salino (vehiculo) o IL-1Ra (tratamiento). Durante
la quinta semana se realizd el test del laberinto radial de 8 brazos y, finalmente, a la sexta
semana, las ratas fueron sacrificadas por decapitacion. Tras el sacrificio se analizd la
neuroinflamacidon mediante inmunohistoquimica y la expresidon en membrana de los receptores

AMPA y NMDA mediante western blot en hipocampo.



Los resultados obtenidos demuestran que ratas con hipermonemia (HA) crénica
presentan neuroinflamacién, alterada la expresion en membrana de las subunidades del
receptor AMPA y NMDA y la memoria y el aprendizaje espacial. El tratamiento crénico con el
antagonista IL-1Ra revierte la neuroinflamacion, la expresién en membrana de algunas
subunidades de los receptores AMPA y NMDA y la memoria de trabajo, pero no la memoria de
referencia ni el aprendizaje espacial. Estos resultados indican que el aumento de IL-1B en

modelos animales de encefalopatia hepatica podria ser el responsable de dichas alteraciones.

PALABRAS CLAVE: Encefalopatia hepatica, aprendizaje y memoria espacial, hiperamonemia,

neuroinflamacion, NMDA, AMPA e IL1-Ra.
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INTRODUCCION

1. ENCEFALOPATIA HEPATICA

El higado es un drgano vital con funciones metabdlicas, de almacenamiento, de
detoxificacion e inmunoldgicas. Ademas, sintetiza lipidos, proteinas y glucidos y actia como
drgano de depdsito de numerosas sustancias Utiles para el organismo (glucégeno, vitaminas,
hierro, etc.). En cuanto a su funcién detoxificante elimina la mayoria de compuestos tdxicos,
como farmacos y otros productos quimicos (Segarra, 2007). Cuando el higado falla debido a un
fallo hepatico agudo (FHA) o crdnico (FHC), hepatitis o cirrosis, no funciona adecuadamente
pudiendo los compuestos téxicos atravesar la barrera hematoencefalica y llegar al cerebro
afectando a la funcién de dicho érgano (Felipo, 2013). Uno de los compuestos, fruto de la
descomposicién de proteinas y otras moléculas, es el amonio, cuya concentracion es regulada
en condiciones normales por el higado, gracias a su incorporacion en el ciclo de la urea. No
obstante, ante la presencia de fallo hepatico este compuesto se acumula en concentraciones
elevadas en sangre y tejidos produciendo hiperamonemia (HA), pudiendo atravesar la barrera

hematoencefalica y ocasionar deterioro cognitivo.

La encefalopatia hepatica (EH) es una alteracion de la funcidn cerebral que aparece como
resultado del fallo hepatico. Sin embargo, la EH no esta causada por un Unico sindrome; sino
que los diferentes tipos de fallos hepaticos (FHA y FHC) pueden conducir a ella. No obstante, las
diferentes enfermedades hepdaticas producen diferentes formas de EH, cada una de las cuales
esta regida por diferentes mecanismos y requiere de tratamientos distintos. Los pacientes con
EH clinica muestran sintomas neuropsiquiatricos, que incluyen alteraciones en el ciclo del suefio,
en la funcién cognitiva e intelectual y en la actividad y coordinacién motora, asi como
alteraciones en la personalidad y en la consciencia que pueden empeorar progresivamente. Los
episodios de EH pueden estar causados por factores desencadenantes como infecciones,
ingestidon excesiva de proteinas o por hemorragias gastrointestinales, que aumentan los niveles
de compuestos nocivos (por ejemplo, el amonio) en sangre y en cerebro (Felipo, 2013). La EH
puede llevar al coma e incluso a la muerte de los pacientes. De hecho, a no ser que sea tratada,
la EH esta asociada a una baja tasa de supervivencia y a un alto riesgo de recurrencia (Kaplan,

2011; Conn, 1993).

Se pueden distinguir tres tipos de EH: (i) EH aguda, caracterizada por una pérdida

repentina de la funcién hepatica que conduce a una rapida progresion de los sintomas (edema
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cerebral e incremento de la presidn intracraneal). Puede ser reversible o conducir a la muerte.
El grado de mortalidad en la EH aguda es muy elevado y frecuentemente es consecuencia del
aumento de la presiéon intracraneal producida por un edema cerebral; (ii) EH crénica, por
derivacién porto-sistémica sin enfermedad hepatocelular intrinseca. Esta producida por un fallo
hepatico crénico asociado a cirrosis, hepatitis o hipertensién portal; (iii) EH minima (EHM), que
se trata de una forma no clinica y mas leve de la enfermedad, en la que los pacientes carecen
de sintomas evidentes de EH. La EHM cursa con deterioro cognitivo leve y alteraciones en la
actividad y coordinacidn motora, en la funcidn cognitiva y en el ciclo suefio-vigilia, disminuyendo
la calidad de vida de estos pacientes y haciéndolos propensos a sufrir accidentes laborales,
domeésticos y de trafico junto a una predisposicidn a sufrir la forma clinica de la enfermedad

(Felipo, 2013).

La EHM es un serio problema de salud, social y econédmico. Por ello, el diagndstico
temprano y el tratamiento de la EHM mejorarian la calidad de vida y aumentarian la tasa de
supervivencia de los pacientes (Montoliu et al., 2015). Sin embargo, la mayoria de los pacientes

siguen sin diagnosticar y sin tratar debido a la falta de procedimientos simples de diagndstico.

1.1. PATOGENESIS DE LA ENCEFALOPATIA HEPATICA

Para el desarrollo de tratamientos efectivos para la EH es necesario entender los
mecanismos por los que se produce la alteracién neuroldgica. Actualmente, la hipdtesis mas

aceptada es que la EH es inducida por la accion conjunta de HA e inflamacién.
1.1.1. HIPERAMONEMIA

Existen evidencias tanto experimentales como clinicas que sostienen que la HA es el
principal factor responsable de las alteraciones neurolégicas presentes en la EH. Los primeros
en proponer dicha implicacion fueron los fisidlogos Pavlov y Nencki en la década de 1890
(Aldridge et al., 2015). M4s tarde, se sentaron las bases de nuestra comprensién actual de que
el amonio juega un papel fundamental en la EH (Phillips et al., 1952) y fue a partir de este
momento cuando los estudios comenzaron a centrarse en si era o no posible establecer una
relacidn cuantitativa entre la concentracién de amonio en sangre y la gravedad del deterioro
cognitivo propio de la EH y se demostrd que la cantidad de amonio en sangre no era predictiva
o consistente con el grado de EH (Phear et al., 1955), algo que ha sido corroborado con
numerosos estudios posteriores (Shawcross et al., 2011). Esto demuestra que, aunque el amonio

tiene un papel irrefutable en la patogénesis de la EH, parece que no es el Unico factor
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responsable de las secuelas neurocognitivas. De hecho, en la Ultima década, numerosos estudios
respaldan el papel de otros factores, como la inflamacion sistémica estéril y no estéril y la
consecuente "tormenta citoquimica", que actuaria sinérgicamente con el metabolismo anormal
del nitrégeno y serian los responsables de la generacién del cuadro clinico de la EH (Albridge et

al., 2015).

El amonio es un subproducto del metabolismo del nitrégeno, que se forma como
producto de la degradacién de las proteinas que ingerimos en la dieta y por el metabolismo de
otras sustancias nitrogenadas. Sin embargo, este producto es neurotéxico y, si supera ciertas
concentraciones, altera la funcion cerebral. Para evitar dichos efectos neurotdxicos el amonio
se elimina normalmente en el higado, mediante su incorporacién en el ciclo de la urea.
Concretamente, la formacion del amonio depende de la glutaminasa presente en los eritrocitos
intestinales y de la accién de una gran variedad de bacterias productoras de este enzima. Tras
haber sido producido en el intestino, el amonio es absorbido y pasa a la circulaciéon portal
hepatica hasta llegar al higado donde en condiciones fisioldgicas normales entra al ciclo de la
urea para ser metabolizado. Mientras, en condiciones patoldgicas, el higado falla y ve reducida
su capacidad de metabolizar el amonio lo que hace que aumente su concentracién en tejidos
extrahepaticos y lleve, en Ultima instancia, a la aparicion de HA (Bachmann, 2002) que, a su vez,

produce per se a nivel cerebral neuroinflamacién (Herndndez-Rabaza et al., 2016).
1.1.2. NEUROINFLAMACION

La neuroinflamacién es una respuesta inflamatoria en el cerebro caracterizada por la
activacion de la microglia y la produccidon de mediadores pro-inflamatorios, que se ha visto que

actuan sinérgicamente con la HA en la induccidn de EH (Jayakumar et al., 2015).

En el cerebro, el amonio es detoxificado a través de su incorporacion en glutamina por la
enzima glutamina sintetasa, presente sélo en astrocitos. Sin embargo, situaciones de HA en
sangre implican elevados niveles de amonio en cerebro, ya que se excede la capacidad de
detoxificacidn por la glutamina sintetasa y, ademas, aumentan los niveles de glutamina en
cerebro, lo que también puede ocasionar alteraciones en la funcién cerebral. La HA en cerebro
estd asociada a alteraciones cognitivas y motoras (Aguilar et al., 2000; Rodrigo et al., 2010;

Hernandez-Rabaza et al., 2016a y b)

Concretamente, la neuroinflamacion lleva a la activacidn de la microglia en el hipocampo

y al aumento de los niveles de diferentes interleuquinas (IL) proinflamatorias como la
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interleuquina 1 beta (IL-1B) y la interleuquina 6 (IL-6), del factor de necrosis tumoral (TNF-a), a
la vez que reduce la cantidad de IL antiinflamatorias como la interleuquina 10 (IL-10). En el caso
de TNF-a se ha podido demostrar que existe una correlacién entre los niveles séricos de este
factor y la gravedad de la EH (Odeh et al., 2004). Ademas, se ha visto que en pacientes de EHM
‘la IL-6 e la interleuquina 18 (IL-18) estdn aumentadas y que existe una correlacidn positiva entre

los niveles de estas interleuquinas y el deterioro cognitivo leve (Montoliu et al., 2009).

Sin embargo, puesto que en los casos en los que la barrera hematoencefalica no esta
dafiada las interleucinas no pueden atravesarla y alcanzar el cerebro, se ha propuesto que el
mecanismo por el cual se produce la neuroinflamacién estaria basado en sefiales producidas
durante la inflamacién que si serian capaces de llegar al cerebro. Estas sefiales serian las que
activarian a las células de la microglia que comenzarian a secretar citocinas pro-inflamatorias y

generarian en ultima instancia la neuroinflamacion.

Ademas, se ha demostrado que en modelos animales de HA crdnica sin fallo hepatico se
produce neuroinflamacion y que el tratamiento con antiinflamatorios no esteroideos (AINE)
como el ibuprofeno reduce la activacidon microglial y, consecuentemente, la neuroinflamacion
restaurando, el aprendizaje y las capacidades motoras en las ratas. Todo esto pone de manifiesto
que existen dos causas principales que generan EH: HA e inflamacién (Fig. 1), lo cual altera la
neurotransmision, provocando la afectacion cognitiva y motora de los pacientes con EH (Cauli

et al., 2007; Cauli et al., 2009).

Cabe sefialar también que las células que forman parte del sistema inmune en el cerebro
son sobre todo células gliales, microglia y astrocitos (Bentivoglio et al., 2010). La microglia son
los macréfagos residentes del Sistema Nervioso Central (SNC) y representan el principal
componente celular del sistema inmune innato (Bentivoglio et al., 2010) y tienen dos funciones
principales. Por un lado, tienen una funcién defensiva frente al dafio producido por agentes
dafiinos exdgenos; y, por otro lado, tienen una funcién reparadora frente al dafio producido por
el propio organismo. Ante estos estimulos, la microglia responde rapidamente secretando
citocinas o potenciando su capacidad fagocitica. El tipo de respuesta dependera del entorno en

que se encuentre y del area cerebral (Aloisi, 2001).

Por su parte, los astrocitos se encuentran rodeando capilares en el SNC y una de sus
funciones mas importantes es la de mantener un microentorno adecuado para la funcién de las

neuronas (Chung et al., 2010). No obstante, al igual que la microglia, participan en la respuesta



Trabajo Final de Master| INTRODUCCION

inmune del SNC frente a agresiones y cuando se activan, secretan citocinas y otros factores
inflamatorios implicados en la respuesta inmune y en la comunicacion intercelular (Farina et al.,

2007).

Sinergia

transmision

Figura 1. Factores desencadenantes de la EH. El fallo hepatico crénico da lugar a hiperamonemia e inflamacion
periférica y ambas actlan sinérgicamente en la induccion de alteraciones neuroldgicas en patologias hepaticas
crénicas. Se produce neuroinflamacion que altera la neurotransmisién y da lugar a problemas cognitivos y motores.

2. MODELO ANIMAL

Con el fin de avanzar en el estudio y la comprensidon de las causas de la EH, asi como en el
desarrollo de nuevas terapias, es crucial la utilizacién de modelos animales. No obstante, es
necesario que dichos modelos reproduzcan las caracteristicas propias, observada en pacientes,

de la enfermedad.

Actualmente, la International Society for Hepatic Encephalopathy and Nitrogen
Metabolism (ISHEN) postula que las ratas son el mejor y mas frecuente modelo a utilizar para el
estudio de la EH. Aunque es cierto que existen otros muchos modelos que han sido utilizado con

este fin.

Los principales modelos de EH crdnica son:

e Hiperamonemia crdnica sin fallo hepatico: este modelo fue creado a finales de
la década de los 80 por este mismo laboratorio y se basa en la inducciéon de HA

mediante el suministro de acetato de amonio en la dieta (25% p/p) (Felipo et al.



Trabajo Final de Master| INTRODUCCION

1988; Azorin et al. 1989). Este método permite duplicar los niveles de amonio tanto
a nivel tisular como en sangre de manera crdnica y reproducir las alteraciones
debidas Unicamente a la HA, es decir, da la posibilidad de discernir entre qué
efectos son debidos a la HA y cuales son producidos por el fallo hepatico. Este
modelo brinda la posibilidad de mantener un estado de HA crdénica en los animales
y estudiar tanto sus efectos a largo plazo a nivel cognitivo, de aprendizaje y a nivel
motor, como la eficacia de diferentes tratamientos.

e Anastomosis porta-cava (PCS): se trata de un modelo quirldrgico basado en
cortar la vena porta, principal aporte sanguineo del higado, y unirla a la vena cava.
Asi, la sangre procedente del intestino no pasa por el higado y, por tanto, la
capacidad de metabolizar las sustancias téxicas por este érgano se ve disminuida.
Las ratas PCS presentan HA, alteracién de los ritmos circadianos (Bengtsson et al.,
1986; Steindl et al., 1996) y del suefio (Hernandez-Viadel et al., 2003), asi como
alteraciones motoras como hipoquinesia (Rodrigo et al., 2007), y cognitivas como
disminucién de la memoria y la capacidad de aprendizaje (Rodrigo and Felipo,
2007).

e Ligadura biliar (BDL, Bile duct-ligation): consiste en obstruir el conducto biliar
mediante una o varias ligaduras, de manera que se imposibilita el flujo de la bilis al
intestino. Entre las alteraciones presentes en este modelo encontramos: fallo
hepatico, HA (Rodrigo et al., 2005), ictericia, hipertensién portal (Kountouras et al.,
1984) y fibrosis que da lugar a cirrosis. Aparecen también tanto alteraciones

cognitivas como motoras.

3. NEUROTRANSMISION Y EH

Una vez comentadas las principales causas de la EH, HA e inflamacién, muchos grupos se
han centrado en investigar los mecanismos que podrian dar lugar a los sintomas caracteristicos
de esta patologia. Como se ha comentado anteriormente, la glutamina sintetasa es la enzima
responsable de la detoxificacion del amonio. Este enzima esta presente Unicamente en
astrocitos y utiliza el amonio y el glutamato para formar glutamina, por lo que en un primer
momento se propuso que la acumulacidn de glutamina en astrocitos podria dar lugar a un
aumento de la presidon osmoética dando lugar a un edema citotdxico. No obstante, estudios

posteriores descartaron dicha hipoétesis (Felipo, 2013).
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La HA puede afectar a diferentes sistemas de neurotransmision (glutamatérgica,
gabaérgica, dopaminérgica, serotonérgica y colinérgica), lo que da lugar a alteraciones tanto de
la concentracién extracelular de neurotransmisores, como a la cantidad, expresiéon en
membrana y funciones de los receptores y transportadores de neurotransmisores y a las vias de
transduccion de sefiales asociadas a dichos receptores (Cauli et al., 2009; Monfort et al., 2002).
De esto podemos deducir que la EH no es consecuencia de cambios en un Unico sistema de
neurotransmisién, si no de diferentes sistemas de neurotransmisién que dan lugar a una
alteraciéon en la comunicacién de diferentes circuitos neuronales, que modulan la funcidn

cognitiva y motora.

El presente trabajo se centra en el estudio de la neurotransmisién glutamatérgica en un

modelo animal de EH.

3.1. NEUROTRANSMISION GLUTAMATERGICA

Las alteraciones en la neurotransmisidon glutamatérgica juegan un papel clave tanto en HA

cronica y aguda como en la EH.

El glutamato es el neurotransmisor excitatorio mds importante del SNC. Presente en la
mayor parte de neuronas excitatorias, el sistema glutamatérgico se piensa que esta presente en

mas de la mitad de las sinapsis cerebrales.

El glutamato es un aminoacido no esencial incapaz de atravesar la barrera
hematoencefalica, por lo que debe ser sintetizado por las neuronas a partir de su principal
precursor, la glutamina, liberada por las células gliales, gracias a la glutaminasa mitocondrial.
Una vez sintetizado, el glutamato es liberado al citoplasma donde se empaqueta en vesiculas
sindpticas y, finalmente, se libera a la hendidura sindptica en un proceso dependiente del ién

calcio.

Una vez liberado a la hendidura sindptica, el glutamato es eliminado mediante los
transportadores EAATs (excitatory amino acid transporters), que pueden ser de tres tipos:
GLAST y GLT-1, presentes en astrocitos, y EAAC1, presente en neuronas. Todos ellos juegan un
papel clave en la regulacion rapida de la neurotransmision glutamatérgica, aumentando su
expresion tras la activacion de los iGluRs (receptores de glutamato ionotrdpicos) (Waxman et

al., 2007).
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El exceso de glutamato liberado es captado por neuronas, que lo reciclan, y por astrocitos
gue mediante el enzima glutamina sintetasa lo convierten a glutamina que, a su vez, sera

transportada a las terminaciones nerviosas cerrandose de nuevo el ciclo (Fig. 2).

En cuanto a los receptores presentes en las neuronas postsinapticas, estos pueden ser de

dos tipos: metabotrdpicos e ionotrépicos.

Los receptores ionotrdpicos pueden subdividirse en tres categorias seglin su afinidad
hacia agonistas especificos: los receptores de N-metil-D-aspartato o NMDA, los receptores de
acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propidnico o AMPA y los receptores de kainato (KR).
Todos ellos estan constituidos por cuatro o cinco subunidades y actian como canales idnicos,
que se abren permitiendo el paso de iones Na* y Ca?* y la salida de iones K* al unirse el
neurotransmisor. De manera que producen respuestas excitatorias rapidas, traduciéndose la

sefial quimica en eléctrica en pocos milisegundos (Niciu et al., 2012).

Mientras, los receptores metabotrépicos ejercen su efecto mediante el reclutamiento y
la activacion de proteinas G triméricas que activan vias de transduccion de sefiales mediante la
activacion de segundos mensajeros, teniendo de este modo una funcién moduladora. Estos
receptores pueden dividirse en tres grandes grupos: los del grupo I, mGIluAl y mGIluA2; los del
grupo I, mGluA2 y mGIuA3; y los del grupo Ill, mGluA4, mGluA6, mGIuA7 y mGIuA8 (Niciu et al.,
2012).
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Figura 2. Ciclo glutamato-glutamina. El glutamato es liberado a la hendidura sindptica por la neurona presinaptica.
Para evitar la excesiva activacién de sus receptores ionotropicos (NMDA, AMPA, Kainato), el glutamato es
rapidamente eliminado de la hendidura sinaptica por transportadores de glutamato localizados tanto en los astrocitos
circundantes como en neuronas. Los astrocitos incorporan un grupo amonio al glutamato mediante la glutamina
sintetasa formando glutamina. Esta glutamina, liberada por el astrocito, es captada por las neuronas donde se
transforma en glutamato y en amonio por la accién de la glutaminasa. El glutamato se incorpora en vesiculas
sinapticas que seran liberadas de nuevo a la hendidura sindptica. Figura obtenida de Cabrera-Pastor, 2014.
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3.1.1. RECEPTORES NMDA

Los receptores NMDA se encuentran formando un canal idnico permeable a Ca?*, que est3
constituido por combinaciones de las subunidades GIuN1 (GIuN1A, GIuN1B, GIuN1C y GIuN1D),
GIuN2 (GIuN2A, GIuN2B, GIuN2C y GIuN2D) y GIuN3. Siendo la estructura mas comun un
heterodimero con dos subunidades GIuN1 y dos subunidades GIuN2. Para la activacion del
receptor, se requiere no sélo de la presencia de glutamina, sino también de glicina que actua
como co-agonista. Ademas, estos receptores son modulados por el catién Mg* extracelular,
siendo esta modulacién dependiente del potencial de membrana. El Mg* bloquea el canal y
cuando se produce una despolarizacidn de la membrana, este cation es expulsado y, por tanto,

se abre el canal (Purves et al. 2004).

Cabe sefalar que los receptores NMDA son indispensables para fendmenos de plasticidad

sindptica y, por tanto, para la memoria y el aprendizaje, dada su alta permeabilidad al Ca?*
3.1.2. RECEPTORES AMPA

Los receptores AMPA son los receptores postsindpticos excitatorios mas comunes en el
SNC y estan formados por 4 subunidades (GluA1l, GluA2, GluA3 y GluA4), que se combinan dos
a dos para formar tetrameros. La activacién de estos receptores permite la entrada de iones Na*
al interior de la neurona. Se sabe que existe una diferencia funcional entre las distintas
conformaciones seguln las subunidades que lo compongan. Asi, por ejemplo, los receptores
AMPA que no contienen la subunidad GluA2 son permeables no sélo a Na*, sino también a Ca?*
(Liu and Cull-Candy, 2005), lo cual es clave en fendmenos de plasticidad sindptica. Ademas, su
composicion también puede afectar a la afinidad, de manera que se pueden distinguir entre
receptores AMPA de alta o de baja afinidad; por ejemplo, los receptores permeables a Ca%* son
casi activos completamente a bajas concentraciones de AMPA (0.1 mM), mientras que aquellos

receptores impermeables a Ca?* tienen una menor afinidad (Cabrera-Pastor et al., 2012).

Aqui cabe mencionar que, pese a que algunas sinapsis estan constituidas Unicamente por
receptores AMPA o NMDA, la mayoria de ellas estdn formadas por combinaciones de ambos
tipos, de manera que la activacidn de los receptores AMPA puede ocasionar la despolarizacién
de la membrana y, por consiguiente, la activacion de los receptores NMDA (Xin et al., 2005;

Salonen et al., 2006; Cabrera-Pastor et al., 2012).

De todo esto podemos deducir que las alteraciones en la composicidn de los receptores

de membrana pueden afectar tanto a la respuesta como a la plasticidad sindptica, siendo esta
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ultima la base para el aprendizaje y la memoria, que se ve alterada en diferentes patologias

como pueden ser la epilepsia o el Alzheimer, adem3s de la EH.

3.2. ALTERACION DE LA NEUROTRANSMISION EN EH

La HA crénica puede afectar a todos los sistemas de neurotransmisién (glutamatérgica,
gabaérgica, dopaminérgica, serotonérgica y colinérgica); tanto a nivel de la concentracién
extracelular de neurotransmisores, como a la cantidad, expresién en membrana, fosforilaciény
funcién de los receptores de neurotransmisores y transportadores. Ademas, la HA también
puede afectar a la transduccién de sefal asociada a dichos receptores y transportadores y, por

tanto, a la plasticidad sinaptica (Felipo, 2013).

Ademas, Para la correcta expresién en membrana de receptores y transportadores es
necesario un balance entre diferentes mecanismos celulares: transcripcidn, niveles de mRNA,
traduccién, estabilidad de las proteinas, asi como un correcto ensamblaje y localizacién en la
membrana celular (Traynelis et al., 2010). Por ello, no es de extrafiar que la alteracion de estos
procesos pueda afectar a la expresion en membrana de receptores y transportadores de

neurotransmisores.

Numerosos estudios apoyan que las alteraciones observadas en EH se deben a
alteraciones en la neurotransmisién que, a su vez, originan alteraciones en la comunicacion
neuronal. Concretamente, estudios llevados a cabo mediante imagenes de resonancia
magnética funcional (IRMf) del cerebro en estado de reposo, muestran que los pacientes con
EHM presentan alteraciones en la conectividad de circuitos neuronales especificos, entre ellos
en el tdlamo, cortex y ganglios basales, lo que se correlaciona con las disfunciones
neurofisiolégicas observadas en estos pacientes (Zhang et al., 2012). De hecho, se ha visto que
por ejemplo estd alterada la expresion de diferentes subunidades de los receptores NMDA y
AMPA en el hipocampo de modelos animales de HA crénica (Cabrera-Pastor et al., 2015; Taoro-

Gonzalez et al., 2018).

4. PAPEL DEL HIPOCAMPO EN LA MEMORIA Y EL
APRENDIZAIJE

El aprendizaje hace referencia al proceso de adquisicién de conocimientos, habilidades o
actitudes mediante la experiencia o la educacidn, que da lugar a un cambio persistente,

cuantificable y especifico en el comportamiento de un individuo. Mientras, la memoria abarca

10
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todos los procesos que posibilitan tanto el registro, como la codificacion, consolidacion,
almacenamiento y recuperacién de la informacion (Kandel, 2000). No obstante, aprendizaje y
memoria pueden considerarse dos procesos relacionados que podrian definirse como dos pasos
subsiguientes a la adquisicién y elaboracion de la informacién proporcionada por el medio
ambiente a través de los sentidos. Cabe sefalar que el aprendizaje implica siempre una forma
de adquisicion de informacién y, por lo tanto, una modificacién del estado de la memoria del

sujeto (Kandel, 2000).

En funcidn de su duracién, la memoria puede dividirse en dos subtipos: memoria a corto
plazo (STM, short-term memory) y memoria a largo plazo (LTM, long-term memory). La STM se
asocia con la retencién durante segundos o minutos; mientras, la LTM permite almacenar

grandes cantidades de informacion durante un tiempo en principio ilimitado.
Otra forma de clasificar la memoria es en (Soriano, 2007):

e Memoria declarativa (explicita) que hace referencia al conocimiento de hechos
(conocimiento general sobre el mundo) y acontecimientos (personas, lugares,
cosas) y lo que significan. Esta memoria se recuerda de manera consciente, es
flexible e implica asociacién de informaciones. Esta a su vez se subdivide en:
- Memoria episddica: incluye eventos experimentados personalmente y
depende de la capacidad de cada individuo para recordar el contexto temporal
y espacial en que se produjo.
- Memoria semantica: incluye el conocimiento de estos hechos
independientes del contexto en el que se aprendieron.
e Memoria no declarativa (implicita) consiste en informacién sobre como llevar
algo a cabo. Se recuerda de forma inconsciente, es rigida y se encuentra vinculada
a las condiciones en las que se produjo el aprendizaje. Por norma general requiere

repeticidn y practica y se olvida con mayor facilidad.

Estos dos tipos de memoria implican diferentes sistemas neuronales. Por su parte, la
memoria declarativa depende fundamentalmente de su formacién hipocampo, aunque también
estan implicadas otras areas como la corteza o el lébulo temporal medial. Mientras, la no
declarativa no depende del hipocampo, sino del estriado y de la memoria emocional de la

amigdala.

11
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El hipocampo es uno de los centros cerebrales del aprendizaje y la memoria junto con el
cortex prefrontal, el estriado o el cerebelo (Soriano, 2007). Numerosos investigadores han
podido observar cdmo la memoria se ve afectada tras dafios bilaterales del |6bulo temporal
medial y durante el dafo selectivo del hipocampo. Los pacientes que presentan tal tipo de dafios
experimentan dificultad para adquirir nuevos recuerdos conscientemente (es decir, explicitos),
mientras que la STM, el aprendizaje procedimental y algunos recuerdos remotos que se
adquirieron mucho antes de la lesién se conservan. Estas observaciones, combinadas con los
resultados obtenidos de modelos animales de amnesia, han llevado a la Teoria Declarativa de la

funcién del hipocampo (Bird and Burgess, 2008).

Ademas, el hipocampo también estd implicado en la formacidn y consolidacién de la

memoria espacial.

En cuanto a la estructura y organizacion de la memoria, se sabe que cualquier tipo de
aprendizaje y memoria depende de una red neuronal especifica. No obstante, los circuitos

involucrados se encuentran interconectados (Kandel, 2000).

El hipocampo es una regién cerebral del sistema limbico, que se curva a lo largo del
ventriculo lateral, y que es clave para el establecimiento de ciertos tipos memorias, como las
memorias episddicas y espaciales (Deng et al., 2010). En él podemos encontrar diferentes
regiones: giro dentado, complejo subicular e hipocampo propiamente dicho o “Cuerno de
Ammon” que, a su vez, puede subdividirse en las regiones CA1, CA2 y CA3. Si bien existen en él
neuronas no piramidales, las cuales se distribuyen en diferentes capas; el principal tipo celular

presente en el hipocampo son las neuronas piramidales.

La plasticidad sindptica, base de la memoria y el aprendizaje, esta constituida por dos
fendmenos: potenciacién a largo plazo (LTP, long-term potentiation) y la depresién a largo plazo
(LDP, long-term depression). La LTP consiste en un aumento persistente (en el tiempo) del
componente excitatorio de la respuesta sindptica, lo que produce un aumento de la eficacia
sindptica que perdura en el tiempo. Este fendmeno es considerado como la base de algunas
formas de aprendizaje y memoria. De hecho, en numerosos estudios se han observado cambios
en la plasticidad sindptica en diferentes tipos de memoria que dependen de circuitos neuronales

tanto del hipocampo como de la amigdala (Martin et al., 2000; Sigurdsson et al., 2007).

Cuando los animales de laboratorio son sometidos a un aprendizaje se ha demostrado

que se induce LTP en el hipocampo (Moser et al., 1994); es mas, existe una correlacion

12
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significativa entre la magnitud de los potenciales postsinapticos excitatorios (EPSPs) y la

capacidad de aprendizaje de una tarea de memoria espacial (Barnes et al., 1996).

En el caso de EHM, diferentes estudios han puesto de manifiesto que modelos animales
de EHM tienen una menor capacidad de aprendizaje espacial. Al parecer, en EHM se produce un
deterioro de la LTP debido a una menor expresion y activacion de los receptores AMPA y NMDA,

implicados en tal proceso (Monfort et al., 2007).

Ademas, se ha visto que lesiones del hipocampo, tanto en primates como en humanos,
dificultan el almacenamiento inicial de ciertas formas de LTM (Squire and Zola-Morgan, 1991).
En monos con disfuncion del sistema septo-hipocampal inducida por lesiones excitotdxicas en
la regién CA1 del hipocampo se observa una disminucién de la capacidad de aprendizaje de

tareas que requieren discriminacion condicional (Ridley and Baker, 1997).

Existen distintas teorias que tratan de explicar el papel del hipocampo en la memoria, y
todas ellas coinciden en que el hipocampo es requerido para formar relaciones entre estimulos
ambientales. Sin embargo, estas teorias divergen en la funcidon que desempefia el hipocampo
en la LTM. La primera de las teorias sugiere que las memorias se generan en el hipocampo, y
que durante la consolidacién es transferida al neocértex donde son almacenadas y se pueden
recuperar. Mientras, la segunda teoria propone que el drea hipocampal funciona como un area
generadora de memorias, pero con la diferencia de que, en esta teoria, la LTM no se transferiria
de forma total al neocdrtex, sino que ciertos recuerdos episddicos se quedan almacenados

Unicamente en el hipocampo (Koehl and Abrous, 2011).

Sea como sea, el hipocampo juega un papel crucial en la modulacién tanto del
aprendizaje, como de la memoria espacial. A continuacién, se describe uno de los test mas

usados para evaluar el aprendizaje y la memoria espacial.

4.1. TEST DE MEMORIA Y APRENDIZAJE ESPACIAL EN MODELOS
ANIMALES: LABERINTO RADIAL

Tanto para humanos como para el resto de los animales tener una buena orientacion
espacial es clave para la supervivencia, ya que numerosas conductas, como aquellas alimenticias
o reproductivas, dependen en buena medida del conocimiento acerca del entorno que les rodea.
El animal debe usar una determinada estrategia de navegacion, ya sea innata o adquirida. Se

puede definir la navegacion espacial como una conducta compleja orientada a una meta que

13
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requiere como minimo conocer el lugar en el que el animal esta y el lugar a donde quiere ir. Este
conocimiento requiere la codificacién de informacién multimodal concerniente a la posicién del
cuerpo en relacidn con el entorno (Wang and Spelke, 2002). A esta capacidad de los animales
de emplear distintas estrategias de navegacidon para encontrar un lugar en un entorno
previamente visitado se le denomina aprendizaje espacial. Por otra parte, entendemos la
memoria espacial como la habilidad para codificar, almacenar y recuperar informacion

aprendida sobre las localizaciones espaciales (Kessels et al., 2001).

Con el fin de estudiar los mecanismos que regulan los distintos tipos de aprendizaje y
memoria, asi como evaluar los cambios de comportamiento inducidos por una situacién
patoldgica, alteraciones genéticas, un tratamiento dado, o activacién/desactivacion de
receptores especificos, entre otros estudios, se usan tests de aprendizaje y memoria espacial.
En este caso se realizara el test del laberinto radial de ocho brazos, cuya ejecucién precisa de
memoria espacial y es sensible a los dafios producidos en el hipocampo (Hudon et al., 2002). El
animal, en sucesivos ensayos, debe explorar el ambiente que le rodea y aprender en que brazo
del laberinto estd localizada la comida (ver procedimiento en Material y Métodos, apartado 3.3.
Test de aprendizaje y memoria: laberinto radial de 8 brazos, pagina XX). Este test permite
evaluar dos tipos de memoria: la memoria de referencia, que se considera disminuida cuando el
roedor no sélo visita los brazos en los que cree que habra comida, y la memoria de trabajo, que

se evalla negativamente si el roedor entra mas de una vez en cada brazo.

Como se ha comentado anteriormente, los modelos de rata de EH reproducen las
alteraciones cognitivas observadas en pacientes con EH y presentan una reduccién de la
memoria y aprendizaje espacial (Monfort et al., 2007; Hernandez-Rabaza et al., 2015), asi como
una reduccién del aprendizaje discriminatorio en el Y-maze (Erceg et al., 2005; Cauli et al., 2007).
Ademas, estas alteraciones pueden observarse con otros test como el laberinto radial de 8
brazos y el laberinto acuatico de Morris (Hernandez-Rabaza et al., 2015); de hecho, la alteracion
del aprendizaje espacial en estos laberintos parece estar debida a la presencia de
neuroinflamaciéon en el hipocampo, que lleva, a su vez, a la alteracidn de la expresion en
membrana de receptores NMDA y AMPA (Hernandez-Rabaza et al., 2015; Hernandez-Rabaza et
al., 2016).

Por todo ello, partiendo del hecho de que ratas con HA crénica presentan, al igual que
pacientes cirréticos, alteraciones cognitivas, las cuales incluyen alteraciones en la memoria y

aprendizaje espacial; se evaluard mediante el test del laberinto radial tanto el aprendizaje y la
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memoria espacial, como la memoria de trabajo. Numerosos estudios han demostrado que en
modelos de EHM se producen alteraciones tanto del aprendizaje como de la memoria espacial

(Méndez et al., 2008; Cabrera-Pastor et al., 2016).

5. NEUROINFLAMACION: IL-1B

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular secretadas por diferentes tipos
celulares, con una vida media corta, que tienen un efecto en la sefializacién y comunicacién
celular. Estas moléculas pueden tener efecto: autocrino, paracrino y endocrino y estan
implicadas en diversas funciones como la apoptosis, la secrecidn y la migracién y diferenciacién

celular.

La Interleucina-1 a (IL-1a) y la IL-1B son citocinas proinflamatorias con efectos pleitrépicos
en gran variedad de tipos celulares y que, ademas, juegan un papel clave tanto en la inflamacion
aguda y crénica, como en diferentes desordenes autoinmunes. Estas interleucinas tienen dos
receptores, los receptores de tipo 1 (IL-1Rl) y los de tipo 2 (IL-1Rll); el receptor IL-1RI, estd
implicado en la sefializacidn celular, mientras que el IL-RIl no conduce a sefializacidn celular, sino
que inhibe la acciéon de sus ligandos (Ren and Torres, 2009). Esta familia esta formada por siete
ligandos agonistas: IL-1a, IL-1B, IL-18, interleuquina 33 (IL-33), interleuquina 36, alfa, beta y
gamma (IL-36q, IL-36B e IL-36Y); y por cuatro antagonistas: IL-1Ra (antagonista del receptor de
la IL-1), IL-36Ra (antagonista del receptor de la IL-36), interleuquina 37 (IL-37) e interleuquina
38 (IL-38). Los receptores presentan un dominio Toll-like receptor en la cara citoplasmatica que
se encarga de transmitir la sefal hacia el interior celular. Sin embargo, existen cuatro

subunidades de union a ligando y tres subunidades sefializadoras (Tsutsui et al. 2015).

En este caso nos centraremos en la interleucina-1 B (IL-1B). Esta interleucina tiene
importantes funciones homeostaticas como la regulacidn de la alimentacién, del suefio y de la
temperatura. Sin embargo, la sobreproduccién de IL-1B esta implicada en cambios fisioldgicos
que aparecen en diferentes patologias como la artritis reumatoide, la osteoartritis,
enfermedades vasculares, la esclerosis multiple, la enfermedad de Alzheimer o el dolor
neuropatico. La IL-1B puede ser secretada por queratinocitos, fibroblastos, células sinoviales,
neuronas, células inmunolégicas como mastocitos y macrofagos y por células gliales como las

células de Schwann, células de la microglia y astrocitos (Ren y Torres, 2009).

En cuanto a la producciéon de IL-1B puede inducirse por la presencia de patdogenos, pero

también en ausencia de ellos, lo que se denomina inflamacidn estéril. No obstante, esta
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citoquina se sintetiza en una forma inactiva denominada pro-IL-13; de manera que requiere de
procesamiento postraduccional para su activacion. Esta activacion puede ser intracelular (en el
inflamasoma de algunas células del sistema inmunolégico) o extracelular (por diferentes
enzimas liberadas por neutrdfilos, células dendriticas y macréfagos). Ademas, cabe sefialar que
IL-1B permanece en el interior celular hasta que aparecen los estimulos apropiados para su

liberacion (Tsutsui et al. 2015).

En cuanto al SNC, la IL-1B se encuentra en condiciones basales, lo que sugiere que tiene
una funcidn fisioldgica normal. La IL-1B parece jugar un papel clave en la memoria, en la
regulaciéon de la temperatura, del suefio, de los ritmos circadianos y de la ingesta de comida.
Ademas, si bien se sabe que la IL-1B y sus receptores estan distribuidos por todo el cerebro,
presentan una mayor densidad en el hipocampo, una regién clave para la consolidacion de
memorias, el aprendizaje espacial y la integracién neuroendocrina (Farrar et al., 1987; Parnet et

al., 1994; Rothwell and Hopkins, 1995).

En el caso de la EH, Lai et al. 2018 demostraron en cultivos neuronales que la exposicion
a IL-1PB reduce la fosforilacidn en el resido Ser831 y, por consiguiente, la expresion en membrana
de la subunidad GIuAl del receptor AMPA en neuronas del hipocampo, lo cual fue revertido
mediante el tratamiento con IL-1Ra, un antagonista competitivo enddgeno de la IL-1, que se une
a la superficie de los receptores de IL-1. Asimismo, Machado et al. observaron que la IL-1B
reduce la fosforilacion de la subunidad GIuAl en los residuos Ser831 y Ser845 y que la

administracién intrahipocampal de IL-1B induce una disminucién de la expresion total de GluA1l.

En cuanto a la LTP, que es un aumento duradero de la transmisidn sinaptica clave parala
consolidacion de memoria en el hipocampo (Diamond et al., 2005), se ha visto que conduce a
una mayor expresion del gen de la IL-1B (Schneider et al., 1998). Ademas, varios estudios han
demostrado que el tratamiento con IL-1B inhibe la LTP (Bellinger et al., 1993, Cunningham et al.,
1996, Katsuki et al., 1990). Estos resultados sugieren que la IL-1B esta jugando un papel clave en
el aprendizaje y la memoria en el hipocampo. Sin embargo, los mecanismos por los que la IL-18
regula la LTP y la plasticidad todavia siguen sin esclarecerse. Puesto que los receptores AMPA
son claves en la mejora de la transmisidn sindptica que se produce durante la LTP son un
candidato clave sobre el cual podria estar ejerciendo sus efectos la IL-1B (Lai et al., 2006).
Probablemente, modulando bien la expresion en membrana de las diferentes subunidades o

bien a nivel de modificaciones postraduccionales, como por ejemplo la fosforilacion.
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Recientemente se ha propuesto que el deterioro del aprendizaje espacial y la memoria en
ratas con EH se debe a los mayores niveles de IL-1B en el hipocampo (Hernandez-Rabaza et al.,
2015). Ademas, se ha demostrado que tanto las ratas con EH como las ratas HA (sin insuficiencia
hepatica) muestran neuroinflamacién, con niveles aumentados de IL-1B y otros marcadores
proinflamatorios, y que, ademas, presentan una alteracién de la expresién en membrana de las
subunidades de las subunidades de los receptores AMPA y NMDA en el hipocampo (Taoro-

Gonzalez et al., 2018).
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HIPOTESIS

La EH estd causada por la accidon sinérgica de dos factores, HA e inflamacidn, los cuales
inducen neuroinflamacién y alteran la neurotransmisidon glutamatérgica y la expresién en
membrana de los receptores AMPA y NMDA. Ademds, se sabe que los niveles de IL-1 se
encuentran aumentados en el hipocampo en EH, lo que produce un ambiente inflamatorio

(Hernandez-Rabaza et al., 2015; Dadsetan et al., 2016; Hernandez-Rabaza et al., 2016).

Por todo ello, nuestra hipétesis es que la IL-1p es un mediador clave para desencadenar
la neuroinflamacidn observada en EH en hipocampo y, por tanto, debe estar jugando un papel
fundamental en la alteracidn de la neurotransmision, lo que conduciria a las alteraciones
observadas en el aprendizaje y memoria espacial en modelos animales de EH. El tratamiento

con un antagonista del receptor IL-1, IL-1Ra, podria revertir tales alteraciones.
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OBIJETIVOS

El principal objetivo del presente trabajo es estudiar el papel de la IL-18 sobre Ia
neuroinflamacidn, la alteracidn de la neurotransmisién y la capacidad de aprendizaje y memoria

espacial en un modelo animal de HA crénica.

Los objetivos concretos son:

e Analizar la neuroinflamacién en el hipocampo de ratas hiperamonémicas: la activacion
de microglia y astrocitos
e Estudiar el efecto del tratamiento con el antagonista del receptor de IL-1, IL-1Ra, sobre
la activacién de microglia y astrocitos en ratas control y con HA crénica
e Dilucidar el papel de la IL-1B en la alteracién de neurotransmisidn, analizando para ello
la expresion en membrana de diferentes subunidades de los receptores AMPA (GIuAly
GluA2) y NMDA (GluN1 y GIuN2A) en cortes de hipocampo ex vivo:
o De ratas con HA crénica
o Tras el tratamiento crdnico con IL-1Ra en ratas control y con HA crdénica
e Analizar el indice de aprendizaje, la memoria de referencia espacial y la memoria de
trabajo en:
o Ratas con HA crédnica

o Tras el tratamiento crdnico con IL-1Ra en ratas control y con HA crénica
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MATERIAL Y METODOS

1. MODELO ANIMAL

Como modelo animal se han utilizado ratas Wistar (120-140 g, Charles River
Laboratories), especificamente el modelo de HA crénica sin fallo hepatico disefiado por este
laboratorio (Felipo et al., 1988; Azorin et al, 1989). Para ello, las ratas se alimentaron con dieta
rica en amonio (25% acetato de amonio p/p) durante un periodo minimo de tres semanas, lo
gue conduce a un aumento de los niveles de amonio del 41% en cerebro, del 37% en higado y
del 51% en musculo y a la duplicacion de la cantidad de amonio en sangre. Todo ello permite

simular las condiciones presentes en los pacientes con patologias hepaticas crénicas.

Por otro lado, como control se utilizaron ratas de la misma cepa, pero a éstas se les

suministré una dieta estandar.

Los procedimientos con animales fueron supervisados y aprobados por el Centro de
Investigacion Principe Felipe y siguiendo la normativa del European Communities Council

Directive (86/609/EEC).

2. PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Se implantaron minibombas osméticas con canula para infusién cerebral (“ALZET”. Brain
infusion KIT Il 3-5 mm. Mini-Osmotic pumps model 2004. ALZA Corporation, Palo Alto, CA, USA)
en ratas tras dos semanas de dieta rica en amonio. Las minibombas osméticas se rellenaron
previamente con vehiculo (suero salino) o con el antagonista del receptor de IL-1, IL-1Ra (R&D
Systems; cat# 1545-RA-025) a una concentracion de 55 pg/ml. Estas minibombas osméticas

tienen una capacidad de 220 uL y liberan 0.25 uL/hora durante 28 dias.
Se utilizaron 4 grupos de ratas:

e Ratas control a las que se implantaron minibombas osmdticas con vehiculo (C-
veh).

e Ratas control a las que se implantaron minibombas osméticas con IL-1Ra (C-
IL1Ra).

e Ratas hiperamonémicas a las que se implantaron minibombas osméticas con

vehiculo (HA-veh).
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e Ratas hiperamonémicas a las que se implantaron minibombas osméticas con IL-

1Ra (HA-IL1Ra).

Tras 28 dias desde la implantacion de las minibombas osméticas se sacrificaron las ratas
mediante decapitacion. La funcionalidad de las bombas se verificd pesandolas antes de
colocarlas y después del sacrificio. Después del sacrificio, se analizé la neuroinflamacién y la

expresion en membrana de distintos receptores (Fig. 3).

| i | ) 3 | 4 | & ] i | Semanas
Dieta Minibombas sacrificio
rica en osmoticas
amonio

Figura 3. Esquema temporal del disefio experimental. En |la primera semana comienza a suministrarse la dieta rica
en amonio que continda hasta el momento del sacrificio. La implantacidon de minibombas osmaticas para la liberacion
crénica de IL-1Ra o vehiculo se realiza entre la segunda y la tercera semana. Durante la quinta semana se realiza el
test del laberinto radial de ocho brazos. Finalmente, durante la sexta semana se procede al sacrificio de los animales
y al analisis en el hipocampo de la neuroinflamacién y de la expresién en membrana de los receptores glutamatérgicos
AMPA y NMDA.

3. TEST DE APRENDIZAJE Y MEMORIA: LABERINTO RADIAL
DE 8 BRAZOS

El laberinto radial permite estudiar tanto la memoria de referencia como la memoria de
trabajo y el aprendizaje espacila. Para ello consta de ocho brazos equidistantes, con una longitud
de 70 cm y una anchura de 10 cm, colocados radialmente en torno a un area central circular de
unos 30 cm de didmetro. Cada uno de estos brazos presenta paredes laterales cuya altura es

superior en el extremo préximo al area central (30 cm) que en el extremo distal (5 cm) (Fig. 4).

Figura 4. Laberinto radial de 8 brazos.
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A las ratas se les reduce la ingesta de comida cuatro dias antes de realizar el test (que se
realiza 5 semanas después de comenzar la dieta y, por tanto, dos semanas después de la
implantacién de las minibombas osmaticas) y se mantienen con una dieta restrictiva durante
todo el periodo en que se vaya a realizar el test. En la sesién de habituacién los animales se
introducen en parejas y se les suministra comida a lo largo de todo el laberinto. Una vez hecho
esto, el test se realiza durante 6 dias con 5 ensayos por dia. Se coloca la comida en 4 de los 8
comederos que tiene el laberinto: en 2 brazos consecutivos (por ejemplo, enel 5y en el 6) y en
otros 2 brazos no consecutivos (por ejemplo, en el 3 y en el 8). Siendo siempre la configuracion
de los brazos con o sin comida diferente para cada animal. Se espera que la rata se coma todas
las bolitas de leche, siempre dando un tiempo maximo de 3 minutos. Aqui cabe sefialar que en
caso de que alguna de las ratas permanezca inmovil durante un par de dias seguidos se elimina

del estudio.

Como se ha comentado, al final de cada brazo puede colocarse comida sin que ésta sea
visible desde el centro del laberinto. Asi, con este test se analizan: los errores de referencia
espacial, que son el nUmero de veces que entra la rata en un brazo sin comida; los errores de
memoria de trabajo, que son el nUmero de veces que entra en un brazo que ya ha visitado
durante ese mismo ensayo; y el nimero de aciertos en cada ensayo, que corresponde al nimero
de entradas en los brazos que tienen comida. Ademas, se calculé el indice de aprendizaje, que

es la diferencia entre el nimero de aciertos de cada ensayo y el nimero de errores de referencia.

4. ANALISIS DE LA NEUROINFLAMACION

Las ratas fueron anestesiadas con 1 ml/kg de pentobarbital sédico intraperitoneal y se
perfundieron por via intracardiaca con suero salino heparinizado (NaCl 0.9%, 0.01% Heparina)
para eliminar la sangre. Se fijaron los tejidos mediante perfusién con 500 ml de
paraformaldehido al 4% en tampdn fosfato (PB) 0.1 M (NazHPO4 100 mM, NaH,PO4 25 mM) (pH
7,4) a temperatura ambiente. A continuacién, se extrajo el encéfalo cuidadosamente y se
mantuvo inmerso durante un periodo no superior a 24 horas y a 4 °C en la misma soluciéon

fijadora.

Tras las 24h de post-fijacidn, las muestras se pusieron en cassettes de histologia y se
procesaron para su inclusidn en parafina utilizando el procesador de tejidos ASP 300 de Leica
Microsystems. Los pasos fueron: 60 minutos en formalina, 45 minutos en EtOH 70%, 45 minutos
en EtOH 90%, 4 cambios (45” + 3x60”) en EtOH 100%, 3 cambios (45, 60 y 75”) en xileno, y otros
3 en parafina (Histowax, MP 56-58 °C) de 60 min.
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Una vez hecho todo esto, el cerebro entero se incluyé en parafina y se cortaron secciones

horizontales de 5um utilizando un micrétomo.

Se incubaron los cortes 1 hora a 62 °C para desparafinar las muestras. A continuacion, se
realizd la recuperacidn antigénica (FLEX TRS High), ya que durante el proceso de inclusién en
parafina se forman enlaces covalentes con los antigenos que dificultan el reconocimiento por el
anticuerpo, y a través de un tratamiento con calor (95 °C), se disocian dichos enlaces, lo que

permite conseguir un mejor reconocimiento antigénico.

Las secciones se procesaron con el kit Envision Flex + (DAKO) para bloquear la peroxidasa
enddgena durante 5 minutos. A continuacidn, los cortes se lavaron con tampdn fosfato (PB) 0.1
M + 0.9% NaCl + 0,1% Triton-x100 y se incubaron con el anticuerpo primario diluido en solucién
de bloqueo (Tabla 1) y, nuevamente, con el fin de eliminar el anticuerpo primario residual, se
volvieron a lavar los cortes con el mismo tampén. Una vez hecho esto los cortes se incubaron
con el anticuerpo secundario biotinilado (conjugado con la peroxidasa) (listo para usar, DAKO)
durante 20 minutos. Cabe sefialar que este anticuerpo presenta un sistema de revelado basado
en Horseradish Peroxidase (HRP) capaz de reaccionar con un sustrato colorimétrico,
diaminobenzidina (DAB). Las posibles uniones no especificas de los anticuerpos primarios y
secundarios se previnieron mediante la incubacién de los cortes en la solucidon de bloqueo
compuesta por suero de la especie animal en el que se habia producido el anticuerpo secundario
al 6% en PBS-Tx durante 1 hora. Para el revelado se incubaron los cortes con Envision
Flex+horseradish peroxidase durante 20 minutos y, finalmente, con DAB (diaminobencidina)
durante 10 minutos. Una una vez transcurrido este tiempo, se contratifieron los nucleos con
hematoxilina (DAKO, S3309). Finalmente, para la deshidratacion de los cortes, se usaron
concentraciones crecientes de alcoholes: 50%, 70%, 96% y 100% durante 5, 5, 5 y 10 minutos
respectivamente. Tras la deshidratacidon, los cortes se mantuvieron en xileno durante 10

minutos y finalmente se montaron las preparaciones.

Tabla 1. Anticuerpos primarios usados para la inmunohistoquimica.

Anticuerpo 12 Casa comercial - Aplicacion Dilucién Tiempo
Catalogo (min)
Anti-lbal (Wako, 019-19741) IHQ 1:300 30
Anti-GFAP (DAKO, IR524) IHQ 1:1 (Ready to use) 20

Una vez secas las preparaciones, se escanearon con el escaner Pannoramic 250

(Automatic Brightfield Scan) y las imagenes fueron analizadas con el programa Pannoramic

23



Trabajo Final de Master| MATERIAL Y METODOS

Viewer, que permite realizar fotos a distintos aumentos (1X, 5X, 10X, 20X, 40X y 56X) de las

regiones de interés. En este caso, todas las imdgenes fueron tomadas con el objetivo de 56X.

Contamos con un total de cuatro animales por grupo (siendo los grupos: contro-vehiculo,
control-IL1Ra, hiperamonémica-vehiculo e hiperamonémicas-IL1Ra) y se obtuvieron como

minimo ocho fotos a 56X del hipocampo de cada uno de los animales.

Finalmente, con el programa de andlisis de imagen ImageJ, se analizé la activacion de

microglia y astrocitos.

4.1. ACTIVACION DE LA MICROGLIA

Para analizar la activacidn de microglia, se cuantificé el drea y perimetro de las células
marcadas con Ibal, para diferenciar la morfologia de la microglia activada y en estado de
reposo. La neuroinflamacién produce activacion microglial, la cual se caracteriza por una
morfologia ameboide, a diferencia de la microglia en estado de reposo que presenta una mayor
ramificacion. Se hicieron un minimo de 8 fotos (56X) y las imagenes fueron analizadas con el
programa de analisis de imagen Image J. Los resultados se expresaron como perimetro de

las células tefidas con Ibal.

4.2. ACTIVACION DE ASTROCITOS

Para el andlisis de la activacidn de astrocitos se cuantifico la expresién de GFAP, ya que la
activacion de este tipo celular también lleva a cambios morfoldgicos, pero que en este caso se
caracterizan por aumentar el area de las células. Las imdgenes fueron analizadas con el
programa de andlisis de imagen Image J. Los resultados se expresaron como porcentaje del drea

total tefiida por GFAP.

5. EXPRESION EN MEMBRANA DE RECEPTORES

5.1. OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Las ratas fueron sacrificadas mediante decapitacion y se extrajo el hipocampo. Este fue
rapidamente sumergido en recipientes con disolucion Krebs (en mM: NaCl 119, KCI 2.5, KH,PO,
1, NaHCOs; 26.2, CaCl; 2.5 y glucosa 11, pH 7.4), enfriado en hielo y burbujeando en carbdgeno
(95% 02 y 5% de CO,), con el fin de mantener el tejido fresco y oxigenado. A continuacion, se
hicieron cortes transversales de 400 um de los hipocampos mediante una guillotina Chopper.

Durante todo el proceso el tejido se mantuvo en disolucién Krebs y burbujeando en carbégeno.
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A continuacidn, los cortes de cada una de las muestras (Control vehiculo, Control IL-1Ra,
Hiperamonémica vehiculo e Hiperamonémica IL-1Ra), se repartieron equitativamente en dos
viales, conteniendo Krebs y BS® (Bis[sulfosuccinimidyl] suberate) (Pierce, Rockford, IL) disuelto
en Krebs, 2 mM respectivamente, y se incubaron en agitacién durante 30 minutos a 4 °C. El BS®
es un crosslinker no permeable que agrega las proteinas de membrana a través de lisinas o del
extremo amino terminal de forma estable, por lo que, en la electroforesis, estos agregados de
gran tamafio serdn incapaces de migrar, de manera que se puede conocer la expresion en
membrana de diferentes subunidades de receptores por diferencia entre las bandas obtenidas
sin'y con BS? (Fig. 5). Para detener la reaccidn del crosslinker antes de homogeneizar en tampdn
(Tris-HCl 66 mM pH 7.4, SDS 1%, EGTA 1 mM, Glicerol 10%, Leupeptina 0.2 mg/mL, NaF 1 mM,
Na orto-vanadato 1 mM), ya que se quiere que agreguen las proteinas de membrana, se afade
a cada uno de los viales glicina 100mM en Krebs (relaciéon volumen/volumen muestra 1:1) y se

deja incubar durante 10 minutos en agitaciény a 4 °C.

- Non- + Non-
Xlinked Xiinked Xlinked  Xlinked

100KD G (. N -

75kD

250 kD

150 kD

50 kD

Figura 5. Imagen western blot de muestras tratadas con y sin BS3. Los pocillos impares (1 y 3, Xlinked) han sido
tratados con BS? y pueden verse en la parte superior los agregados proteicos. Mientras, los pocillos pares (2 y 4, non-
Xlinked) no han sido tratados con BS3 (sélo con Krebs), de manera que la banda presente a 100kD corresponde al total
de proteinas presentes (tanto de membrana como citoplasmaticas). La diferencia entre la intensidad de banda de las
muestras sin BS3 (proteina total) y con BS? (proteina citoplasmatica) nos da la cantidad de proteina de membrana.
Figura obtenida de Boudreau et al. (2005).

5.2. DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE PROTEINA

La cantidad de proteina en cada una de las muestras se determind mediante el método
colorimétrico basado en el acido bicinconinico (BCA Protein Assay Kit, Thermo). Para ello se
colocaron una curva patrén con BSA (Albumina de Suero Bovino) y las muestras por duplicado
Y, una vez preparada la placa con las muestras y la curva patrdn, se afiadieron los reactivos

Pierce® BSA Protein Assay Reagents A y B y se incubd la placa durante 30 minutas a 37 °C.

25



Trabajo Final de Master| MATERIAL Y METODOS

Finalmente, se midio la absorbancia a 570 nm para interpolar la concentracion de proteina en

cada muestra respecto de la curva patrén de BSA.

5.3. ANALISIS DEL CONTENIDO DE PROTEINAS TOTAL Y DE
MEMBRANA MEDIANTE WESTERN BLOT

La técnica empleada para el estudio de la expresién en membrana de los receptores

NMDA y AMPA fue el western blot.

Esta técnica se basa en la separacién de proteinas mediante electroforesis en un gel de
poliacrilamida, en este caso al 8%, con SDS (Dodecilsulfato sddico). Las muestras se diluyeron
(1:1) en tampdn de carga 2x (Tris-HCI 0.5 M a pH 6.8, Glicerol 5%, SDS 10%, 2-Mercaptoetanol
2.5%, Bromofenol 1%) y se hirvieron a 100 °C durante 5 minutos en un termobloque. La cantidad

de proteina por muestra vario segun la proteina a analizar.

En los geles de poliacrilamida se obtienen dos partes: una parte superior denominada
stacking (Tris Base 0.125 M, 0,1% SDS a pH 6.8, Acrilamida 3.9%, Bisacrilamida 0.015%, APS
0,04% y TEMED), que permite la concentracion de cada una de las muestras en bandas y una
parte inferior, separating (Tris Base 0.4 M, 0.1% SDS, pH a 8.8, Acrilamida 8 %, Bisacrilamida
0.2%, APS 0.04% y TEMED), que separa cada una de las proteinas en funcidn de su masa
molecular relativa. La electroforesis se llevd a cabo utilizando geles de 20 o 25 pocillos, en
funcién del nimero de muestras, usando tampdn “running” (Tris Base 0.3%, 0.02% SDS, Glicina

1.5%) y un amperaje constante de 10 mA por gel overnight.

Una vez finalizada la electroforesis, se realizd la transferencia, que consiste en pasar las
proteinas a una membrana PVDF (activada previamente con metanol), utilizando tampén de
transferencia (Tris Base 0.025 M, Glicina 0.05 M) durante 5 horas a una intensidad de corriente

de 250 mA.

Una vez realizada la transferencia, las membranas se incubaron durante 45-60 minutos
en una solucién de leche en polvo al 5% en TBS-Tween (NaCl 0.15 M, Tris Base 50 mM, Tween-
20 0.05%, pH 7.4) con el fin de bloquear las proteinas. A continuacion, se realizaron cuatro
lavados, de 10 minutos cada uno, de las membranas en TBST-Tween y se incubaron las
membranas con el anticuerpo primario (Tabla 2) diluido en BSA al 5% en TBST-Tween overnight,
en agitacion y a 4 °C. Nuevamente, se lavaron las membranas durante 10 minutos en TBST-
Tween y se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado

con la fosfatasa alcalina y diluido en BSA al 5%. Sucesivamente, se realizaron otros tres lavados
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de las membranas con TBST-Tween y un ultimo lavado con tampon sustrato (NaCl 100 mM,

MgCl, 5 mM, Tris-HCl 100 mM a pH=9.5).

Por ultimo, se revelaron las membranas mediante el método colorimétrico para la
fosfatasa alcalina con solucién de revelado (NaCl 100 mM, MgCl; 5 mM, Tris-HCl 100 mM, 0.6%
stock NBT, 0.35% stock BCIP, pH=9.5).

Una vez reveladas, las membranas se digitalizaron mediante un escaner Hewlett Packard
Scanjet 5300C y la intensidad de cada una de las bandas se cuantific6 mediante el programa

Alphalmager 2200 (AlphaEaseFC 2200 for Windows, Cambridge, UK).

Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en Western Blot, con sus correspondientes diluciones.

Anticuerpo 12 Dilucién Anticuerpo 22 Dilucion Peso Molecular
(casa comercial) (casa comercial) Proteina (kDa)
Anti-GIluN2A 1:1000 IgG cabra-f.a.* contra IgG 1:4000 170
(Millipore) conejo (Sigma)
Anti-GluA1l 1:1000 IgG cabra-f.a.* contra IgG 1:4000 106
(Millipore) conejo (Sigma)
Anti-GluA2 1:2000 IgG cabra-f.a.* contra IgG 1:4000 108
(Millipore) conejo (Sigma)
Anti-GIuN1 (BD 1:1000 IgG cabra-f.a.* contra IgG 1:4000 115

Biosciences)

conejo (Sigma)

*f.a.: Fosfatasa alcalina

6. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism 7 (GraphPad
Software, Inc.). En primer lugar, para comprobar la hipdtesis nula de que la muestra ha sido
extraida de una poblacién con distribucién de probabilidad normal se aplicaron los tests de
normalidad D’Agostino y Pearson y el de Shapiro-Wilk. A continuacion, se aplicé el test de
Bartlett para estudiar las diferencias en las varianzas de los datos normalmente distribuidos.
Una vez hecho esto, los datos se analizaron mediante un andlisis de la varianza paramétrico de
dos vias (ANOVA), seguido de la prueba post hoc de Bonferroni para estudiar las diferencias
entre grupos, es decir, para determinar los efectos individuales y de interaccion entre la HA y/o

los tratamientos. Se aceptd como significativo un nivel de confianza del 95%.
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RESULTADOS

1. ANALISIS DE LA NEUROINFLAMACION EN HIPOCAMPO DE
RATAS CON HIPERAMONEMIA CRONICA. EFECTO DEL
TRATAMIENTO CRONICO CON IL-1RA.

1.1. ANALISIS DE LA ACTIVACION DE LA MICROGLIA

La HA induce alteracién morfoldgica y de la funcién de la microglia hacia un estado de
microglia reactiva, disminuyendo su perimetro a 344.3+13.9 Um (p-valor<0,0001), respecto al
grupo control que presenta un perimetro de 490.6+£29.6 Um. Mientras, el tratamiento con IL-
1Ra de ratas HA revierte dicha activacién microglial, aumentando el perimetro hasta 448.9+34.7
Mm (p-valor<0,05). El tratamiento con IL-1Ra en ratas control induce activacion microglial,

disminuyendo el perimetro a 331.8+29.63 um (p-valor<0,001) (Fig. 6).

C-lLlRa HA-veh HA IllRa

My “&r

Perimetro celulas tenidas con |ba-1
pmj

C-veh C-IL1Ra HA-veh HA-1IL1Ra

Figura 6. Analisis de la activacion de microglia en hipocampo. A) Imagenes representativas de microglia marcada con el anticuerpo
anti-lba-1 de ratas control (C) e hiperamonémicas (HA) tratadas con vehiculo (veh) o con el antagonista de IL-1B (IL-1Ra). La
hiperamonemia induce activacién de la microglia que adquiere una morfologia menos ramificada, lo cual puede ser revertido con el
tratamiento con IL-1Ra. Asimismo, el tratamiento con IL-1Ra en ratas control también induce activacion de la microglia. B) Perimetro
de células marcadas con lba-1. La hiperamonemia induce activacién microglial, lo que se traduce en una disminucidn del perimetro
de las células marcadas con Iba-1y el tratamiento con IL-1Ra es capaz de revertir dicha activacién. Ademas, el tratamiento con IL-
1Ra en ratas control induce activacidn de la microglia. Los valores son la media + SEM de 4 ratas por cada grupo. Los asteriscos
indican diferencia significativa respecto al grupo control vehiculo (***, p-valor<0.001; ****p-valor<0.0001) y “a” respecto a las ratas
HA vehiculo (a, p-valor<0.05). Se utilizaron un total de 4 ratas por grupo. (Control vehiculo: C-veh; Control tratamiento con IL-1Ra:
C-IL1Ra; Hiperamonémica vehiculo: HA-veh; Hiperamonémica tratamiento con IL-1Ra: HA-IL1Ra).
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1.2. ANALISIS DE LA ACTIVACION DE ASTROCITOS

La HA induce activaciéon de astrocitos, que se ve reflejada por un aumento en la
expresion de GFAP (25.3+£0.48 %, p-valor<0,001) respecto al grupo control (22.1+0.5 %). Esto
puede ser revertido con el tratamiento con IL-1Ra, disminuyendo el area tefiida con GFAP al
22+0,3 % (p-valor<0.001). En este caso, el tratamiento con IL-1Ra a ratas control no produce una

activacion de astrocitos (22.410.4 %).
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Figura 7. Analisis de la activacion de astrocitos en hipocampo. A) Imagenes representativas de astrocitos marcados con
el anticuerpo anti-GFAP de ratas control (C) e hiperamonémicas (HA) tratadas con vehiculo (veh) o con el antagonista
de IL-1B (IL-1Ra). B) Porcentaje del area marcada con GFAP. La hiperamonemia induce activacion de los astrocitos, lo que
se traduce en un aumento del drea marcada por GFAP y el tratamiento con IL-1Ra es capaz de revertir dicha activacion,
disminuyendo, por tanto, el area marcada. El tratamiento con IL-1Ra en ratas control no induce activacidn de los astrocitos.
Los valores son la media = SEM de 4 ratas por cada grupo. Los asteriscos indican diferencia significativa respecto al grupo
control vehiculo (*** p-valor<0.001) y “a” respecto a las ratas HA vehiculo (aaa p-valor<0.001). Se utilizaron un total de
cuatro ratas por grupo. (Control vehiculo: C-veh; Control tratamiento con IL-1Ra: C-IL1Ra; Hiperamonémica vehiculo: HA-
veh; Hiperamonémica tratamiento con IL-1Ra: HA-IL1Ra).
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2. ANALISIS DE LA EXPRESION EN MEMBRANA DE
RECEPTORES AMPA'Y NMDA

Se ha demostrado que la neuroinflamacién altera la expresion en membrana de
receptores AMPA y NMDA en hipocampo y, en consecuencia, la funcidon cognitiva en ratas con
EH e HA (Hernandez-Rabaza et al., 2015, 2016; Cabrera-Pastor et al.,, 2016). Los resultados
anteriores muestran que el antagonista del receptor de IL-1B, IL-1Ra, reduce la
neuroinflamacidn, disminuyendo la activacidn de la microglia y astrocitos en hipocampo de ratas
hiperamonémicas. Por ello, el siguiente paso fue analizar si el receptor de IL-1B estaba asociado
con la alteracidn en la expresidon en membrana de las subunidades que componen el receptor

AMPA y NMDA.

2.1. RECEPTORES AMPA

El tratamiento con IL-1Ra es capaz de normalizar la expresion en membrana de la
subunidad GluA1l, pero no la de GluA2

La HA induce una disminucion de la expresién en membrana de la subunidad GluAl
hasta un 70.2+6.9 % (p-valor<0.05) respecto al grupo control vehiculo, lo cual es revertido por
el tratamiento con IL-1Ra (114.74£8.2 %, p-valor<0.001). El tratamiento con IL-1Ra en ratas

control no afecta a la expresién de GluA1l (Fig. 8A).

En cuanto a la subunidad GIluA2, la HA aumenta la expresion en membrana de dicha
subunidad (162.9£20.9%, p-valor<0.05, respecto al control vehiculo,) y no se ve revertido por el
tratamiento con IL-1Ra (164.2+16.14%, p-valor<0.05). En ratas control el tratamiento con IL-1Ra

aumenta la expresiéon en membrana de GIuA2 hasta un 157.8+19%, p-valor<0.05 (Fig. 8B).
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Figura 8. Expresion en membrana receptores AMPA. El tratamiento con IL-1Ra es capaz de revertir la expresion en
membrana de GluAl (A), pero no de GluA2 (B) en ratas con hiperamonemia crénica. Los datos corresponden a la media +
el error estandar de 11-26 ratas por grupo y se expresan en porcentaje respecto al control vehiculo. Los asteriscos indican

“un

diferencia significativa respecto al grupo control vehiculo (* p-valor<0.05) y “a” respecto a las ratas HA vehiculo (aaa p-
valor<0.001). (Control vehiculo: C-veh; Control tratamiento con IL-1Ra: C-IL1Ra; Hiperamonémica vehiculo: HA-veh;

Hiperamonémica tratamiento con IL-1Ra: HA-IL1Ra).
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2.2. RECEPTORES NMDA

El tratamiento con IL-1Ra es capaz de normalizar la expresién en membrana de la
subunidad GIuN2A, pero no la de GluN1

La HA induce una disminucién de la expresion de la subunidad GluN1 de los receptores
NMDA hasta un 50.5+9.3 % respecto al grupo control vehiculo (p-valor<0.01), lo cual se
normaliza con el tratamiento con IL-1Ra (62.749.4 %, p-valor<0.05). Ademas, si bien el

tratamiento de ratas control con IL-1Ra tiende a disminuir la expresion de GluN1, no se obtienen

resultados estadisticamente significativos (91.9+7.9% respecto al control vehiculo) (Fig. 9A).

En el caso de GIuN2A, la HA induce una disminucién de la expresién en membrana de la
subunidad hasta un 68.8t4.9 % respecto al control vehiculo, lo cual puede ser revertido
mediante el tratamiento con IL-1Ra (116+11.2 %). Ademas, cabe mencionar que el tratamiento

con IL-1Ra de ratas control no afecta a la expresidon en membrana de GIuN2A (107.7+5.7 %) (Fig.

98B).
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Figura 9. Expresion en membrana receptores NMDA. El tratamiento con IL-1Ra es capaz de normalizar la expresion
en membrana de GIuN2A (B), pero no de GluN1 (A) en ratas con hiperamonemia crénica. Los datos corresponden a

la media * el error estandar de 11-26 ratas por grupo y se expresan en porcentaje respecto al control basal. Los
asteriscos indican diferencia significativa respecto al grupo control vehiculo (* p-valor<0,05; ** p-valor<0.01) y “a”
respecto a las ratas HA vehiculo (aaa p-valor<0.001). (Control vehiculo: C-veh; Control tratamiento con IL-1Ra: C-
IL1Ra; Hiperamonémica vehiculo: HA-veh; Hiperamonémica tratamiento con IL-1Ra: HA-IL1Ra).

3. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON IL-1RA SOBRE LA
CAPACIDAD DE APRENDIZAJE Y LA MEMORIA ESPACIAL

Dado que el tratamiento con IL-1Ra reduce la activacion de la microglia y de los astrocitos,
y la expresién en membrana de algunas subunidades del receptor AMPA y NMDA, el siguiente

objetivo fue analizar si revertia el aprendizaje y memoria espacial en ratas con HA crénica.

31



Trabajo Final de Master| RESULTADOS

El tratamiento con IL-1Ra es capaz de normalizar la memoria de trabajo, pero no el
aprendizaje espacial ni la memoria de referencia en ratas con HA crénica
Se analizd el aprendizaje y la memoria de referencia y de trabajo utilizando el test del

laberinto radial de ocho brazos.

Las ratas hiperamonémicas cometieron mas errores de referencia (70.743.2, p-
valor<0.05) que las ratas control (60+2.4) (Figura 10). Sin embargo, el tratamiento con IL-1Ra
a ratas hiperamonémicas no es capaz de normalizar el nimero de errores de referencia (72.9
3.6, p-valor<0,05) y, ademds, se ha visto que este mismo tratamiento a ratas controles aumenta
el nimero de errores de referencia (73+2.6, p-valor<0,05) (Fig. 10A).

Las ratas con HA crénica también cometieron mas errores de memoria de trabajo
(35.8+2.6, p-valor<0.001) que las ratas control (2241,9), indicando una disminucidn en su
memoria espacial (Figura 10B). No obstante, el nimero de errores de memoria de trabajo pudo
revertirse mediante el tratamiento con IL-1Ra (23.8313, p-valor<0,05). Ademas, se vio afectada
la memoria de trabajo en ratas control tratadas con IL-1Ra, ya que aumentd el numero de
errores hasta un 32.8+2.5 (p-valor<0,001) (Fig. 10B).

Todo esto nos indica que el IL-1Ra es capaz de restaurar la memoria de trabajo en ratas
hiperamonémicas, pero que no es capaz de ejercer ningun efecto sobre la memoria de
referencia.

El indice de aprendizaje se calcula como la diferencia entre el nimero de aciertos y errores
de referencia espacial. Como se observa en la figura 10C, este indice de aprendizaje va
mejorando con el tiempo en los cuatro grupos experimentales y es menor en ratas
hiperamonémicas que en ratas control (p-valor<0.05). El tratamiento con IL-1Ra no es capaz de
restaurar la capacidad (el indice) de aprendizaje (p-valor<0.05) de las ratas hiperamonémicas y
tampoco afecta al de las ratas control (Figura 10C). De este modo, podemos decir que el
aprendizaje esta disminuido en ratas hiperamonémicas respecto a las ratas control y que el
tratamiento con IL-1Ra no restaura el indice de aprendizaje en ratas hiperamonémicas y

tampoco altera el de las ratas control.

32



Trabajo Final de Master| RESULTADOS

A) Memoria de referencia espacial B) Memoria de trabajo
100+ 50+
[
g 80- * * _:_ § 404 R Tk
S 604 & 30- a
S 8 2
o 40 2 204
@ @
5 E
3 204 3 10-
0' T v
C-veh C-IL1Ra HA-veh HA-IL1Ra C-veh C-IL1Ra HA-veh HA-IL1Ra

C) 204 Aprendizaje espacial

-
x

& C-veh
@ CILiRa
* 4 HA-veh
* HA-IL1RA

indice de aprendizaje
-
o S

-~

DIAS

Figura 10. Memoria de trabajo y aprendizaje y memoria espacial. La administracidn crénica de IL-1Ra restaura la memoria de trabajo
(B), pero no la memoria de referencia (A) ni el indice de aprendizaje (C) en el laberinto radial en ratas hiperamonémicas. (A) Numero
de errores de referencia espacial (visitas a brazos sin comida) acumulados durante los seis dias de test. (B) Nimero de errores de memoria
de trabajo (visitas a brazos ya visitados en el mismo ensayo) acumulados durante los seis dias de test. (C) indice de aprendizaje de cada
dia. Los valores son la media * SEM. El niumero de ratas por grupo fue: C-veh n=14; HA-veh n=13; C-IL1Ra n=14; HA-IL1Ra n=14. Los
asteriscos indican diferencia significativa respecto al grupo control vehiculo (*p-valor<0.05; ***p-valor<0,001,****p-valor<0,0001) y “a”
(p-valor<0.05) indica diferencias respecto al grupo HA vehiculo. (Control vehiculo: C-veh; Control tratamiento con IL-1Ra: C-IL1Ra;

Hiperamonémica vehiculo: HA-veh; Hiperamonémica tratamiento con IL-1Ra: HA-IL1Ra).
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DISCUSION

Estudios recientes han demostrado que la inflamacién periférica junto con la HA son los
principales mecanismos responsables de las alteraciones neurolégicas en pacientes con EHM.
En modelos animales de EHM se ha demostrado que existe neuroinflamaciéon y que ésta
contribuye al deterioro cognitivo y motor (Cauli et al., 2007; Cauli et al., 2009; Rodrigo et al.,
2010; Hernandez-Rabaza et al., 2016). La neuroinflamacién es también uno de los principales
factores implicados en el desarrollo de algunas enfermedades neurodegenerativas, como el
Alzheimer, Parkinson, esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotréfica y en el deterioro

cognitivo que se produce en el envejecimiento (Chen et al., 2016).

Segln numerosos trabajos anteriores (Hernandez-Rabaza et al., 2015; Hernandez-Rabaza
et al., 2016; Cabrera-Pastor et al., 2016; Taoro-Gonzalez et al., 2018), la IL-1B estaria aumentada
en hipocampo en condiciones de HA. Ademas, como aparece en la literatura, la HA crdnica
induce la activacién de microglia y astrocitos, la cual estaria induciendo a su vez una alteracion
en la expresién en membrana de los receptores AMPA y NMDA vy, estas alteraciones, estarian

dando lugar a problemas cognitivos y motores.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo reportan una serie de hallazgos (Fig. 11).
Vemos cémo en condiciones de HA se produce una disminucidn tanto del aprendizaje y de la
memoria espacial como de la memoria de trabajo. Esto podria estar asociado a la activacion de
microglia y astrocitos en el hipocampo y, segun los resultados, la IL-1B estaria jugando un papel
crucial en la activacion de la microglia y de los astrocitos. Tanto microglia como astrocitos
aumentarian la cantidad de IL-1B, lo que alteraria en ultima instancia la expresion en membrana
de los receptores AMPA y NMDA. En cuanto a los resultados de expresién en membrana, la HA
induce una disminucién de la expresion en membrana de las subunidades GIuAl, GIuN1 y
GIuN2A; mientras que aumenta la expresidon de GIuA2. La IL-1B seria responsable de las
alteraciones observadas en GluAl y GIuN2A, ya que el tratamiento con IL-1Ra revierte su

expresion en membrana.
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Figura 11. Modelo propuesto de las alteraciones mediadas por la IL-1B en hiperamonemia crénica. En
hiperamonemia cronica la alteracién en la memoria y aprendizaje espacial se asocia con activacién de microglia y
astrocitos y con la alteracion de la expresidn en membrana de diferentes subunidades de los receptores AMPA y
NMDA. El tratamiento con el antagonista del receptor de la IL-1B (IL-1Ra) normaliza la memoria de trabajo y disminuye
la activacion de microglia y astrocitos y revierte la expresién en membrana de GluAl y GIuN2A. Las flechas en rojo
indican las alteraciones, mientras que las flechas en verde indican normalizacidn de estas alteraciones.

El tratamiento crénico con IL-1Ra, administrado crénicamente via intracerebral mediante
minibombas osmodticas, permite discriminar diferentes vias mediante las cuales Ia
neuroinflamacidn estaria afectando a diferentes tipos de memoria y al aprendizaje. El IL-1Ra
normaliza tanto la activacién de la microglia y astrocitos, como la expresién en membrana de la
subunidad GluA1l de los receptores AMPA y la subunidad GIuN2A de los receptores NMDA v,

ademas, restaura la memoria de trabajo.

En los resultados obtenidos de la activacién de microglia y astrocitos, se observa como la
HA induce activacidon tanto de la microglia como de los astrocitos en el hipocampo, algo
ampliamente demostrado en la literatura (Herndndez-Rabaza et al., 2016), lo cual puede ser

revertido mediante el tratamiento con IL-1Ra.

La IL-1P es un potente inductor de la activaciéon de microglia (Basu et al. 2002). Estudios
previos han demostrado que el tratamiento intracerebral de IL-1Ra no sdélo bloquea la
sefializacion mediada por IL-1B, sino que también disminuye los niveles de expresién de la IL-13
en cerebro (Frank et al., 2012; Lan et al., 2015). Clausen et al. (2016) demuestran, en un modelo
de ratén de stroke, que la IL-1B y el IL-1Ra pueden ser liberados por diferentes tipos de microglia
y que el tratamiento con IL-1Ra puede aumentar la produccién microglial de IL-1Ra y reducir los
niveles cerebrales de IL-13, probablemente inhibiendo las células de microglia que liberan IL-18.
Este podria ser un posible mecanismo por el cual el tratamiento con IL-1Ra disminuye la
activacion de la microglia en ratas hiperamonemicas. Por otra parte, se ha descrito que en
hipocampo de ratas hiperamonémicas, la IL-1B se expresa en astrocitos activados (Cabrera-

Pastor et al., 2016) de manera que, al administrar un antagonista de su receptor, el IL-1Ra,
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podria estar disminuyendo la sefializacion mediada por IL-1B e induciendo una disminucién de

la activacion astrocitica.

Ademas, cabe mencionar que el papel neuroprotectivo de IL-1Ra a nivel de la activacidon

de microglia se ha demostrado en diferentes estudios (Oprica et al., 2003; Hailer et al., 2005).

En astrocitos, como han reportado numerosos estudios (Moynagh, 2005), la IL-1B
estaria activando a NFkP. NFkp existe en el citosol de las células en reposo como un homodimero
o heterodimero de proteinas de la familia Rel de factores de transcripcion (Blank et al., 1992;
Narayanan et al., 1993). La actividad transcripcional de las proteinas Rel esta estrictamente
regulada por su asociacién con miembros de la familia de moléculas inhibidoras Ikp (Baeuerle
and Baltimore, 1988). Las isoformas mas ampliamente caracterizadas son IkB-a, IkB-B e IkB-&
(Thanos and Maniatis, 1995). Estas proteinas secuestran a NFkP en el citosol enmascarando su
sefial de localizacion nuclear (NLS) y, también su dominio de unidn, evitando que se una al DNA.
La exposicion de las células a IL-1 causaria la fosforilacion de IkB en dos serinas N-terminales
especificas por las IkB-quinasas (IKK), IKKa e IKKB, que se activan mediante una ruta compleja
de transduccidén de sefiales (May and Ghosh, 1998). La fosforilacion de las proteinas Ik
representa una senal para la conjugacién de ubiquitina, seguida de su degradacién a través del
proteosoma 26S (Traenckner et al., 1994). Esto permite la translocacion de NFkB al nicleo,
donde activa las regiones promotoras de genes, especialmente las que codifican proteinas
proinflamatorias tales como moléculas de adhesién y quimiocinas (Beg et al., 1993; Henkel et
al., 1993). Curiosamente, se ha demostrado que la activacién de NFkP se mantiene en astrocitos
en respuesta a la estimulacion con IL-1 (Bourke et al., 2000) de manera que, la activacion
sostenida de NFkPB daria lugar a la induccién de moléculas de adhesién de leucocitos y
quimiocinas (Bourke and Moynagh, 1999) que facilitan el reclutamiento de leucocitos y
culminaria con la generacion de estados neuropatoldgicos. Asi, la activacidn sostenida de NFkB
estaria conduciendo a un estado inflamatorio crénico, y el tratamiento crénico con IL-1Ra
mediante minibombas osmdticas podria estar regulando la via de NFkB en astrocitos y, por

tanto, disminuyendo su activacion.

En ratas control, el tratamiento con IL-1Ra induce activacién de microglia, lo cual se podria
asociar con una disminucién en la memoria de referencia y de trabajo. Esto concuerda con
estudios que muestran que los niveles fisiolégicos de IL-1B y de IL-1Ra juegan un papel
fundamental en la formacidn de la memoria (Schneider et al., 1998; Yirmiya et al., 2002; Depino

et al., 2004; Spulber et al., 2009).
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En cuanto a la expresién en membrana, cabe destacar que la expresion en membrana de
los receptores AMPA y NMDA es clave en el proceso de LTP que, a su vez, es crucial para la
memoriay el aprendizaje (Anggono and Huganir, 2012; Lorenz-Guertin and Jacob, 2017). Se sabe
que tanto la expresion en membrana de estos receptores como su funcién se encuentran
alteradas en presencia de neuroinflamacion y, mas concretamente, debido al aumento de la
cantidad de IL-1B (Lai et al., 2006; Viviani et al., 2007; Wang et al., 2012). Dado que estas
alteraciones en la expresion en membrana en el hipocampo son un factor clave, implicado en el
deterioro cognitivo en ratas con EH e HA (Hernandez-Rabaza et al., 2015; Hernandez-Rabaza et
al., 2016; Cabrera-Pastor et al., 2016), se piensa que un mecanismo plausible por el cual se
produce el deterioro en la memoria espacial, de trabajo y de reconocimiento en ratas

hiperamonémicas seria el aumento en los niveles de IL-1p.

El presente trabajo demuestra que el tratamiento intracerebral crénico con IL-1Ra
restaura la expresiéon en membrana de dos de las cuatro subunidades cuya expresion se ve
alterada en el hipocampo de ratas hiperamonémicas: la subunidad GIuN2A del receptor NMDA
y la subunidad GIuA1 del receptor AMPA. Sin embargo, no es capaz de restaurar la expresion en
membrana de la subunidad GIuN1 y tampoco normaliza la expresion en membrana de la
subunidad GluA2 del receptor AMPA. De este modo, queda claro que la IL-1B juega un papel
crucial en la regulacién de los patrones de expresién en membrana de los receptores NMDA y
AMPA en el hipocampo de modelos animales de EH, al menos en el caso de las subunidades
GluAl y GIuN2A. Esto concuerda con los resultados obtenidos in vitro en cultivos de neuronas
hipocdmpicas en presencia de IL-1B, donde se veia que los altos niveles de esta citoquina
proinflamatoria alteraban la fosforilacién y expresion en membrana de los receptores AMPA y
NMDA. Otros estudios también han demostrado que la IL-1B disminuye la expresidn en
membrana de receptores AMPA, efecto que puede ser revertido mediante el tratamiento con

IL-1Ra (Lai et al., 2006).

Monfort et al. (2007) estudiaron la expresidn de los receptores AMPA y NMDA en
homogenados de hipocampo de ratas PCS, concluyendo que, pese a que no existia un cambio
en la cantidad total de receptores, si se reducia la expresion en membrana de las distintas
subunidades (GIuN1, GIuN2A, GIuN2B, GIuAl y GIuA2) en presencia de fallo hepatico crénico.
Ademas, se ha encontrado en homogenados de hipocampo de rata que, en condiciones de HA,
se produce una disminucion de la subunidad GIuN2A (Llansola et al., 2016), asi como de la
subunidad GIluN1 (Yonden et al., 2010). Algo que fue corroborado mas tarde en ratas PCS por

Hernandez-Rabaza et al. (2015), quienes demostraron que el tratamiento con sidenafilo, un
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inhibidor de la fosfodiesterasa 5, normaliza in vivo los niveles de IL-1B y TNF-q, reestableciendo

asi la expresién en membrana de los receptores AMPA, NMDA y GABA.

Asi pues, el presente trabajo pone de manifiesto, dados los resultados obtenidos del
tratamiento con IL-1Ra en ratas con HA crdnica, que la IL-1B es una citoquina clave entre la
neuroinflamaciéon y la alteracidn de la neurotransmisién. No obstante, los mecanismos

moleculares implicados todavia estan por esclarecer.

Cabe recordar que los cambios en la expresidn en membrana de receptores pueden ser
debidos a multiples factores. Sin embargo, estudios anteriores apuntan que los cambios en el
trafico de receptores a la membrana pueden ser cruciales y que modificaciones
postraduccionales, especialmente la fosforilacion, juegan un papel esencial. Por ejemplo, se ha
descrito que la fosforilacion de los residuos de serina S890, S896 y S897 de la subunidad GIuN1
regulan su translocacion a la membrana. Siendo la proteina quinasa C (PKC) la responsable de la
fosforilacidn de las S890 y 896 y la proteina quinasa AMPc — dependiente (PKA) la responsable
de la fosforilacion de S897. Asi, la fosforilacion de S896 y S897 promueven la salida de la
subunidad GIuN1 del reticulo endoplasmico hacia la membrana (Scott et al., 2003; Traynelis et
al., 2010), mientras que la fosforilacién de S890 imposibilita la formacion de clusters de GluN1
en la membrana (Tingley et al., 1997). En el caso de GIuN2B es la fosforilacién de la tirosina
Y1472 la que bloquea la unidn de la proteina AP-2, previniendo la endocitosis del receptor y
aumentando asi su expresion en membrana (Lavezzari et al., 2003; Prybylowski et al., 2005). Sin
embargo, la fosforilacion de este residuo puede ser prevenida por la fosforilacién de S1480 por
parte de la caseina quinasa 2, promoviendo su internalizacion (Sanz-Clemente et al., 2010). En
el caso de GIuN2A se ha visto (Grau et al., 2014) que la fosforilacion del extremo C-terminal del
residuo S1048 por la kinasa Dyrkla dificulta su endocitosis, aumentando de esta forma la
expresion en membrana de GIuN2A. En cuanto a los receptores AMPA, Taoro-Gonzalez et al.
(2018) demostraron los mecanismos por los que la IL-18 y la activacion de su receptor
disminuyen la fosforilacién por la PKCZ, de la subunidad GIuA2 en el residuo Ser880, lo que
aumenta su expresion en membrana y la fosforilacién en el residuo Ser831 de GluAl por la
CaMKIl, lo que disminuye su expresion en membrana. Asi, los cambios observados en Ia
expresion en membrana de las distintas subunidades de los receptores AMPA y NMDA podrian
ser debidas a modificaciones postraduccionales, como la fosforilacién, que alteren el trafico a la

membrana celular de dichas subunidades.

En cuanto a los resultados obtenidos en los tests de comportamiento, vemos como la HA

cronica altera tanto el aprendizaje espacial como la memoria de referencia y de trabajo. Esto se
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asocia con la activacidn tanto de la microglia como de los astrocitos en el hipocampo, asi como
a una mayor cantidad de TNF-a e IL-1B y a la alteracidn de la expresion de la membrana de los
receptores AMPA y NMDA (Cabrera-Pastor et al., 2016). Concretamente, en condiciones de HA
se produce un aumento de la expresion de IL-1B en astrocitos, siendo la IL-1p procedente de la
microglia, la que modula tanto el trafico como la funcién de los receptores NMDA en las
neuronas del hipocampo (Viviani et al., 2006). Ademads, se sabe que los receptores AMPA del
hipocampo son los responsables de la modulacion de la memoria de trabajo, pero no de la
memoria de referencia. Por ejemplo, estudios llevados a cabo con ratones knock-out para GIuAl
han demostrado que esta subunidad es esencial para la LTP hipocampal y la memoria de trabajo
espacial, pero no para la memoria de referencia espacial (Reisel et al., 2002; Sanderson et al.,
2010). Sin embargo, dado que estos ratones tienen una deplecion completa en la subunidad
GluAl, no es posible saber en qué area es especialmente importante la expresion de esta
subunidad. Sin embargo, un estudio posterior llevado a cabo por Freudenberg et al. (2013), en
el que se suprimid selectivamente la expresidon de GIuAl en el hipocampo, demostré que GluAl
es crucial para la memoria de trabajo. Mas tarde, se vio (Xie et al., 2015) que la disminucién de
la expresién en membrana de GluAl esta relacionada con déficits en la memoria de trabajo
asociada a la privacién del suefio. Todo esto concuerda con los resultados obtenidos en el
presente trabajo, en el que se observa que las ratas hiperamonémicas muestran una
disminucién de la expresién en membrana de la subunidad GIuAl y que el tratamiento crénico
intracerebral con IL-1Ra es capaz de revertir dicha alteracién; de manera que las alteraciones en
la expresion de la membrana de GIuAl podrian ser el mecanismo por los cuales la IL-1B altera la
memoria de trabajo en ratas hiperamonemonicas. De hecho, varios estudios han demostrado
que los receptores AMPA son cruciales para la memoria de trabajo, pero no para la memoria
espacial ni para la memoria de referencia (Reisel et al., 2002; Schmitt et al., 2003; Shimshek et
al., 2006; Sanderson et al., 2011) que, como se ha demostrado en otros estudios (Cabrera-Pastor

et al., 2016) podrian depender de los niveles de TNF-a.

En cuanto a la subunidad GluA2, Shimshek et al. (2006) demostraron que la deplecion de
esta subunidad no afecta a la LTP, pero si altera la neurotransmisidn en el hipocampo y la
memoria de trabajo espacial. Sin embargo, los ratones knock-out para GluA2 lograron aprender
(aunque de manera mas lenta que los ratones control) tareas de referencia espacial. No
obstante, segun nuestros resultados, la HA estaria induciendo alteraciones en la expresion en
membrana de GIuA2 en el hipocampo por mecanismos independientes a la IL-1B, ya que el
tratamiento con IL-1Ra no consigue normalizar su expresion en membrana, por lo que no parece

estar relacionado con alteraciones en la memoria de trabajo.
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Los receptores NMDA, como se ha comentado anteriormente son esenciales para la LTP
en el hipocampo. Bannerman et al. (2008) demostraron que ratones knock-out para GIuUN2A
presentan alterada la memoria de trabajo, pero no la memoria espacial. Esto coincide con los
resultados obtenidos en este trabajo, en los que se observa que ratas hiperamonémicas
presenta una disminucidn de la expresién en membrana de GIuN2A, la cual puede ser revertida
con el tratamiento con IL-1Ra. Por tanto, las alteraciones observadas en la expresion en
membrana de GIuN2A, junto con las de GIluAl (comentadas anteriormente en este mismo
apartado), que son producidas por el aumento de la cantidad de IL-1[3, parecen ser el mecanismo
por el cual se producen las alteraciones en la memoria de trabajo en ratas hiperamonémicas sin

fallo hepatico.

En lo referente a GIuN1, numerosos estudios han demostrado que juega un importante
papel en la memoria de trabajo. Por ejemplo, Niewoehner et al. (2007) demostraron que ratones
carentes de GluN1 presentan alterada la memoria de trabajo, pero no la memoria de referencia
espacial. No obstante, estos resultados parecen contradictorios, ya que en este trabajo se ve
como las alteraciones observadas en la memoria de trabajo pueden ser revertidas con el
tratamiento con IL-1Ra, que consigue revertir la expresidon en membrana de GluAl y GIuN2A, sin

llegar a normalizar la expresion en membrana de GluN1.
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CONCLUSIONES

El tratamiento crénico con IL-1Ra induce activacidn de la microglia, pero no de
astrocitos; aumenta la expresidon en membrana de las subunidades GIuA2 y GIuN2A; y
altera tanto la memoria de referencia espacial, como la memoria de trabajo en ratas
control.

La HA induce tanto activaciéon de astrocitos como de microglia, lo cual puede ser
revertido mediante el tratamiento con IL1-Ra.

La HA disminuye la expresion en membranas de GluAl, GluN1 y GIuN2A y aumenta la
de GluA2. El tratamiento crénico con IL-1Ra normaliza la expresidn en membrana de
GluAl y GIuN2A.

La HA disminuye tanto el aprendizaje espacial, como la memoria de referencia y de
trabajo, siendo este Ultimo tipo de memoria normalizado con el tratamiento crénico con
IL-1Ra

Las alteraciones en la neurotransmisién glutamatérgica y en la memoria de trabajo,
observadas en condiciones de HA crdnica, podrian estar mediadas por el aumento de IL-

1B, ya que pueden ser revertidas con el tratamiento crénico con IL-1Ra.
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