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1. INTRODUCCION

Las enfermedades hepéticas constituyen una de las principales causas de mortalidad y morbilidad
en todo el mundo (Byass, 2014). El higado es un 6rgano vital, ya que elimina los compuestos
toxicos, tanto enddgenos como exdgenos, del organismo. Cuando falla, las sustancias dafiinas
como el amonio, se acumulan y pueden llegar al cerebro afectando la funcién del Sistema
Nervioso Central (SNC) (Felipo, 2013). En concreto, la Encefalopatia Hepéatica (EH) y la
Encefalopatia Hepatica Minima (EHM), etapa inicial de la EH, son alteraciones de la funcién
cerebral como resultado del mal funcionamiento del higado (Stinton y Jayakumar, 2013).
Principalmente, existen tres tipos de EH que se dividen en A, B o C en funcion de las
enfermedades hepéticas que las provoquen (Ferenci et al., 2002; Vilstrup et al., 2014). Por tanto,
los sintomas y manifestaciones clinicas de cada EH son diferentes porque también lo es su
etiologia (Felipo, 2013). La primera de ellas (EH A) esta asociada con Insuficiencia Hepatica
Aguda (IHA), en la que el higado pierde rapidamente su funcion (Williams et al., 1993) La IHA,
presenta altas tasas de mortalidad a pesar de su baja incidencia siendo las causas mas frecuentes
la intoxicacion por paracetamol o la infeccion por hepatitis B y/o E (Felipo, 2013). El tipo B es
causado por una Derivacién Portosistémica (PSS) o también conocida como derivacion hepatica.
Es decir, una conexion anormal del higado con la circulacion sistémica que provoca que la sangre
no depurada se mezcle con la depurada que sale del higado. La PSS puede ser congénita o puede
originarse quirurgicamente en el “bypass” portosistémico, utilizado para aliviar la tension en la
vena porta en pacientes con hipertension portal (Marti et al., 2015). Por ultimo, el tipo C se asocia
con Insuficiencia Hepatica Cronica (IHC). Las estimaciones mundiales muestran que 844
millones de personas padecen IHC con una tasa de mortalidad de 2 millones de muertes por afio
(Byass, 2014). Estas cifras superan otros problemas de salud publica relacionados con
enfermedades cronicas como la diabetes y enfermedades cardiovasculares padecidas por 422 y
540 millones de personas respectivamente (Byass, 2014). En concreto, la cirrosis, que afecta a
5,5 millones de pacientes en los EE.UU, es la principal causa de EH (Felipo, 2013). De hecho, el
40% de pacientes cirrdticos desarrollan EH (Vilstrup et al., 2014).

En Europa, la EH afecta a mas de 200.000 personas, aunque se desconoce la incidencia exacta de
la enfermedad ya que sigue siendo en gran medida infradiagnosticada (Vilstrup et al., 2014). En
cuanto a los sintomas, la gravedad de la EH se clasifica tradicionalmente en cuatro grados
siguiendo los criterios de West Haven (Conn et al., 1977). El grado 1 se caracteriza por menor
capacidad de atencion y dificultad en realizar operaciones matematicas basicas. Los pacientes de
grado 2 muestran letargo o apatia, ligera desorientacién en espacio y tiempo, y comportamiento
inapropiado. En el grado 3 lo sintomas incluyen somnolencia, confusion y fuerte desorientacion.
Por ultimo, se considera grado 4 cuando el paciente esta en coma.

Como se ha comentado anteriormente, el deterioro funcional del higado favorece la acumulacion
de sustancias téxicas, entre ellas el amonio, el cual es un producto del metabolismo proteico que
necesita convertirse en urea (un compuesto menos dafiino) antes de ser filtrado por los rifiones.
Esta acumulacion de amonio en sangre se conoce como Hiperamonemia (HA) y es comin en los
pacientes cirroticos y con EH (Felipo, 2013). Ademas, la HA por si misma es capaz de inducir
activacion microglial y aumento de marcadores inflamatorios, los cuales agravan los déficits
cognitivos (Rodrigo et al., 2010). Las ratas con EHM presentan neuroinflamacion y alteraciones
cognitivas y motoras que se revierten con antiinflamatorios (Cauli et al., 2007; Cauli et al.,
2009a). En el desarrollo de la EH y la HA estan involucradas las células gliales, en concreto
astrocitos y microglia. Entre las funciones principales de los astrocitos se encuentran, en primer
lugar, eliminar el amonio a través de la sintesis de glutamina mediante la glutamina sintetasa
(Felipo y Butterworth, 2002). En segundo lugar, se ha observado que en HA se produce un
desequilibrio osmético en los astrocitos por el aumento de glutamina, lo cual hace cambiar su
morfologia a la llamada “astrocitos de Alzheimer tipo II” (Watson et al., 1985; Shawcross et al.,



2004a). No obstante, muchos autores no apoyan el papel de este proceso de los astrocitos en HA
cronica (Oria et al., 2010; Felipo, 2013; Cauli et al., 2014). En tercer lugar, los astrocitos también
forman parte de la Barrera Hematoencefalica (BBB) de modo que tienen un papel muy importante
en la homeostasis de sustancias entre la circulacion sanguinea general y la circulacion cerebral
(Abbott et al., 2006). Varios trabajos han demostrado que la HA altera la permeabilidad y la
funcidn de los transportadores en la BBB (Aspinall et al., 2011; Zhang et al., 2014; Fan y Liu,
2018) favoreciendo que los factores periféricos, como las citocinas proinflamatorias sanguineas
o las células inmunes plasmaéticas, accedan al cerebro a través de las zonas en donde la BBB es
mas permeable induciendo neuroinflamacion (Felipo, 2013).

Por otro lado, los estudios en modelos animales y autopsias cerebrales de pacientes que fallecieron
por coma hepético han revelado que la HA cronica perturba la neurotransmision del SNC (Hazell
y Butterworth, 1999) afectando a los sistemas glutamatérgico (Monfort et al., 2002; Cauli et al.,
2009b), GABAEérgico (Cauli et al., 2009b; Cabrera-Pastor et al., 2019), dopaminérgico,
serotoninérgico y colinérgico (Hazell y Butterworth, 1999). Como resultado de la alteracion del
sistema glutamatérgico, se produce un aumento de glutamato extracelular que altera la activacién
de los receptores ionotropicos de glutamato tipo N-metil-D-aspartato (NMDA\), responsables de
activar la via glutamato-6xido nitrico-cGMP (Hermenegildo et al. 1998; Cabrera-Pastor et al.
2016a). La modulacion de esta via es muy importante ya que esta implicada en algunos tipos de
aprendizaje (Erceg et al., 2005ab; Monfort et al., 2007). En el caso de ratas con HA 'y EHM, el
aumento de glutamato y la alteracion de esta ruta produce deterioro cognitivo (Erceg et al.,
2005ab). Sin embargo, los efectos de la HA en la neurotransmision son distintos en las diferentes
areas del encéfalo. Por ejemplo, la HA crénica aumenta el tono GABAérgico en el cerebelo
induciendo incoordinacion motora en las ratas con HA cronica (Gonzalez-Usano et al., 2014),
pero lo reduce en el cartex (Cauli et al., 2009c¢).

El encéfalo esta formado por el tronco encefélico, el cerebro y el cerebelo (CBLO). Dentro del
cerebro se encuentran el Hipocampo (HP) y el Cortex (CX) (Mendoza y Foundas, 2007). Estas
tres estructuras, CBLO, CX e HP, han sido estudiadas en EH e HA (Monfort et al., 2007; Cauli
et al., 2009c; Cabrera-Pastor et al., 2016a; Czarnecka et al., 2017a; Cabrera- Pastor et al., 2019).
El CX o corteza cerebral comprende la region mas grande del cerebro y participa en el
pensamiento, la conciencia, la percepcion, el lenguaje, la imaginacion, etc (Mendoza y Foundas,
2007). El HP por su parte, desempefia un papel fundamental en la memoria a largo plazo y en el
aprendizaje y/o navegacion espacial. Desde hace varios afios, el HP ha sido ampliamente
estudiado ya que el deterioro de su funcién estad implicado en la enfermedad de Alzheimer, el
envejecimiento, la esquizofrenia y la depresion (Small et al., 2011). Por Gltimo, el CBLO esta
intimamente ligado al sistema motor y sensorial, y entre sus muchas funciones, las mas estudiadas
son la coordinacion del movimiento y el mantenimiento del equilibrio y la posicién. Si bien su
papel en la ejecucion de las habilidades motoras ha sido reconocido durante mucho tiempo, en
los altimos afios se ha estudiado su contribucién en el aprendizaje, procesos cognitivos e incluso
las emociones y trastornos psiquiatricos (Buckner, 2013). De esta manera, al ser &reas que tienen
funciones y estructuras dispares, es necesario estudiarlos de forma separada. Es sabido que el
CBLO se diferencia considerablemente del HP y CX, los cuales tienden a asemejarse en mayor
medida. De hecho, en un estudio metabolémico, observaron que el HP y el CX tenian una firma
metabolémica muy similar, a diferencia del CBLO, el cual era significativamente distinto a los
otros (Choi et al., 2018).

La metaboldémica es la 6mica mas reciente en el campo de las ciencias bioldgicas y se define como
el anélisis cualitativo y cuantitativo del metaboloma (conjunto de metabolitos) de una muestra
bioldgica (Verpoorte et al., 2007). Los metabolitos son compuestos moleculares pequefios (<1,5
kDa) entre los cuales se incluyen los pertenecientes al metabolismo primario como los azucares,
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nucleétidos, aminoécidos, péptidos y algunos lipidos (Issaq et al., 2009). La concentracion de
cada metabolito depende del estado fisiol6gico, de desarrollo y patol6gico de un organismo en
respuesta a diferentes influencias genéticas y ambientales (Cambiaghi et al., 2017). Y es que los
metabolitos constituyen los productos finales del metabolismo celular, es decir, se encuentran
aguas abajo de los sistemas genomico, transcriptdmico y proteémico (Figura 1). Por tanto, su
estudio puede conducir a una comprensién mas profunda de los efectos que producen estos
sistemas, condicionados por los factores ambientales, en el fenotipo final en un momento dado,
asi como permite evaluar los cambios metabolémicos entre salud y enfermedad (Cambiaghi et
al., 2017). Existen dos tipos de analisis metaboldmico: los andlisis dirigidos y los no dirigidos.
Con respecto al primero, se analizan un conjunto acotado de metabolitos de interés seleccionados
a priori (Dudley et al., 2010). Por el contrario, la metabolémica no dirigida examina
simultdneamente todos los metabolitos de una muestra bioldgica (Vinaixa et al., 2012).

N [ N O 2
GENOMA TRANSCRIPTOMA PROTEOMA METABOLOMA
e e i N
W Proteinas H Metabolitos

Transcripcion Traduccién Funcién

DO

GENOMICA

TRANSCRIPTOMICA PROTEOMICA METABOLOMICA

Figura 1. El dogma de la biologia molecular y su relacién con las ciencias dmicas. La informacion
genética contenida en el ADN se transcribe en ARN mensajero (ARNm), el cual mediante la traduccion se
convierte en proteinas. Las proteinas son las efectoras de las “6rdenes” codificadas por los genes, es decir
son las que llevan a cabo las funciones celulares, mediante las que generan o consumen distintos
metabolitos. Como indican las flechas delgadas el flujo no es unidireccional, se trata de un sistema de
interacciones altamente complejo. Adaptado de Orfao, (2019).

La identificacion de metabolitos en muestras bioldgicas se lleva a cabo mediante Espectrometria
de Masas (EM) tras una cromatografia previa o directamente mediante espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), si bien el gran crecimiento de la metaboldémica en los
altimos tiempos se ha debido al desarrollo de la EM (Putri et al., 2013). Entre sus ventajas con
respecto a la RMN, se encuentran que tiene una sensibilidad mayor, requiere menor cantidad de
muestra y es mas econdmica. Sin embargo, también presenta algunas desventajas ya que es una
técnica que destruye la muestra analizada, los resultados son menos reproducibles y es necesario
utilizar varias técnicas de ionizacion para detectar un mayor rango de metabolitos (Putri et al.,
2013).

En un andlisis metaboldmico basado en EM, el flujo de trabajo consiste, en primer lugar, en la
homogeneizacion de la muestra y la posterior separacion de los metabolitos (Cambiaghi et al.,
2017). Una de las técnicas de separacion mas utilizadas es la Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC), que consiste en separar las sustancias integrantes de una mezcla por su
interaccion con una fase estacionaria sélida y una fase movil liquida de diferentes polaridades
(Lopes et al., 2017). El flujo que sale de la HPLC y contiene las moléculas ya separadas se
introduce en el espectrometro de masas. La EM es una técnica analitica utilizada para detectar y
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cuantificar iones, basandose en su relacion masa/carga (m/z) al aplicar un campo
electromagnético (Lindon et al., 2011). Un espectrometro de masas estd formado por 3
componentes principales. 1) Una fuente de ionizacién que se encarga de convertir el analito en
un ion en fase gaseosa. La ionizacion por electospray o ESI es una técnica de ionizacién muy
empleada y consiste en aplicar un voltaje alto a las moléculas para obtener un aerosol ionizado
(Lindon et al., 2011). 2) El analizador de masas es la parte del equipo que acelera los iones en un
campo electromagnético y los separa en funcién de su relacion m/z. Existen diferentes tipos de
analizadores de masas: Tiempo de Vuelo o TOF, cuadrupolo, Trampa de lones Cuadrupolo
(QTRAP), etc. EI QTRAP permite almacenar, seleccionar y analizar los iones formados en la
misma trampa (March, 1997). 3) Finalmente el detector de iones determina la cantidad, la masa
y la carga de los iones.

Actualmente, el auge de la metabolémica en la biologia de sistemas se ve obstaculizado por la
falta de metodologias estandarizadas que garanticen resultados precisos y reproducibles
(Vasilopoulou et al., 2016). Ademas, a pesar de la importancia del metabolismo cerebral para su
correcto funcionamiento, los conocimientos alin son escasos tanto en salud como en enfermedad
(Gonzalez-Riano et al., 2016). En este contexto, los estudios metabolémicos del SNC se centran
en el analisis de fluidos bioldgicos como plasma sanguineo y liquido cefalorraquideo para la
mejor comprension de trastornos neurodegenerativos y psiquiatricos como la esquizofrenia
(Holmes et al., 2006; Yang et al., 2013), la depresion (Kaddurah-Daouk et al., 2012), el trastorno
bipolar (Yoshimi et al., 2016), etc. También existen un numero limitado de trabajos
metabolémicos en el cerebro humano post-mortem (Prabakaran et al., 2004 ; Chan et al.,
2011; Graham et al., 2013; Jové et al., 2014). Ademas, los estudios con modelos animales han
permitido trazar una huella metabolémica en los tejidos cerebrales con diferentes enfermedades
que afectan al SNC (Salek et al., 2010; Davidovic et al., 2011; Chen et al., 2015a; Gonzéalez-
Dominguez et al., 2015). Asimismo, la metabolémica se ha empleado para estudiar los cambios
gue se producen en el metaboloma durante la cirrosis, la EH o la EHM (Jiménez et al., 2010;
Saito et al.,, 2016) ya que se piensa que podria ser Gtil para diagnosticar complicaciones,
determinar el pronostico, evaluar la respuesta terapéutica y encontrar nuevas dianas
farmacoldgicas en estas enfermedades (Khan et al., 2018) Esto podria resultar especialmente Util
para el diagnostico de la EHM ya que no existen criterios universales para su diagnostico y la
mayoria de los pacientes permanecen sin diagnosticar y sin tratar (Vilstrup et al., 2014). Por tanto,
el diagndstico y tratamiento precoces de la EHM mejorarian la calidad y la esperanza de vida de
estas personas Yy evitarian la progresion de las deficiencias neurolégicas (Felipo, 2013).

Finalmente, son muchos los autores que han investigado la EH y la EHM tanto en pacientes como
en modelos animales. Sin embargo, estas enfermedades han sido poco estudiadas empleando
técnicas émicas, en concreto aplicando la metaboldmica. Asimismo, la mayoria de trabajos sobre
EH y EHM se han centrado en el efecto que tiene la HA en plasma, liquido cefalorraquideo o
alguna de las regiones que conforman el encéfalo. Pero, en ninguno de ellos se ha estudiado
simultaneamente los cambios de los metabolitos en varias areas del SNC. Este trabajo, por tanto,
se considera pionero en este campo de estudio, ya que se analizan los cambios en el metaboloma
de diferentes regiones del encéfalo (CBLO, CX e HP) simultdneamente, ademas del plasma de
ratas a las que se les ha administrado una dieta rica en amonio. De esta manera, se busca una
mejor comprension de los mecanismos moleculares que se alteran durante la HA 'y que conducen
a los problemas cognitivos y motores propios de la EH y la EHM. Al mismo tiempo, se pretende
encontrar metabolitos que pudieran ser potenciales biomarcadores para la EHM. En resumen, con
este proyecto esperamos abrir un nuevo campo en la investigacion de los efectos de la HA croénica
en el metaboloma y los mecanismos y rutas bioldgicas implicados en su regulacion.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es conocer los cambios metabolémicos que se producen en
plasmay en el SNC (CBLO, HP y CX) durante la EHM como consecuencia de la HA cronica, asi
como identificar posibles biomarcadores que puedan utilizarse para detectar la presencia de
alteraciones neuroldgicas y cognitivas en etapas tempranas de la HA para evitar mayores
complicaciones como EH o EHM. Para ello, se dispone de 8 ratas control y 8 ratas a las que se
les administra una dieta rica en amonio como modelo animal de HA cronica para posteriormente
medir el perfil metabolémico del CBLO, HP, CX, y plasma a las dos y a las cuatro semanas de
administrar la dieta.

Para lograr el objetivo principal, se definieron los siguientes objetivos especificos:

1. Procesar los datos metabolémicos de plasma a las dos (PL2W) y a las cuatro (PL4W)
semanas de administracion de una dieta rica en amonio y de CBLO, HP y CX, de ratas
control y de ratas con HA crdnica, para ser utilizados en los anélisis estadisticos,
realizando los controles de calidad necesarios y normalizando los datos para eliminar
posibles sesgos técnicos.

2. ldentificar los metabolitos con cambios significativos entre ratas control y ratas con HA
en CBLO, HP, CX, PL2W y PL4W, y realizar la interpretacion funcional. Para ello,
también se estudiard las vias metabdlicas que se encuentran enriquecidas en los
metabolitos discriminantes en cada tejido.

3. Analizar el perfil temporal de los metabolitos en plasma (PL2W y PL4W) para identificar
e interpretar funcionalmente aquellos metabolitos que cambian a lo largo del tiempo, de
forma diferente en control e HA.

4. Realizar un analisis integrativo con el fin de encontrar metabolitos en plasma que
pudieran servir como potenciales biomarcadores de los cambios metabdlicos que se
producen en el encéfalo en la HA cronica.

Con este estudio, esperamos proporcionar no solo mas conocimientos sobre HA crénicay la
EHM, sino también abrir paso a nuevas investigaciones. Esta informacion resultaria util en la
practica clinica para adelantar el diagnéstico de la EHM y la EH y mejorar por tanto la calidad
de vida de los pacientes.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1.DISENO EXPERIMENTAL
Los experimentos realizados fueron aprobados por el Comité Etico de Experimentacion Animal
del Centro de Investigacion Principe Felipe y por la Conselleria de Agricultura de la Generalitat
Valenciana. Asimismo, se realizaron de acuerdo con las directrices de la Directiva de la Comision
Europea (2010/63 / EU) para el cuidado y manejo de animales de experimentacion.

Se utilizaron 16 ratas (Rattus norvegicus) machos Wistar (Charles River), con un peso
comprendido entre 250 y 300 g, las cuales fueron separadas de forma aleatoria en dos grupos de
8 ratas cada uno: Control e HA. Las ratas que constituyen el grupo HA se alimentaron durante 4
semanas con una dieta rica en amonio (30% de acetato de amonio) siguiendo el protocolo descrito
por Felipo et al., (1988). Ambos grupos de animales permanecieron durante 4 semanas con las
mismas condiciones experimentales (ciclo de 12 h de luz, 55 = 5% de humedad y 22°C de
temperatura) ademas de alimentacion y bebida ad libitum.

Se extrajeron muestras de sangre de la vena safena para obtener plasma (centrifugacién a 3000 g
durante 5 minutos) a las 2 semanas (PL2W) y a las 4 semanas (PL4W) después de haber empezado
la dieta. A las 4 semanas de dieta, las ratas fueron sacrificadas por decapitacion y se diseccionaron
diferentes areas del encéfalo: CBLO, HP y CX. Répidamente, estos tejidos se congelaron en
nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C para ser utilizadas posteriormente en el analisis
metabolémico junto con las muestras de plasma. Finalmente se obtuvieron por cada tejido 16
muestras (8 de ratas control y 8 de HA), a excepcion de PL2W que se obtuvieron 12 muestras (6
de ratas Control y 6 de HA).

3.2.ANALISIS METABOLOMICO

Se realizd un analisis metabolomico dirigido con el kit AbsolutelDQ® p180 de la plataforma
BIOCRATES. Para ello, las muestras se homogeneizaron en metanol mediante sonicacion (3 x
20 s) y luego se centrifugaron (5 min, 10.000 g). A continuacion, se colocaron 10 uL en la placa
de BIOCRATES siguiendo las instrucciones del kit. Los azlcares (hexosas) y lipidos
(esfingolipidos, glicerofosfolipidos y acilcarnitinas) se analizaron utilizando un espectrémetro de
masas QTRAP 4.500 de SCIEX mediante Analisis de Inyeccion de Flujo (FIA) basado en EM en
modo negativo. Los aminoacidos y las aminas biogénicas se analizaron utilizando un sistema
HPLC-EM conectado al QTRAP con el espectrometro en modo positivo.

Para obtener las concentraciones de los metabolitos, los datos de FIA se analizaron con el software
MetIDQ (BIOCRATES Life Sciences AG). Las concentraciones de aminodcidos y aminas
biogénicas se calcularon con el software Analyst de SCIEX. Como resultado, se obtuvieron varios
archivos Excel, segun el tipo de metabolito. Finalmente, se recopilaron todos estos datos en una
matriz (nica que contiene las concentraciones de los 180 metabolitos analizados.

3.3.PREPROCESAMIENTO DE DATOS
Se realiz6 un filtrado de los datos y se eliminaron aquellos metabolitos que contenian méas del
20% de valores faltantes siguiendo la “regla del 80%” (Smilde et al., 2005). Adicionalmente, se
decidié mantener en el analisis a la creatinina, tirosina, citrulina y triptéfano, pese a tener un
porcentaje de valores faltantes mayor que el limite establecido (25%, 37,5%, 31,25% y 31,25%
respectivamente), por estar muy relacionados con la enfermedad que se estudia. Los valores
faltantes se imputaron con el paquete de R “mice”, acronimo de Multivariate Imputations by
Chained Equations (Buuren y Groothuis-Oudshoorn, 2010), utilizando el método “cart”, que se
basa en arboles de clasificacion y regresion para calcular los valores faltantes. El paquete “mice”
aplica diferentes modelos estadisticos para predecir los valores faltantes a partir de los datos
existentes. Este proceso recibe el nombre de imputacién. Por cada valor faltante, “mice” permite



generar distintas predicciones, que se promedian con el objetivo de obtener un valor mas real y
disminuir el error de prediccion. Una vez aplicado “mice”, se constaté que la imputacién no
modificaba sustancialmente la distribucion de los datos.

Los datos imputados se transformaron logaritmicamente para reducir asimetrias. Posteriormente,
se probaron tres estrategias de normalizacion diferentes. La normalizacion por la mediana y la
normalizacién por cuantiles, ambas con la funcion “normalizeBetweenArrays” del paquete de R
“limma” (Ritchie et al., 2015), que obliga a que los datos tengan la misma mediana y mismos
cuantiles, respectivamente. También se aplicd la normalizacion con el método de estabilizacion
de varianza (VSN) (Huber et al., 2002) con la funcion “justvsn” del paquete “vsn”. Este método
transforma los datos de tal manera que la varianza se mantiene constante en todos los datos.

3.4 ACUMULACION DIFERENCIAL DE LOS METABOLITOS
Para identificar metabolitos diferencialmente acumulados en cada uno de los 5 tejidos, es decir,
metabolitos con cambios significativos entre ambos grupos de ratas (control e HA), se aplicaron
dos estrategias diferentes: a) modelos lineales y b) métodos multivariantes de reduccion de la
dimension, en concreto el Analisis Discriminante de Regresion por Minimos Cuadrados Parciales
(PLS-DA).

3.4.1. Modelos lineales

El anélisis de expresion diferencial mediante modelos lineales se realizé utilizando la libreria de
R “limma” (Ritchie et al., 2015), la cual emplea métodos empiricos bayesianos para mejorar la
estimacion de la varianza. Para ello, se cre6 la matriz de disefio, que es una matriz 0-1 que indica
el grupo experimental al que pertenece cada muestra (rata, en este caso). Seguidamente, se utilizé
la funcién “lmFit” que ajusta un modelo lineal para cada metabolito, donde la variable respuesta
son los niveles de dicho metabolito y la variable explicativa el factor grupo (control e HA). Para
finalizar, se aplico la funcion “eBayes” que estima el valor del estadistico t, a partir del cual se
obtiene el p-valor del contraste que, nos indicara si el nivel medio del metabolito presenta un
cambio significativo entre los grupos HA y control. Se asumen como metabolitos
diferencialmente expresados, aquellos con un p-valor igual o inferior a 0,05 y un log fold change
(logFC) en valor absoluto superior a 0,2. El logFC se calcul6 dividiendo, para cada metabolito,
su concentracion media en ratas con HA entre la concentracion media en ratas control. A ese ratio
(FC) se le aplica el logaritmo en base 2 para que la medida del cambio entre condiciones sea
simétrica respecto al 0.

3.4.2. Andlisis Discriminante de Regresion por Minimos Cuadrados

Parciales (PLS-DA).
En esta segunda estrategia se analiz6 la acumulacion diferencial mediante el método PLS-DA. El
PLS-DA es una variante del modelo de Regresion por Minimos Cuadrados Parciales (PLS), por
lo que se explicara en primer lugar el modelo PLS.

El objetivo del modelo PLS es predecir o explicar una matriz respuesta Y a partir de una matriz
predictiva X. El PLS es un modelo de regresion multivariante basado en variables latentes. Estas
variables latentes (o componentes) son combinacion lineal de las variables en X e Y, y se definen
de forma que se maximice la covarianza entre X e Y. Ademas, con un nimero reducido de estas
variables latentes 0 componentes se consigue explicar la relacion entre X e Y, de ahi que el PLS
se incluya en los métodos de reduccion de la dimension. Asi pues, tanto las variables originales
como las observaciones se pueden proyectar sobre el nuevo espacio creado por las variables



latentes. Los scores son las proyecciones de las observaciones (en X 0 Y) en este nuevo espacio,
mientras que los loadings se definen como la contribucién de cada variable (en X o0 Y) a las
nuevas variables latentes. Ademas, en el modelo PLS también se calcula una matriz de pesos
(weights) que representan el grado de relacién entre las variables en X y en Y. Se obtienen tantos
vectores de scores, loadings y weights como componentes se seleccionen en el modelo, y para
cada una de las matrices Xe Y.

La solucion al PLS dada por el espacio de variables latentes también puede ser representada como
un modelo de regresién (Otto, 2016):

Y=X-B+F (3.1)

Siendo B la matriz que contiene los coeficientes de regresion del modelo y F la matriz de
residuos. B se calcula a partir de las matrices de pesosen X e Y.

Como se ha mencionado anteriormente, el PLS-DA es un caso particular del PLS donde la matriz
respuesta Y es ahora una variable categorica, en nuestro caso un vector indicando el grupo de
cada rata (Control o HA) que se convierte en tantos vectores 0-1 como categorias distintas tenga
Y. Asi, la nueva matriz compuesta por estos vectores 0-1 ya es una matriz numérica y puede
realizarse con ella un analisis PLS. Este analisis se realizd con la funcion “opls” de la libreria
“ropls” (Thevenot et al., 2015) disponible en Bioconductor (Gentleman et al., 2004). En nuestro
caso, se aplicé un modelo PLS-DA por cada tejido y la X de cada modelo eran los datos de
metabolémica correspondientes centrados a media cero, es decir, restando a cada variable su
media, y escalados a varianza unitaria.

Una vez obtenido el modelo PLS-DA, se utilizaron los coeficientes de regresion (matriz B) para
determinar si un metabolito presentaba un cambio importante debido a la HA. Para obtener la
significacion estadistica de dichos coeficientes, se calculé un pseudo-intervalo de confianza
mediante el método de remuestreo Jacknife. EI método Jacknife permite construir muestras
nuevas a partir de la original eliminando cada vez una observacion. Por tanto, se define la muestra
i-ésima de Jackknife como la muestra formada de eliminar la observacion i-ésima de la muestra
original (Efron, 1982):

Xi={X1, X0, Xi_1, Xis1, - X} (3.2)

Después de aplicar esta técnica se considerd6 que un metabolito presentaba un cambio
significativo entre control e HA si no estaba incluido el valor 0 en su intervalo de confianza al
95%.

Por otra parte, el parametro VIP mide la capacidad de cada variable en X para predecir la matriz
Y. Es decir, es una puntuacion que mide la importancia de cada metabolito en la proyeccién y se
define como:

VIP} = ) Wiy SSY; ]/ (SSViotexpi+P) (33)

Donde wj es el valor de ponderacion del PLS para una variable determinada xj, J es el nimero
de variables en X, SSY el porcentaje de varianza explicada en Y, y P el nimero de variables
latentes del modelo PLS (Wold et al., 1993).

El VIP es un parametro que varia en un rango fijo, ya que la suma de VIP al cuadrado para todas
las variables suma el nimero de variables. Esto explica porqué es comin asumir como umbral un
valor VIP mayor que 1 (es decir, mayor que el promedio de los valores VIP al cuadrado), lo que
significa que una variable seleccionada tendra una influencia por encima del promedio (Cocchi
et al., 2018).



Para obtener una seleccion méas robusta de los metabolitos diferencialmente expresados,
finalmente se seleccionaron aquellos con un VIP >1y un intervalo de confianza para el coeficiente
de regresidn que no contuviera el valor 0.

3.5.ANOTACION FUNCIONAL DE LOS METABOLITOS
Para la anotacién de los metabolitos se utilizaron dos bases de datos: Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes, también conocida como KEGG (Kanehisa y Goto, 2000) y Chemical
Entities of Biological Interest o CHEBI (Hastings et al., 2016).

Los Identificadores (IDs) de los metabolitos y las rutas metabolicas en las que se encuentran, se
descargaron con la APl de KEGG. También, se utilizé el conversor de IDs MBROLE v2.0
(Lopez-1béafiez et al., 2016) para convertir los IDs de KEGG a nomenclatura CHEBI. No obstante,
para algunos metabolitos se tuvo que buscar manualmente en las bases de datos el ID de KEGG
y de CHEBI correspondiente al ID de Biocrates. Ademas, se descargaron las rutas metabolicas en
las que intervienen los metabolitos a estudiar tanto de la base de datos de KEGG como de
Reactome (Jassal et al., 2020), la cual suele utilizar los IDs de CHEBI.

3.6. ANALISIS DE ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL
El objetivo de un analisis de enriquecimiento funcional es identificar rutas metabdlicas que se
encuentren enriguecidas en los metabolitos que muestran cambios significativos entre las
condiciones estudiadas, HA y control en nuestro caso. Se emplearon dos herramientas diferentes
para llevar a cabo el analisis de enriquecimiento funcional, que se describen a continuacion:
PaintOmics3 y el paquete de R mdgsa”.

3.6.1. PaintOmics3

PaintOmics3 v0.4.5 (Hernandez-de-Diego et al., 2018) es una herramienta web que permite la
visualizacidn integradora de multiples datos dmicos sobre las rutas de KEGG. Entre otras muchas
funcionalidades, PaintOmics3 realiza un analisis de enriquecimiento funcional de los metabolitos
que estan asociados a una ruta de KEGG aplicando la prueba exacta de Fisher para cada una de
dichas rutas. El test de Fisher analiza una tabla de contingencia por cada ruta en la que se pretende
averiguar si el porcentaje de metabolitos diferencialmente acumulados en la ruta en cuestion es
significativamente mayor que el porcentaje de metabolitos diferencialmente acumulados fuera de
esta ruta. En caso afirmativo, esta ruta estaria enriquecida, en nuestro caso, en los metabolitos con
cambios significativos en HA.

El “input”” proporcionado a PaintOmics3 fue una matriz con los logFC entre HA y control para
cada metabolito y tejido, y otro fichero con el nombre de los metabolitos con cambios
significativos en el tejido estudiado. Se realizo un analisis PaintOmics para cada uno de los 5
tejidos (CBLO, CX, HP, PL2W y PL4W). Como “output”” se obtuvo una tabla con el nimero de
metabolitos anotados a cada ruta y el p-valor del test de Fisher correspondiente a cada ruta.

3.6.2. Gene Set Enrichment Analysis
Mientras que PaintOmics3 realiza un tipo de enriquecimiento funcional conocido como de “sobre-
representacion” porque se basa en evaluar si, en nuestro estudio, las rutas estan enriquecidas en
metabolitos alterados por la HA, los analisis de enriquecimiento del tipo “Gen Set Enrichment
Analysis” no requieren una seleccion previa de los metabolitos con cambios significativos entre
las condiciones comparadas, sino simplemente el valor del estadistico que estime dicho cambio
para cada metabolito.



Para aplicar esta segunda estrategia se utilizo la libreria de R “mdgsa” (Montaner y Dopazo, 2010)
disponible en Bioconductor (Gentleman et al., 2004) que ajusta un modelo de regresion logistica
para cada ruta tomando el estadistico que estima el cambio en los niveles metab6licos como
variable explicativa y como variable respuesta binaria la pertenencia o no de cada metabolito a la
ruta testada. Aquellas rutas con modelos estadisticamente significativos son las que se consideran
enriquecidas en los metabolitos que presentan cambios entre condiciones. En nuestro caso, el
estadistico utilizado para indicar la magnitud del cambio entre condiciones fue el valor absoluto
de los coeficientes de regresion del modelo PLS-DA, transformado adecuadamente segln las
recomendaciones de la libreria “mdgsa”. Por otra parte, se utilizo la funcion “annotMat2list” de
esta misma libreria para convertir el fichero de anotacion funcional en una lista en la que cada
elemento corresponde a una ruta biol6gica y contiene el nombre de los metabolitos que participan
en esta via. Se descartaron para el analisis aquellas rutas metabdlicas que contenian menos de 5
metabolitos ya que se consideran bloques funcionales demasiado pequefios para el analisis
estadistico. Esta metodologia se aplico para cada uno de los 5 tejidos tanto con la anotacion y los
pathways de KEGG como con la anotacion de CHEBI y las rutas metabdlicas de Reactome.

3.7. METODOS DE INTEGRACION DE DATOS
Las metodologias descritas anteriormente se han aplicado de forma independiente sobre los datos
de cada uno de los tejidos. Para relacionar los distintos tejidos entre si de forma integrativa, se
aplico el modelo de regresion multivariante basado en variables latentes PLS (Ver apartado
“3.4.2. Andlisis Discriminante de Regresion por Minimos Cuadrados Parciales (PLS-DA)”).
En concreto, se buscaba entender las conexiones entre los metabolitos en plasma y los metabolitos
en CBLO, paratratar de identificar en plasma posibles biomarcadores de alteraciones en el CBLO,
que pudieran explicar el deterioro cognitivo producido por la HA.

Asi pues, se utilizaron los datos de PL4W como matriz explicativa X en el modelo PLS, mientras
gue la matriz respuesta Y correspondia al valor de los metabolitos con cambios significativos para
CBLO. Se ajusté el modelo seleccionando el nimero de componentes necesarias para observar
una separacion clara entre los grupos HA y control, y se seleccionaron los metabolitos mas
relevantes para el modelo en X e Y a partir de sus pesos (weights).

Por ultimo, se cre6 una red de co-regulacién de metabolitos con los metabolitos seleccionados.
Para ello, se calculd el coeficiente de correlacion de Pearson entre los metabolitos seleccionados
de ambos tejidos y se eliminaron las conexiones entre pares de metabolitos con correlacion
inferior a |0,6]. Los metabolitos seleccionados en ambos tejidos y sus conexiones se representaron
en forma de red mediante el software Cytoscape (Shannon et al., 2003).

La Figura 2 resume todos estos procedimientos que se han explicado en este apartado con el
objetivo de mejorar la comprension del flujo de trabajo al lector.
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Figura 2. Flujo de trabajo llevado a cabo en este estudio. Se obtuvieron datos metabolémicos de plasmas (PL2W
y PL4W) y de CBLO, CX e HP de 16 ratas (8 control y 8 con HA). Se realiz6 un andlisis de acumulacion diferencial
en cada uno de los tejidos. Posteriormente se estudiaron las rutas enriquecidas en los metabolitos diferencialmente
acumulados y se realizé un andlisis integrativo entre el plasma y los tejidos del encéfalo. Ademas, con los datos de
plasma se realizd un analisis para conocer qué metabolitos cambiaban a lo largo del tiempo y de condiciones
(Control/HA).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.PREPROCESAMIENTO DE DATOS

Las matrices iniciales de datos metabolomicos en cada tejido contenian las concentraciones de
180 metabolitos: 14 aminas biogénicas, 21 aminoacidos, 14 esfingomielinas, 90
glicerofosfolipidos, 40 acilcarnitinas y 1 monosacarido. En primer lugar, se realiz6 un estudio de
valores faltantes y se eliminaron aquellos metabolitos que presentaban mas del 20% de valores
faltantes. Un total de 118 metabolitos superaron el filtro. Sin embargo, pese a tener un porcentaje
de valores faltantes superior al limite establecido se afiadieron al analisis los metabolitos
creatinina, tirosina, citrulina y triptéfano, por estar relacionados con la EHM. Por lo que en total
se trabajo con 122 metabolitos. En la figura suplementaria 1 del anexo se muestra la distribucion
de los valores faltantes, antes y después de realizar el filtro.

Los valores faltantes se imputaron mediante el algoritmo “mice” y posteriormente se realizd una
transformacion logaritmica de los datos debido a que presentaban distribuciones muy asimétricas
con casi todos los valores muy bajos y unos cuantos extremadamente altos. A continuacion, se
probaron tres estrategias de normalizacion diferentes para hacer comparables las distintas
muestras (ratas): normalizacién por la mediana, por cuantiles y con el método VSN. Se escogid
normalizar por la mediana debido a que es el método de normalizacion que obtuvo una mejor
separacion de las muestras en funcidn del grupo al que pertenecen: Control o HA. En la Figura 3
se muestran los diagramas de cajas y bigotes para cada muestra de CBLO antes y después de
realizar la transformacién logaritmica y la normalizacién por la mediana. Los gréaficos para el
resto de tejidos se encuentran en la figura suplementaria 2 del anexo. Ademas, con este
procedimiento, no se fuerza a que las distribuciones sean exactamente iguales como en la
normalizacién por cuantiles.
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Figura 3. Diagramas de caja y bigotes de valores correspondientes a muestras de CBLO. A la izquierda se

muestran los datos crudos y a la derecha los datos después de realizar la transformacion logaritmica y la normalizacion
por la mediana. C, control; H, HA.
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C2 (9%)

4.2.EFECTO DE LA HA CRONICA EN CADA TEJIDO

4.2.1. Acumulacion diferencial
Uno de los principales objetivos de este proyecto es encontrar cambios en la concentracion de los
metabolitos en respuesta a la dieta rica en amonio, para posteriormente determinar su posible
relacién con la EHM. Para ello, se aplicaron dos estrategias diferentes para el analisis de cada
matriz de datos normalizada: modelos lineales y métodos de clasificacion multivariantes de
reduccidn de la dimension (PLS-DA).

En la primera estrategia se utilizo la libreria de R “limma” (Ritchie et al., 2015). Se generd un
modelo lineal para cada metabolito, en el que su concentracion en cada muestra era la variable
respuesta y el grupo (Control/HA), la variable explicativa. Se seleccionaron como metabolitos
diferencialmente acumulados, es decir, con cambios estadisticamente significativos entre ambos
grupos de ratas (Control e HA), aquellos compuestos cuyo coeficiente de regresion asociado al
factor grupo tenia un p-valor inferior a 0,05 y, como filtro adicional, presentaban un [logFC| >
0,2. Los resultados de este analisis se recogen en la tabla suplementaria 1 del anexo, en la que se
puede observar que esta metodologia no logroé capturar los metabolitos diferenciales entre las dos
condiciones estudiadas, debido probablemente a la alta variabilidad observada dentro de cada
grupo unida al reducido tamafio muestral. La alta variabilidad podria ser debida a diversos
motivos como posibles efectos de lote o “batch effect” no determinados: separacion de las ratas
en jaulas, hora de alimentacion antes de la extraccion del plasma, peso de las ratas etc. En
cualquier caso, no fue posible determinar las causas de dicha variabilidad, por lo que no se
pudieron corregir los datos para reducir este ruido adicional.

Por todo ello, se opt6 por aplicar una técnica de reduccién de la dimensién supervisada (PLS-
DA), ya que este tipo de metodologias manejan mejor el ruido de los datos. La Figura 4 muestra
los gréaficos de scores del PLS-DA para las dos primeras componentes de muestras
correspondientes a CBLO y PL4W de ratas sometidas a una dieta rica en amonio (H) o una dieta
normal (C). Los graficos PLS-DA para el resto de tejidos se muestran en la Figura suplementaria
3 del anexo.
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Figura 4. Grafico de scores del modelo PLS-DA para las dos primeras componentes. A la izquierda se muestra
el PLS-DA para CBLO y a la derecha para PLAW. C, control; H, HA; C1, primera componente; C2, segunda
componente. Entre paréntesis, el porcentaje de varianza de los datos metabolémicos explicado por cada componente.
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Como se puede observar, las dos primeras componentes separan perfectamente los dos grupos de
ratas, de hecho, en el caso de las muestras de PL4W solo la primera componente ya indica una

perfecta separacion. En cada tejido, se determind el nimero de componentes necesario para la

separacion de ambos grupos de ratas y se obtuvieron los valores de VIP y los coeficientes de
regresion para dicho nimero de componentes. Finalmente, se seleccionaron los metabolitos con
cambios significativos como aquellos con un VIP >1 y cuyo intervalo de confianza al 95% para
el coeficiente de regresion obtenido por el método de remuestreo Jackknife, no contuviera el valor
0. En todos los tejidos se observaron metabolitos con cambios significativos entre las dos
condiciones estudiadas: en CBLO, 31 metabolitos; en CX, 36; en HP, 39; en PL2W, 36 y en

PL4W, 40 (Tabla 1).

Tabla 1: NUmero de metabolitos con cambios significativos en HA con el método PLS-DA.

RP®@ RN® Total Porcentaje®©
CBLO 26 22 48 36,86%
CX 39 36 75 61,48%
Coefp® HP 25 59 84 68,85%
PL2W 18 51 69 56,57%
PLAW 62 29 91 74,60%
CBLO 23 25 48 39,34%
CX 17 21 38 31,15%
VIP® HP 23 25 48 39,34%
PL2W 5 31 36 29,51%
PLAW 24 16 40 32,79%
CBLO 15 16 31 25,41%
CX 17 19 36 29,51%
Coefp NVIPO  HP 16 23 39 31,97%
PL2W 5 31 36 29,51%
PLAW 24 16 40 32,79%

@Regulacion positiva, mayor concentracion en HA; ®Regulacion negativa, menor concentracion en
HA; ©Porcentaje de metabolitos con cambios significativos entre ambas condiciones con respecto el
total; @Metabolitos que no contienen el valor 0 en el estudio del intervalo de confianza de los
coeficientes de regresion; © Metabolitos con VIP >1; ®Metabolitos que cumplen con los criterios VIP

y de coeficiente de regresion.

En la Figura 5 se muestra un mapa de calor que resume los resultados del analisis de
acumulacién diferencial para cada tejido y metabolito seleccionado, agrupados en
esfingomielinas y glicerofosfolipidos (Figura 5A) y aminoéacidos, aminas biogeénicas,
monosacaridos y acilcarnitinas (Figura 5B). A continuacion, se discute la relacion de algunos
de los metabolitos seleccionados con la HA crénica y la EHM.
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Figura 5. Mapa de calor de los metabolitos con cambios significativos por tejidos. A) Mapa de calor de
esfingomielinas y glicerofosfolipidos. B) Mapa de calor de amino&cidos, aminas biogénicas, monosacéridos y
acilcarnitinas. En blanco sin cambios significativos entre control e HA; en rojo niveles mas bajos en HA y en
azul, niveles mas altos. Las distintas tonalidades de color se asocian con la magnitud del cambio de las
concentraciones de los metabolitos entre ambas condiciones. El orden de los tejidos en el grafico se establece en
funcioén de la similitud de perfil metab6lico. Los lipidos se describen con la notacion "Cx: y", donde x denota el
namero de carbonos en la cadena principal e y el nimero de dobles enlaces. PC, fosfatidilcolina; lysoPC,
lisofosfatidilcolina; SM, esfingomielina.

Glutamina, glutamato y aspartato

En la figura 5B se muestra que la glutamina se encuentra significativamente elevada en CBLO en
HA, pero no en el resto de tejidos. Estos resultados concuerdan con otros estudios que han
reportado un aumento de glutamina en cerebro en condiciones de HA y de EH, tanto en humanos
(Weiss et al., 2016) como en modelos animales (Rathakumari et al.,1994; Cudalbu et al., 2012;
Cabrera-Pastor et al., 2019). EI amonio se produce en todos los 6rganos del cuerpo, pero solo el
higado tiene el conjunto completo de enzimas para detoxificarlo en forma de urea (Walker, 2014).
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El resto de tejidos extrahepaticos (incluido el cerebro), tanto en condiciones normales como de
HA, eliminan el amonio incorporandolo a la glutamina mediante la accion de la glutamina
sintetasa (Cooper et al., 1979; Walker, 2014). Por tanto, al haber una mayor cantidad de amonio,
los niveles de glutamina aumentan con respecto al control como mecanismo del CBLO para
detoxificar el amonio. A pesar de que la glutamina tiene un papel detoxificante al captar amonio,
también esta relacionada con efectos negativos en la EH. Su acumulacion en los astrocitos
provoca un desequilibrio osmotico que se asocia con estrés oxidativo, inflamacién y aparicion de
sintomas neuropatoldgicos (Watson et al., 1985; Shawcross et al., 2004ab). Durante mucho
tiempo se ha considerado que esta inflamacion de los astrocitos era comun en todos los tipos de
EH (Brusilow et al., 2010). Sin embargo, algunos estudios no apoyan esta idea para la enfermedad
hepética cronica (Oria et al., 2010; Cauli et al., 2014) por lo que es un tema que adn esta en
debate.

También en el CBLO se advierte una mayor cantidad de glutamato, un neurotransmisor excitador
del SNC. La glutamina y el glutamato son metabolitos que estan estrechamente relacionados a
través del ciclo de la glutamina — glutamato (Figura 6). Brevemente, la glutamina formada en los
astrocitos a partir de amonio y glutamato por la glutamina sintetasa, atraviesa la célula glial y se
introduce en la neurona glutamatérgica donde se transforma a glutamato y amonio por la accién
de la glutaminasa. El glutamato liberado de las neuronas presinapticas se une a receptores
especificos de las neuronas postsinapticas. ElI excedente se introduce en el astrocito para
convertirse de nuevo en glutamina (mediante la accion de la glutamina sintetasa), la cual puede
atravesar la BBB y verterse al torrente sanguineo para su posterior detoxificacion, o viajar de
nuevo a la neurona (Felipo y Butterworth, 2002; Bak et al., 2006). Debido al exceso continuo de
amonio y a esta vinculacion entre la glutamina y el glutamato parece I6gico observar un aumento
de ambos metabolitos en CBLO en condiciones de HA con respecto al control. Los estudios de
Cabrera- Pastor et al., (2019) respaldan los resultados obtenidos ya que demostraron que la HA
produce un aumento en los niveles de glutamato, glutamina y GABA (neurotransmisor que se
sintetiza a partir del glutamato) extracelular en el CBLO, en el mismo modelo animal de HA
cronica utilizado en este estudio.

NEURONA
SANGRE ASTROCITO PRESINAPTICA

I I ov GIn > HNL\HCLOH Gln
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o ‘“1
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NEURONA POSTSINAPTICA

Figura 6. Esquema del ciclo de la glutamina-glutamato. Gln, glutamina; Glu, glutamato; NMDAR, Receptor
NMDA; a-KG, alfa cetoglutarato; TCA, ciclo de Krebs. 1, glutaminasa; 2, glutamina sintetasa; 3, glutamato
deshidrogenasa. Adaptado de Felipo y Butterworth, (2002).
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Contrariamente al CBLO, en el CX el glutamato se encuentra en menor concentracion en HA,
aunque no se observan cambios significativos en los niveles de glutamina (Figura 5B). Esto podria
ser debido a que la actividad de alguna de las enzimas que participan en este proceso se encuentra
alterada en estos tejidos. La diferencia en la alteracion de la neurotransmision entre CBLO y CX
por la HA ya ha sido reportada con anterioridad por Cauli et al., (2009c).

Cabe afadir que el aspartato se acumula menos en CBLO, pero mas en el CX en HA (Figura 5B).
El aspartato no es esencial en mamiferos, y es producido a partir del a-cetaglutarato por una
reaccion de transaminacion catalizada por la accion de la enzima Aspartato Aminotransferasa
(AST) mediante la siguiente reaccion (McKenna et al., 2000):

L
Aspartato + a.cetoglutarato Glutamato + Oxalacetato

Luego se puede presuponer que en el CX la reaccion esta desplazada hacia la formacion del
aspartato y en CBLO hacia la produccion del glutamato. Estos resultados parecen indicar que hay
una desregulacion en la actividad de la AST y que difiere entre estos tejidos. Por ello, seria
interesante un estudio mas exhaustivo de esta ruta en las diferentes regiones cerebrales y con
distintas concentraciones de amonio. Ademas de esta ruta de biosintesis de glutamato a partir del
aspartato mediante la AST, también puede sintetizarse a partir de la glutamina con la enzima
glutaminasa vy, a través de la conversion de o-cetaglutarato por la glutamato deshidrogenasa
(McKenna et al., 2000) (Figura 6). De forma que la variacion observada de glutamato (reduccion
0 aumento), ademas de poder deberse a la actividad de la AST, podria verse favorecida o reforzada
por las otras rutas de biosintesis de glutamato mencionadas. Para esclarecer la aportacion de cada
una de ellas, se podria realizar un estudio en el que se inactiven estas enzimas en el modelo animal
y estudiar los productos resultantes. Asi, una vez identificada la via implicada o méas afectada, se
podrian estudiar los mecanismos por los que esta alterada.

ADMA, citrulina v arginina

El ADMA, dimetilarginina asimétrica, es otro metabolito que presenta cambios significativos
entre control e HA. En la figura 5B se observan niveles elevados de ADMA en CBLO, HP y
PL4W. Previamente, otros autores han observado un aumento de ADMA en distintas condiciones
como el envejecimiento (Kielstein et al., 2003; Scalera et al., 2004; Sverdlov et al., 2014),
hipertension (Perticone et al., 2005; Matsuguma et al., 2006), otras enfermedades
cardiovasculares (Zoccali et al., 2001; Meinitzer et al., 2007; Schlesinger et al., 2016) e incluso
en HA (Lluch et al., 2004; Bajaj et al., 2013). EI ADMA se obtiene por la metilacién de residuos
de arginina por la accion de enzimas de la familia de la Proteina-Metil Transferasa, PRMT-1,
siendo esta la principal enzima generadora de ADMA (Oliva-Damaso et al., 2019). A su vez, la
Dimetilarginina Dimetilaminohidrolasa, DDAH-I, favorece la hidrélisis de ADMA a
dimetilamina y citrulina (Leiper, 2005). Debido a la relacion de ADMA con la citrulina y la
arginina, es necesario estudiar estos tres metabolitos conjuntamente. Asimismo, son muchos los
estudios que han informado de una desregulacion (tanto en humanos como en ratas) de ADMA,
arginina y DDAH-I en condiciones de HA, tal y como se recoge en la revision de Czarnecka et
al., (2017b). Por su parte, el ADMA actlia como un inhibidor endogeno de la Oxido Nitrico
Sintasa (NOS) ya que compite con la arginina por el sitio activo de NOS (Figura 7). En efecto,
Faraci et al., (1995) reportaron que el 50% de la actividad de la NOS del cerebro de ratas se
inhibia mediante la infusién de ADMA. Por tanto, ADMA limita la produccion de Oxido Nitrico
(NO), el cual es un vasodilatador enddgeno que regula la perfusion del cerebro e influye
significativamente en el tono de las arterias y de los vasos venosos (ladecola, 1993).
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Figura 7. La HA crénicainhibe la via NO-cGMP. En la HA crénica hay una mayor actividad
de la proteina quinasa Il dependiente de calcio / calmodulina (CaMKII), que unido a la
calmodulina (CM), fosforila (P) la NOS en Ser847, reduciendo su actividad y formacion de
NO. Esto da como resultado una menor activacion de la guanilil ciclasa soluble (sGC) y una
sintesis reducida de cGMP. Ademas, la NOS también esta modulada por ADMA, la cual se
obtiene de la metabolizacién de la L-arginina a través de PRMT-1. La enzima DDAH-I
participa en el catabolismo de ADMA obteniendo como resultado citrulina. Adaptado de
Felipo, (2013).

Concretamente en este estudio, el nivel de ADMA esta elevado en CBLO (Figura 5B), mientras
gue el de arginina esta disminuido (no hay cambios significativos para la citrulina). Esto podria
indicar, por un lado, que se produce mas arginina, tal vez por una actividad elevada de la PRMT-
1. Sin embargo, son pocos los trabajos que han estudiado PRMT-1 en HA. Czarnecka et al.,
(2017a) observaron gque no habia cambios significativos en la expresion de PRMT-1 en CX de
ratas con HA inducida por tioacetamida. También Mookerjee et al., (2007) informaron de una
expresion reducida de las enzimas DDAH y un aumento de PRMT-1 en higados de hepatitis
alcohdlica. No obstante, no existen trabajos en los que se haya evaluado la actividad de estas
enzimas en EH. Por otro lado, podria ser que, debido al efecto inhibidor que ejerce ADMA en la
NOS obligue a la arginina a catabolizarse en ADMA. Al mismo tiempo, que no se eleven los
niveles de citrulina ante el aumento de ADMA podria indicar que la enzima DDAH-I no puede
hacer frente a tal cantidad de ADMA. De hecho, diversos autores proponen que la principal causa
de la elevacion de ADMA durante la HA esta relacionada con la disminucion de la actividad de
DDAMH-I (Tain et al., 2010; Balasubramaniyan et al., 2012). De esta forma, se puede predecir que
la actividad de la NOS va a ser mucho menor por dos motivos:1) hay menos sustrato, arginina; 2)
hay mayor cantidad de ADMA que bloquea la actividad enzimatica de la NOS. Por su parte, en
el CX, se encuentran niveles bajos de arginina y de citrulina, pero ningin cambio en ADMA
(Figura 5B). Los niveles bajos de citrulina podrian indicar una baja actividad de la NOS por falta
de sustrato (arginina). En el caso de HP, se observa niveles elevados de ADMA y citrulina en HA
pero niveles normales de arginina con respecto al control (Figura 5B). Este es un caso parecido
al del CBLO, en donde posiblemente haya una mayor metabolizacion de arginina a ADMA. Por
ello y a diferencia que en CBLO, se observa un aumento de citrulina. Esto podria ser debido a
que la enzima DDAH-I en HP no estéa alterada como si podria estarlo en el CBLO. No obstante,
para corroborar estas hipotesis se requeriria realizar estudios adicionales en el que se midan los
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niveles de estos metabolitos. Pero también de NO, de dimetilamina y la expresién y la actividad
enzimatica de DDAH-1, NOS y PRMT-1, tanto en control como en HA en las diferentes regiones
del encéfalo. Ademas, también seria interesante investigar otras rutas de obtencién de citrulina
para ver como contribuye cada ruta a su cantidad final. Quiza estos estudios que se proponen
permitan esclarecer la relacion de estos metabolitos y la actividad enzimatica en EHM y explicar
las diferencias observadas entre los 3 tejidos analizados.

En cuanto a las consecuencias que supone niveles altos de ADMA se encuentra la
vasoconstriccion producida al inhibir la NOS y por tanto, la sintesis de NO. De igual modo, la
desregulacion de la sintesis de NO produce alteraciones en los niveles de cGMP (Fedele y Raiteri,
1999; Madhusoodanan y Murad, 2007), lo cual segin Czarnecka et al., (2017b) es un
denominador comun de la mayoria de los sintomas que acompafian a la progresién de la HA
cronica y aguda. En efecto, Erceg et al., (2005ab) asociaron la disminucion de la sefializacién de
cGMP en el CBLO con disfuncion cognitiva y deterioro del aprendizaje en EH. También se ha
informado en ratas con Ligadura de los Conductos Biliares (BDL), que la elevacidn de los niveles
de ADMA plasmaéticos y hepéticos se correlaciond positivamente con la gravedad de la
enfermedad y los marcadores de estrés oxidativo (Tain et al., 2010). Por ello seria interesante
estudiar el efecto que tiene ADMA sobre la produccion de cGMP vy relacionarlo con el estado
cognitivo de las ratas con HA y con las manifestaciones clinicas propias de la EHM.

Glicina y serina

Laglicinay la serina son otros metabolitos relevantes para el funcionamiento neuroldgico normal,
gue también pueden estar alterados en condiciones de HA. Por un lado, la serina es un aminoacido
no esencial muy importante ya que es el precursor de otros dos aminoacidos, glicina y D-serina,
gue regulan la transmision glutamatérgica excitadora. Estas moléculas actllan como co-agonistas
del receptor de glutamato NMDA: la D-serina interviene sobre los Receptores NMDA (NMDAR)
sinapticos facilitando la potenciacion a largo plazo (Mothet et al., 2000; Papouin et al., 2012; Li
et al., 2013). Mientras que la glicina actda principalmente sobre los NMDAR extra-sinapticos
(Papouin et al., 2012) involucrados en trastornos neurodegenerativos y muerte celular
(Hardingham y Bading, 2010). Ademas, la glicina actiia como neurotransmisor inhibidor a través
del receptor ionotrépico de glicina.

En cuanto a la glicina, se observan niveles altos en CBLO, pero no hay diferencias significativas
en HP y CX entre las ratas control e HA (Figura 5B). Previamente Cabrera-Pastor et al., (2016a)
reportaron que la HA altera fuertemente la neurotransmision glicinérgica en CBLO vy la
modulacion por la glicina de la via glutamato-NO-cGMP. Al no observarse cambios en los niveles
de glicina en HP y CX, se podria insinuar que no es necesario estudiar los efectos de este
metabolito en estas areas. Con respecto a la serina, nuestros resultados (Figura 5B) muestran
niveles bajos en CBLO y CX, pero altos en HP en ratas con HA. Estos resultados sugieren que,
en HA la serina podria alterar la modulacion del NMDAR en las tres regiones cerebrales, pero de
manera opuesta en HP con respecto a CX y CBLO. A pesar de que en la literatura no se han
encontrado muchos articulos que asocien alteraciones en la concentracion de serina con la HA o
la EHM, si que se ha relacionado la escasez de D-serina con otras patologias neurologicas como
la esquizofrenia y el trastorno bipolar (Snyder y Ferris, 2000; Hashimoto et al., 2005).
Concretamente Basu et al., (2009) informaron que los ratones modificados genéticamente que
carecen de la capacidad de producir D-serina tienen una neurotransmision glutamatérgica
profundamente alterada. Ademaés, observaron que presentaban anomalias de comportamiento
homélogas a la de la esquizofrenia, con hiperactividad, memoria espacial deteriorada y ansiedad.
Ademas de conocer qué efectos tiene las diferentes concentraciones de serina en los tejidos que
se estudian, también seria interesante conocer cudles son los mecanismos que regulan la
produccion y el metabolismo de la serina para explicar las diferencias observadas entre tejidos.
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Por otro lado, en el SNC, la serina participa en la formacion de fosfolipidos y de ceramidas, la
columna vertebral de los esfingolipidos. Los lipidos son los compuestos organicos mas
abundantes del cerebro, representando hasta el 50% de su peso seco (Maugard et al., 2020). Estos
fosfolipidos son importantes en las vias de sefializacion de la apoptosis (Tabatabaie et al., 2010).
Las esfingosinas son los precursores de la esfingomielina que se encuentran en las vainas de
mielina (Maugard et al., 2020). La importancia de la L-serina en la formacién de esfingolipidos
fue reportada por primera vez por Mitoma et al., (1998). En su estudio demostraron que la
administracion externa de L-serina era esencial para la sintesis de esfingolipidos y fosfatidilserina
en neuronas cultivadas in vitro. Los lipidos, por tanto, constituyen un componente esencial en el
funcionamiento neuronal. Nuestros resultados muestran cambios significativos en el perfil
lipidomico de ratas con HA tanto en los diferentes tejidos del encéfalo como en el plasma (Figura
5A). Bien es cierto, que estos cambios son diferentes entre los distintos tejidos estudiados
asemejandose en mayor medida entre las muestras de plasma. Los cambios observados en los
niveles de lipidos podrian indicar que la HA altera el metabolismo lipidico, pero de forma
diferente en las distintas regiones del encéfalo. Recientemente, Rubio et al., (2021) en su analisis
multiémico advirtieron que las fosfatidilcolinas insaturadas de cadena larga, el aumento del
transporte de &cidos grasos y la produccién de prostaglandinas estan fuertemente vinculados al
plasma de pacientes con EHM. Sin embargo, el metabolismo de los lipidos y los procesos
bioldgicos en los que intervienen es un campo aun inexplorado en HA y EHM, aunque no en otras
enfermedades neuroldgicas como Parkinson (Mileti¢ et al., 2020), Alzheimer (Whiley et al.,
2014) y enfermedad de Huntington (McGarry et al., 2020). Mapstone et al., (2014) utilizaron el
mismo kit de Biocrates que en el presente trabajo e identificaron diez lipidos de sangre periférica
que predicen el deterioro cognitivo leve o la enfermedad de Alzheimer con una precision del 90%.
Entre ellos, PC.aa.C38.6 y PC.ae.C40.6 en PL2W, y PC.aa.C40.6 en PL2W y PL4W, también se
redujeron significativamente en ratas con HA crénica en nuestro estudio (Figura 5A). No obstante,
PC.aa.C38.0 estéd incrementado en PL4W en nuestro trabajo a diferencia de lo que ocurre en el
estudio de Mapstone et al., (2014). Recientemente, el estudio metabolémico Ilevado a cabo por
McGarry et al., (2020) mostr6 que los defectos en el metabolismo de la serina, la glicina y el
aumento de algunas fosfatidilcolinas y esfingomielinas en liquido cefalorraquideo de pacientes
con enfermedad de Huntington estan relacionados con su progresion clinica. Como en el estudio
de Mapstone et al., (2014), los resultados obtenidos sugieren un futuro analisis con el cual se
podrian correlacionar los lipidos alterados en plasma de ratas con HA crénica con las alteraciones
cognitivas y motoras en estas ratas y asi encontrar posibles biomarcadores de las alteraciones
neurolégicas en EHM.

Amino&cidos de cadena ramificada, triptdfano, serotonina y quineurina

En la figura 5B se observan cambios entre Control e HA en los niveles de Aminoacidos de Cadena
Ramificada (BCAA) tales como la leucina y la isoleucina, que son aminoacidos esenciales. La
isoleucina se encuentra elevada en CX, HP y PLAW, mientras que se observa una disminucion de
leucina en CX. El aumento de los niveles de BCAA de nuestro estudio en PL4AW estd en
contraposicién con los resultados de otras investigaciones donde se observa una disminucion de
BCAA en plasma de pacientes con cirrosis y EHM (Jiménez et al., 2010) y en ratas con HA aguda
(Holecek et al., 2011). De hecho, durante mucho tiempo se ha sugerido que la suplementacion
con BCAA podria mejorar la enfermedad. Incluso las guias de la Sociedad Europea de Nutricion
Clinica y Metabolismo recomiendan el uso de suplementos enriquecidos con BCAA en pacientes
con EH (Plauth et al., 2006; Vilstrup et al., 2014). EI mecanismo beneficioso que se le asocia es
que puede activar la reaccion de aminotransferasa de BCAA y mejorar la desintoxicacion del
amonio al incorporarlo al glutamato y formar glutamina (Wagenmakers et al., 1990). Sin
embargo, en otros estudios se ha dudado de la eficacia de la administracion de los BCAA
(Alexander et al., 1989; Als-Nielsen et al., 2003). En la revision de Gluud et al., (2017), realizada
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con datos de varios ensayos clinicos, se concluye que los BCAA tienen un efecto beneficioso en
la EH, pero no tienen ningln efecto sobre la mortalidad y la calidad de vida de las personas.
Ademas, se le han asociado efectos perjudiciales relacionados con el aumento de glutamina en el
organismo, tal y como se ha argumentado previamente. De esta forma, la suplementacion de
BCAA es un campo en donde queda mucho por investigar y esclarecer. Dicho esto, nuestros
niveles elevados de isoleucina en PL4W, podrian ser debidos a un mecanismo de compensacion
del organismo ante el aumento de amonio para favorecer su incorporacion a la glutamina. De
hecho, en situaciones de estrés, como enfermedad o ejercicio fisico intenso, se produce la ruptura
de las proteinas musculares, liberando BCAA (Holecek, 2001). Cabe recalcar que el modelo
animal empleado son ratas que poseen HA crénica y que corresponden a las fases tempranas de
la EHM. Ademads, en la literatura se asocia la disminucién de los BCAA en plasma en modelos
animales de HA aguda, no crénica y en pacientes con estadios méas comprometidos de la afeccion.
Por lo gue en nuestro modelo incipiente de EHM, podria ser que las ratas compensen el exceso
de amonio con una mayor conversion a glutamina para su posterior eliminacion por el higado.

En el mapa de calor (Figura 5B), se observa que los niveles de serotonina y triptéfano se
encuentran disminuidos en CBLO de las ratas con HA mientras que en los demas tejidos
cerebrales (HP y CX) no hay cambios significativos. El triptéfano (aminoacido esencial) es el
precursor de la 5-hidroxitriptamina, conocida como serotonina, la cual tiene una gran influencia
en una amplia variedad de trastornos motores (Kawashima, 2018) y neuroconductuales,
especialmente neuropsiquiatricos. En efecto, se ha asociado a muchos trastornos psiquiatricos
como ansiedad o comportamiento agresivo (Mendoza y Foundas, 2007). El triptofano también
participa en la via de la quinurenina, que esta relacionada con la depresion y la esquizofrenia, y
se ha demostrado que inhibe competitivamente los receptores ionotropicos del glutamato
(Muneer, 2020). Esta via metabdlica se produce también en las bacterias que constituyen la
microbiota intestinal y se piensa que pueden regular la funcién cerebral al modular los NMDAR
(Muneer, 2020). Nuestros resultados muestran un aumento del nivel de quineurina en HP en HA
(Figura 5B). De esta forma, los cambios de comportamiento en pacientes con EHM (Martin-
Valenzuela et al., 2020) podrian ser consecuencia de alteraciones en los niveles de quineurina,
serotonina y triptéfano. La variacion de estos dos Gltimos metabolitos en HA ya ha sido analizada
en otros estudios. Bachmann et al., 2004 comprobaron que la infusién de amonio en ratas aumenta
los niveles de triptéfano cerebral y el metabolito derivado de la serotonina, el Acido 5-
hidroxiindol-acético (5HIAA), pero no de serotonina. También se vio una acumulacién de
triptéfano y 5HIAA en el tejido cerebral de ratas con HA inducida por ureasa (Felipo y
Butterworth, 2002). Este aumento del 5HIAA podria explicarse por una mayor actividad de la
enzima Monoamino Oxidasa (MAQ), encargada de metabolizar la serotonina, tal y como se ha
observado en el CBLO de ratones con HA congénita (Rao et al., 1994). También se ha informado
de una disminucidn de los niveles de serotonina y un aumento de la actividad MAO en ratas BDL,
otro modelo de EH con HA (Dhanda y Sandhir, 2015). El incremento de 5SHIAA y la mayor
actividad de MAO en HA podrian explicar los bajos niveles de serotonina que observamos en
CBLO.

No obstante, el cambio en los niveles de tript6fano que hemos obtenido en CBLO (Figura 5B) no
esta en relacion con la bibliografia anteriormente citada. A pesar de ello, se pueden justificar estos
niveles bajos de triptéfano en CBLO, y también de serotonina, por la relacion existente entre los
BCAA y los Aminoéacidos Aromaticos (AAA) como el triptéfano, la fenilalanina y la tirosina. Es
bien sabido que los BCAA y los AAA compiten por unirse a un transportador situado en la BBB.
En consecuencia, cuando aumentan los niveles plasmaticos de BCAA, también se incrementan
las concentraciones de BCAA en el cerebro y disminuyen las de AAA (Fernstrom, 2005). El
aumento de BCAA en plasma y su efecto en algunos neurotransmisores se ha asociado
previamente a diferentes patologias. Un estudio de aleatorizacion mendeliana mostré que los
niveles plasmaticos elevados de BCAA, en concreto la isoleucina, podrian estar asociados con la
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enfermedad de Alzheimer posiblemente al modificar la sefializacion serotoninérgica (Larsson y
Markus, 2017). De esta manera, se pueden justificar los niveles reducidos de triptéfano en el
CBLO (y los de fenilalanina en HP): como los niveles de isoleucina estan elevados en PL4W,
impide que el triptofano atraviese la BBB, observandose niveles reducidos en CBLO y por
consiguiente, de serotonina. Una de las cuestiones a abordar seria medir la actividad enzimatica
MAO vy los niveles de 5SHIAA en este modelo de EHM, para saber si esta disminucién de
serotonina se debe solo a la falta de triptéfano en el CBLO o también se debe a una actividad
elevada de MAO.

Histamina

Otra amina importante es la histamina, que se encuentra elevada en HA tanto en CBLO como en
PLAW (Figura 5B). Por un lado, la histamina acta como neurotransmisor modulando el equilibrio
motor, la coordinacion (Li et al., 2014; Zhang et al., 2016a) y la consolidacién de la memoria en
el CBLO (Silva-Marques et al., 2016). Las alteraciones en el sistema histaminérgico en EH ya
han sido reportadas en otros trabajos. Se observé que las ratas con anastomosis portocava, un
modelo de EH, presentaban niveles elevados de histamina en las regiones cerebrales (Fogel et al.,
1991; Lozeva et al., 1998). La acumulacién de histamina puede contribuir a la alteracién de los
ritmos circadianos, el ciclo de suefio-vigilia y la actividad locomotora en la EH (Lozeva et al.,
2001, 2003; Spahr et al. 2007). Recientemente, Sergeeva et al., (2020) demostraron el papel del
sistema histaminérgico en la modulacién de la vigilia en los trastornos de HA, lo cual puede
contribuir al deterioro de la coordinacion motora y de la memoria, y a cambios del ritmo
circadiano en EHM. Por otro lado, la histamina también tiene una funcién importante tanto en los
procesos inmunitarios como en las alergias. Los mastocitos son las principales células liberadoras
de histamina y se consideran los primeros inductores de la activacion microglial, pudiendo
producir neuroinflamacion y deterioro cognitivo (Dong et al., 2017; Zhang et al., 2016b). En
concreto, Rodrigo et al., 2010 observaron que la HA cronica induce activacién microglial y
neuroinflamacion, procesos que contribuyen a las alteraciones cognitivas y motoras que ocurren
durante la EH. Por tanto, los niveles aumentados de histamina podrian contribuir a la activacion
microglial por HA en el CBLO.

DOPA

Otro dato sorprendente que se aprecia en la Figura 5B, es el aumento de DOPA en CBLO de ratas
con HA, ya que en esta region del encéfalo no existen neuronas dopaminérgicas. Los motivos de
este aumento se desconocen, asi como su funcion biol6gica. Por ello, pensamos que tal vez seria
atil un estudio exhaustivo de como varia la distribucion de DOPA en el SNC en HA.

A pesar de haber identificado metabolitos con cambios significativos en todos los tejidos, se
observa (Figura 5B) que las variaciones son mayores y mas pronunciadas en el CBLO que en el
resto de tejidos, para el caso de los aminoécidos y las aminas. Esto podria ser debido a que el
CBLO es una de las areas del encéfalo mas sensible al aumento de amonio que el resto. De hecho,
O’Carroll et al., (1991) observaron que en los pacientes con HA existe una redistribucion del flujo
sanguineo caracterizada por una reduccion del mismo en las estructuras corticales y un aumento
concomitante en algunas areas subcorticales como el CBLO. También podria ser que el CBLO
fuese la parte del encéfalo que primero sufre los efectos de la HA ya que, como se ha explicado
anteriormente, el modelo animal utilizado simula etapas tempranas de la EHM. Corroborando los
resultados de este estudio en cuanto al CBLO, Felipo et al., (2014) mostraron que el flujo
sanguineo en el CBLO aumenta en pacientes cirrdticos, incluso en los que no tienen EHM, y que
correlaciona con alteraciones en diferentes anlisis psicométricos, sugiriendo que es un marcador
de alteraciones neurolGgicas en pacientes cirréticos, mas temprano y sensible que las pruebas
psicomeétricas utilizadas actualmente para el diagnéstico de EHM. En cuanto a los esfingolipidos
y fosfolipidos, los cambios son méas parecidos entre tejidos, aunque para el caso del CBLO es la
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region que menos variacion sufre de una condicion a otra. Con respecto a la funcionalidad de los
metabolitos, cabe destacar que los aminoacidos y aminas son muy relevantes en el funcionamiento
del SNC y tienen una o més funciones diferentes. En cambio, los lipidos son muchos, pero con
igual funcién los que pertenecen al mismo grupo, con lo cual realmente son 2 “metabolitos”
Unicos: esfingomielinas y glicerofosfolipidos. Teniendo en cuenta que los tejidos estan agrupados
en funcion de su similitud del perfil metabolomico (Figura 5), pone de manifiesto que tanto CX
como HP tienen unas caracteristicas metabolomicas mas parecidas entre ellos que con el CBLO.
Cauli et al., 2009c ya observaron estas diferencias en HA entre CBLO y CX en cuanto a la
activacion del receptor GABA. La similitud en el perfil metab6lico de CX e HP y sus diferencias
con CBLO no son exclusivas de la HA. En su estudio metabolémico no dirigido con ratones
sanos, Choi et al., (2018) observaron que el HP y el CX presentaban un metaboloma muy similar
Yy que este era significativamente diferente al del CBLO.

4.2.2. Enriguecimiento funcional

Para el enriquecimiento funcional se emplearon dos estrategias diferentes. La primera mediante
PaintOmics3, pero dado que se encontraron pocas rutas enriquecidas en nuestros metabolitos
diferencialmente acumulados, se optd por la metodologia “Gene Set Analysis” mediante la
libreria de R “mdgsa”. De esta forma, se analizaron las rutas metabdlicas que se encuentran
enriquecidas en los metabolitos significativamente diferenciales en cada uno de los cinco tejidos
estudiados. Ademas, de cada uno de los tejidos se obtuvieron los resultados del enriquecimiento
funcional correspondientes a los dos tipos de bases de datos de vias metabdlicas empleadas:
KEGG y Reactome (Tabla 2). Entre las rutas significativamente alteradas en CBLO cabe destacar
la de Interaccién neuroactiva ligando-receptor, Transportadores ABC (significativa en PL4W),
Transportadores transmembrana mediado por SLC y Transportadores de neurotransmisores
dependientes Na*/CI~.

En primer lugar, en la via Interaccion neuroactiva ligando-receptor participan algunos
neurotransmisores y neuromoduladores del SNC que podrian verse afectados por la HA como es
el caso del glutamato. El glutamato es un neurotransmisor excitador de vital importancia para el
funcionamiento normal del SNC. De hecho, se han observado cambios en su acumulacién en
diferentes tejidos estudiados en este trabajo (ver el punto 4.2.1. Acumulacién diferencial). Estas
diferencias en los niveles de glutamato entre las ratas control y las hiperamonémicas alteran la
neurotransmision glutaminérgica (Monfort et al., 2002; Cauli et al., 2009b) o incluso, otras rutas
metabolicas donde participa el glutamato. De hecho, el glutamato, principalmente a través de sus
receptores NMDA (NMDAR), activa la via glutamato-6xido nitrico-cGMP (Figura 7), la cual esta
alterada en el CBLO de ratas con HA (Hermenegildo et al., 1998; Cabrera-Pastor et al., 2016a).

El efecto del amonio sobre los NMDAR vy las rutas que se encuentran aguas abajo, es diferente
en HA aguda y crénica. En la primera, hay una sobre-activacion de estos receptores lo que
conduce a la activacién de la via glutamato-Oxido nitrico-cGMP y, por tanto, a la formacion
excesiva de NO y cGMP (Cauli et al., 2011). El exceso de estas sustancias, contribuyen a la
muerte del animal por mecanismos excitotoxicos similares a los implicados en la isquemia
cerebral (Felipo, 2013). Marcaida et al., (1992) y Hermenegildo et al., (1996) apuntaron que esto
podia evitarse administrando antagonistas del NMDAR. Por el contrario, en la HA crénica los
niveles de amonio no son lo suficientemente altos como para inducir la muerte celular y esto
permite la estimulacion de respuestas adaptativas que dan como resultado una funcién reducida
de algunas vias de transduccion de sefiales asociadas a los NMDAR (Llansola et al., 2007; Felipo,
2013). Entre las respuestas adaptativas se puede nombrar la reduccion de la expresion de
receptores de glutamato (en CBLO) tanto ionotropicos (Cabrera-Pastor et al., 2018; Tarazona et
al., 2021) como metabotrépicos (Llansola et al., 2005; Cabrera-Pastor et al., 2012; Tarazona et
al., 2021). De manera que, aunque haya mas glutamato extracelular en el CBLO de ratas con HA
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Tabla 2. Rutas metabolicas enriquecidas en los metabolitos con cambios significativos en
cada tejido.

- p-valor
Ruta metabolica CBLO CX HP PL2W PL4W
(I;/(Ijetabollsmo del cianoamiaminoaci- 024 083 0,96 0,42
Biosintesis de glucosinolatos 081 0,69 040 0,78
Biosintesis de aminoacil-tRNA 0,07 0,67 0,58 0,40
B_|osmte5|s de metabolitos secunda- 010 057 0,28 0,35
rios vegetales
Blosmt,e3|s de a_llc_almdes derivados 086 055 0,28 0,95
de la via del shikimato
Biosintesis de alcaloides derivados 018 055 065 -
K de ornitina, lisina y acido nicotinico
E Rutas metabolicas 0,73 0,17 0,12
G Biosintesis metabolitos secundarios 0,65 0,21 0,20
Biosintesis de antibiéticos 0,066 0,61 0,49 0,32
G Metabolismo del 4cido 2-oxocarboxi-
lico 0,85 0,93 0,94 0,31
Biosintesis de aminoécidos 0,66 0,67 0,39
Transportadores ABC 006 09 068 [N
Interaccion neuroactiva ligando — re- 038 0,94 0,73 0,25
ceptor
Digestidn y absorcion de proteinas 0.07 0,55 0,31 0,16
Absorcion mineral 0,22 0,28 0,12 0,34
Metabollsmo central del carbono en 007 067 0,58 0,40
cancer
Oxidaciones bioldgicas 091 0,23 0,18 0,15
Metabolismo 0,90 0,35 0,30 0,19
Me_tabollsmo de aminoacidos y deri- 092 052 029 0,15
R vativos
E Transportadores de neurotransmiso-
A res dependientes Na*/ClI- 018 091 032 0,51
C Fase | - Funcionalizacion de com- 0.86 094 017 024 -
T puestos
O Transporte transmembrana mediado 064 007 062 0,50
M por SLC
E Transporte de sales biliares y acidos
organicos, iones metalicos y aminoa- 0,66 0,17 0,39 0,70
cidos
Transporte de moléculas pequefias 0,64 0,07 0,62 0,50

En rojo las rutas que tienen un p-valor significativo y por tanto se encuentran enriquecidas en los
metabolitos diferencialmente acumulados.

cronica (Cabrera-Pastor et al., 2019) la activacion de la via NMDA-NO-cGMP esta disminuida,
asi como los niveles de cGMP, y esto induce alteraciones funcionales que llevan al deterioro en
el aprendizaje y la coordinacion motora. La inhibicién de la actividad de la NOS por el aumento
de ADMA, como hemos visto anteriormente, podria contribuir a la disminucion de los niveles de
cGMP. Estudios previos han observado que ciertos mecanismos se activan en HA para interferir
en la actividad de la NOS. El-Mlili et al., (2008) observaron un aumento de la actividad de la
Proteina Quinasa dependiente de Ca?*/Calmodulina Il (CaMKII) en ratas con HA crénica, lo cual
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aumenta la fosforilacion de la NOS en Ser847 reduciendo su actividad enzimatica basal y, por
consiguiente, la formacion de NO y cGMP (Figura 7). Asi pues, podria ser Util estudiar el cambio
de la expresion de los NMDAR asi como analizar si existe un efecto sinérgico entre ADMA y
CaMKIl, o cudl ejerce una mayor influencia sobre la reduccion de la actividad de la NOS como
mecanismo de proteccién frente a la muerte celular. Por tanto, la baja activacion de la via
glutamato-NO-cGMP puede prevenir algunos de los efectos tdxicos que se producen por la sobre-
activacién de los NMDAR. Pero también reduce la funcion fisiolégica normal de estas rutas, lo
gue contribuye a la aparicion de algunas de las alteraciones neurolédgicas presentes en la HA 'y
EHM. Por ejemplo, Erceg et al., (2005ab) informaron que la reduccion de la sefializacion de esta
via en CBLO en ratas con EH y EHM se correlaciona con un déficit en la capacidad de
aprendizaje. En HP también se observo una reduccion en la memoria a largo plazo dependiente
de los NMDAR y deterioro del aprendizaje espacial en la prueba del laberinto de Morris (Monfort
et al., 2007).

La glicina, como se ha comentado anteriormente, también actiia como neurotransmisor en el SNC
y participa en la ruta Interaccién neuroactiva ligando-receptor. Zwingmann et al., (2002)
informaron que el aumento de la glicina extracelular en cerebro de ratas con IHA era el resultado
de una disminucién de su recaptacion por los transportadores de Glyt-1. Estos transportadores
modulan la actividad del NMDAR regulando los niveles de glicina (Wipf et al., 2015). También
Cabrera-Pastor et al., (2016b) mostraron un efecto del cGMP extracelular en CBLO sobre los
receptores de glicina, que estan involucrados en la modulacion de la capacidad de aprendizaje.

En segundo lugar, existen otras rutas alteradas en CBLO relacionadas con el transporte de
sustancias. 1) Transportadores ABC (por sus siglas en inglés ATP-binding cassette), que también
resulté significativamente alterada en PL4W. Estos transportadores dependen de ATP para el
transporte de sustancias. Hay evidencia cientifica de que la insuficiencia hepatica y la HA alteran
la expresion y funcidn de los transportadores ABC en la BBB (Aspinall et al., 2011; Jin et al.,
2013; Zhang et al., 2014; Wu et al., 2021). Aun asi, estas modificaciones, tal y como mencionan
en su revision Fan y Liu, (2018), dependen del tipo de insuficiencia hepatica e HA desarrollada y
del tipo de transportador ABC. La mayoria de referencias citadas anteriormente son estudios en
HA aguda, siendo escasos los trabajos en HA crénica. En uno de ellos, Zhou et al., (2019)
observaron aumentos en la expresion de la glucoproteina P (conocida como multidrug resistance
protein) en la BBB de ratas con HA crénica. En otro estudio reciente descubrieron que el
transportador de lipidos ABCAL se encontraba regulado al alza en plasma de pacientes con EHM
(Rubio et al., 2021). 2)Los Transportadores transmembrana mediada por SLC y Transportadores
de neurotransmisores dependientes Na*/Cl- también se ha visto que estan desregulados en HA.
Por ejemplo, el transportador de creatina, que estad codificado por el gen SLC6AS8, el cual
pertenece a la superfamilia de genes que codifican los transportadores de neurotransmisores,
aminoéacidos y osmolitos dependientes de Na*/Cl- se encuentra alterado en condiciones de HA
(Braissant et al., 2008). La creatina actia como neuromodulador (Béard y Braissant, 2010) y se
ha demostrado que defectos en el gen SLC6AS8 se correlacionaron con la ausencia de creatina en
el cerebro, retraso mental, epilepsia y comportamiento autista (Mancardi et al., 2007; Thurm et
al., 2016). En nuestro caso, los niveles de creatinina, producto de la metabolizacion de la creatina,
se encuentran bajos en CBLO de ratas con HA (Figura 5B) lo cual podria ser debido a fallos en
algun transportador o a la disminucion de la creatina o de su metabolizacion. Al mismo tiempo,
Zielinska et al., (2014) proponen en EH aguda el aumento de expresién del transportador LAT2,
un transportador de aminoacidos, puede afectar al intercambio de arginina/glutamina a través de
la membrana celular astrocitica. EI aumento de este transportador también puede contribuir a las
alteraciones en los niveles de arginina y glutamina en plasma y cerebro, ya que su expresion
también est4d aumentada en células endoteliales expuestas a amonio y asi podria alterar el
intercambio de estos aminoacidos en la BBB. Ademas, este tipo de transportadores se han visto
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involucrados en otras enfermedades del SNC. Precisamente, LAT1 es capaz de transportar L-
DOPA, por lo que su funcionamiento en la BBB también es crucial para el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson (Kageyama et al., 2000). Alteraciones de este transportador podrian ser
responsables del aumento de DOPA que hemos observado en el CBLO de las ratas con HA
crénica. Por Gltimo, es necesario comentar que los transportadores que estan en la BBB y permiten
el paso de metabolitos del torrente sanguineo general a la circulacién cerebral o viceversa, si
pueden afectar a nuestros resultados. Sin embargo, los transportadores que estan en las células
dentro del cerebro, que modulan el contenido intra-extracelular, no nos ayudan a explicar las
diferencias observadas porque en nuestro caso se ha medido el total de metabolitos en las distintas
areas del encéfalo, sin especificar la contribucidn intra o extra celular de cada uno de ellos.

A pesar de que hay rutas enriquecidas que presentan significacion estadistica, cabe comentar que
muchas de ellas son rutas muy generales como Metabolismo, Biosintesis de aminoacidos,
Metabolismo de amino&cidos y derivativo y Rutas metabolicas. Otras de las vias significativas no
tienen relacion a priori con EHM ni con la HA, entre ellas se encuentran Metabolismo central del
carbono en céncer y Biosintesis de antibiéticos. Ademaés, a la hora de generar la anotacion
funcional necesaria para el enriquecimiento, se presentaron varios problemas. 1) Varios
metabolitos con diferentes ID de Biocrates apuntaban al mismo ID de KEGG. Este es el caso de
las esfingomielinas y glicerofosfolipidos. La base de datos de KEGG asocia a estos compuestos
un ID general, “esfingomielinas”, ya que no distingue entre el nimero de carbonos, insaturaciones
y su posicion. En el caso de CHEBI, si que es capaz de discernir entre las caracteristicas quimicas
de estos compuestos, pero Reactome no les atribuye una funcion o una ruta metabdlica especifica.
De hecho, este es uno de los grandes desafios que presenta la lipidomica hoy en dia: existen
herramientas que permiten identificar y cuantificar con exactitud los lipidos (e incluso el nimero
de insaturaciones) pero se desconoce en qué vias metabdlicas y fenotipos intervienen (Bou et al.,
2010). 2) En el caso opuesto, un Gnico ID de Biocrates corresponde a varios ID de KEGG. Por
ejemplo, en el caso de los azucares, Biocrates solo reconoce el compuesto “H1” y lo considera
como la “suma de hexosas”. No obstante, dentro de este grupo existen varios compuestos de
KEGG como D-glucosa, L-fructosa, L-galactosa, etc. Es por ello que no se tuvo en cuenta “H1”
para el enriquecimiento funcional ya que podria sobre-estimar el efecto de algunas vias
metabdlicas en las que se encuentran los azucares implicados. 3) Metabolitos (“nitrotirosina”) que
tienen un 1D de Biocrates pero que no tienen ID de KEGG (aunque si de CHEBI). 4) Metabolitos
(algunas acilcarnitinas) que cuyo ID corresponde a un ID de Biocrates o de CHEBI pero que no
estan asociados con ninguna via metabdlica. Todos estos inconvenientes que se han argumentado
junto al bajo nimero de metabolitos del que partiamos (122), han tenido como consecuencia que
solo unos pocos de ellos hayan podido asociarse a rutas bioldgicas (aminas biogénicas y
aminodcidos), lo cual ha dificultado enormemente el analisis de enriquecimiento funcional.

4.3.ANALISIS TEMPORAL EN PLASMA

La metabolémica en plasma se habia medido a las 2 y a las 4 semanas de inicio del estudio. Por
eso, se puede hacer un andlisis para identificar aquellos metabolitos que cambian a lo largo del
tiempo y, ademas, este cambio es diferente en las condiciones Control e HA. Para ello, se calculd
la diferencia entre los niveles de metabolitos a las 2 (PL2W) y las 4 semanas (PL4W).
Posteriormente, se aplicé de nuevo un modelo PLS-DA a la matriz resultante con las diferencias,
siguiendo el mismo procedimiento llevado a cabo en el apartado 4.2.1. Acumulacion diferencial.
Como resultado, se observé que un total de 41 metabolitos presentaban cambios entre ambas
semanas que eran diferentes en cada grupo experimental (Tabla 3).
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Tabla 3. Metabolitos con cambios diferentes entre las 2 y las 4 semanas del tratamiento en
Control e HA.

AHA®  AControl® Total Porcentaje®
Coefp®@ 56 16 72 59,02%
VIP® 38 6 44 36,07%
Coefp NVIP® 36 5 41 33,61%

@Incremento mayor en HA en el tiempo; ®Incremento mayor en control en el tiempo; ©Porcentaje
de metabolitos con cambios significativos entre ambas condiciones con respecto al total de
metabolitos; @Metabolitos que no contienen el valor 0 en el estudio del intervalo de confianza de los
coeficientes de regresion; © Metabolitos con VIP >1; ®Metabolitos que cumplen con los criterios VIP
y de coefp.

En la figura 8 se muestran algunos gréaficos de interaccion de los metabolitos que cambian entre
ambas semanas y condiciones. Entre alguno de ellos encontramos la isoleucina cuyo cambio
temporal es significativamente distinto en control e HA, ya que aumenta en HA y disminuye en
control (Figura 8A). En el apartado 4.2.1. Acumulacion diferencial, ya se ha justificado que este
aumento de isoleucina podria deberse a mecanismos de compensacion para hacer frente al
aumento de amonio en sangre.

En el mismo sentido, la ornitina es otro metabolito que también presenta un cambio temporal
significativamente distinto en ratas con HA y controles (Figura 8E). En la Figura 5B, se puede
ver como este metabolito presenta niveles bajos en PL2W y altos en PL4W en ratas con HA con
respecto al control. Tal y como se ha propuesto para el caso de la isoleucina, aqui también
planteamos que el aumento observado en el tiempo de la ornitina se puede deber a un mecanismo
de compensacion frente al entrono hiperamonémico. Esta hipotesis la refuerza el hecho de que
varios estudios han reportado el papel beneficioso de la administracion de LOLA, mezcla de L-
ornitina y L-aspartato, en la insuficiencia hepatica y EH. Los ensayos controlados aleatorios de la
administracion de LOLA en pacientes con insuficiencia hepatica cronica, HA y EH han resultado
en reducciones en el amonio plasméatico y mejores puntuaciones en las pruebas psicométricas
(Staedt et al., 1993; Kircheis et al., 1997; Alvares-da-Silva et al., 2014). Al mismo tiempo, la guia
del 2014 de la Asociacion Americana para el estudio de la Enfermedad Hepética y la Asociacion
Europea para el Estudio del Higado recomiendan el uso de LOLA intravenoso para el tratamiento
de la EH (Vilstrup et al., 2014). Los mecanismos que se consideran que sustentan la reduccion
del amonio en sangre por LOLA incluyen la sintesis de urea y glutamina por los hepatocitos y el
musculo esquelético, respectivamente (Rose et al., 1998). No obstante, Jalan et al., (2007)
observaron que en algunos casos la reduccion inicial del amonio plasmatico con LOLA era solo
transitoria. Tanto para el caso de la ornitina como para la isoleucina seria interesante medir los
cambios de la concentracion de estos metabolitos a lo largo de mas semanas de administracion de
la dieta, con el fin de comprobar el cese de estos mecanismos de compensacion con el tiempo.

La histamina, la serotonina y la dopamina también se encuentran en mayor cantidad en HA a
las 4 semanas (Figura 8D, 88C y 8B respectivamente). En la Figura 5B, se observa que estos
metabolitos presentan cambios significativos en PL4W, pero no en PL2W. Esto resulta bastante
curioso por el hecho de que estos neurotransmisores también ejercen funciones importantes en el
sistema inmune, tal y como se ha comentado en el apartado anterior para la histamina. En el caso
de la serotonina, algunas células del sistema inmune son capaces de sintetizarla como los
mastocitos (Kushnir-Sukhov et al., 2007) y los linfocitos T (Chen et al., 2015b). Ademas, las
plaquetas pueden captar serotonina en sangre y liberarla en los sitios de lesion e inflamacion para
atraer otras células inmunitarias innatas, como los neutréfilos (Duerschmied et al., 2013).
Asimismo, también se la ha visto involucrada en enfermedades no neuroldgicas. Por ejemplo,
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Figura 8. Gréficos de interaccién de A) Isoleucina, B) Dopamina, C) Serotonina, D) Histamina, E) Ornitina
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metabolito. C, control; H, HA.
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recientemente, Yabut et al., (2020) propusieron que la inhibicién de la sintesis de serotonina en
mastocitos podria representar un enfoque terapéutico para el tratamiento de la obesidad y la
resistencia a la insulina. Con respecto a la dopamina, se sabe que muestra efectos reguladores
complejos sobre las respuestas inmunes tanto en el cerebro como en la periferia (Matt y Gaskill,
2019). Al igual que la serotonina y la histamina, también existen células inmunes que sintetizan
y almacenan dopamina como las células T (Cosentino et al., 2007), monocitos/macréfagos
(Marino et al., 1999; Flierl et al., 2009), eosindfilos (Withers et al., 2017) y los mastocitos
(Ronnberg et al., 2012). Ademas, los cambios en las concentraciones de dopamina podrian influir
en la disfuncion de las células inmunes en varios estadios de enfermedad, incluida la enfermedad
de Parkinson, la esclerosis maltiple, la enfermedad inflamatoria intestinal, etc. (Matt y Gaskill,
2019). Paralelamente, Nakano et al., (2011) observaron que la dopamina liberada por las células
dendriticas agrava la inflamacidn sinovial en la artritis reumatoide. Con todo ello, se justifica el
papel que tienen la histamina, la serotonina y la dopamina en el sistema inmune y por tanto, se
propone que el aumento de estas aminas en plasma podria ser debido a una respuesta del sistema
inmune ante el aumento de amonio en sangre. De hecho, Balzano et al., (2019) han demostrado
que la HA crénica induce inflamacion periférica. No obstante, se requieren mas investigaciones
con el objetivo de dilucidar los cambios que se producen en el sistema inmunitario en condiciones
de HA 'y los mecanismos implicados, lo cual podria llevar a descubrir nuevas dianas terapéuticas
para prevenir la inflamacion periférica que contribuye a la neuroinflamacion y a las alteraciones
neurolégicas en EHM.

La carnitina es importante para introducir acidos grasos en la mitocondria y proveer asi de acetil-
Coenzima A (acetil-CoA) al ciclo de Krebs. La unién de glutamato y acetil-CoA para formar N-
acetil-glutamato es uno de los pasos del ciclo de la urea (Figura 9). Por ello, en el higado la
carnitina influye en los niveles de amonio al modular la utilizacién de glutamato en el ciclo de la
urea y asi desplazar la reaccion de la formacion de glutamina a partir de glutamato y amonio
(Ando etal., 2017). La literatura ha descrito una deficiencia de carnitina en modelos de HA debida
a deficiencias de enzimas del ciclo de la urea (Ratnakumari et al., 1995). También se ha estudiado
ampliamente la suplementacion con carnitina o acilcarnitinas para mejorar alteraciones cerebrales
asociadas a la HA y EH (Ratnakumari et al., 1995; Sato et al., 2020). En este estudio hemos
encontrado un aumento de algunas acilcarnitinas en el tiempo en HA (Figura 8F). En la
caracterizacion de este modelo de HA cronica ya se observd un aumento de acilcarnitinas en
higado (Mifiana et al., 1989). Este aumento en el tiempo también podria deberse a un mecanismo
compensatorio para disminuir los niveles de amonio. De hecho, se ha descrito que la HA crénica
previene la muerte por intoxicacion aguda de amonio, probablemente por los mecanismos de
adaptacion y proteccion que se han activado por la HA croénica (Felipo et al., 1998).

Pese a los cambios observados entre condiciones y tiempo de algunos de los metabolitos en HA,
cabe destacar que los graficos de interaccion muestran variaciones en los niveles algunos
metabolitos en el tiempo correspondientes a las ratas control. En teoria son ratas que estan
expuestas a las mismas condiciones ambientales y con la misma dieta, por lo que no se deberian
observar estos cambios en el grupo control. Esto sugiere, que puede haber algin factor
desconocido que ha influido en el analisis. Por otro lado, en este estudio hemos visto que hay
varios metabolitos que cambian en ratas con HA a lo largo del tiempo (Figura 8). También en la
Figura 5B se puede observar que hay mas aminoécidos y aminas con cambios significativos en
PL4W que en PL2W. El hecho que los metabolitos cambien en ratas con HA a lo largo del tiempo
no es una novedad ya que se estd trabajando con un modelo de HA crdnica, de manera que
conforme pasa el tiempo, las alteraciones que se producen como consecuencia de la HA se hacen
cada vez més evidentes. Estos cambios entre 2 y 4 semanas de dieta, también fueron descritos por
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Balzano et al., (2020), donde observaron cdmo se instaura y progresa la neuroinflamacion crénica
en el tiempo.

L-Ornitina

N-acetil-
glutamato

L-Arginina

Carbamoil
fosfato

CICLO DE LA e
UREA

L-Citrulina Arginosuccinato

L-Aspartato

Figura 9. Interaccién de la carnitina con el ciclo de la urea. La carnitina (punto amarillo) que se
encuentra en el espacio inter-mitocondrial, permite la entrada de acetil-CoA al interior de la
mitocondria. La acetil-CoA y el glutamato forman el N-acetil-glutamato, el cual incorpora a su
estructura el amonio que ha entrado en la mitocondria para dar lugar al carbomil fosfato. Este Gltimo
reacciona con la L-ortinina para formar L-citrulina que ya sale al exterior de la mitocondria para
continuar con el ciclo y obtener como producto final urea. Adaptado de Ando et al., (2017).

4.4 ANALISIS INTEGRATIVO DE CEREBELO Y PLASMA

En este apartado, se aplicé un modelo de regresion multivariante PLS con el objetivo de encontrar
metabolitos en PLAW que estuvieran asociados a metabolitos con cambios significativos en
diferentes areas del encéfalo, de forma que los primeros se pudieran utilizar como marcadores de
dafio cerebral o deterioro cognitivo. En concreto, se realizo este analisis en CBLO puesto que es
la region en la que se hallaron mas cambios (y de mayor intensidad) debidos a la HA en la
concentracion de aminas y aminoacidos y porque es el Gnico tejido en el que se encontraron rutas
enriquecidas en los metabolitos alterados. Otro motivo es que, tal y como hemos sugerido
anteriormente, mantenemos nuestra hipétesis de que tal vez sea el CBLO el area que primero se
vea afectada ante el aumento de amonio en sangre. En efecto, al estudiar la circulacion cerebral
observamos que las arterias vertebrales y basilares irrigan el tronco del encéfalo, el CBLO, la
corteza cerebral posterior y el I6bulo temporal medial. Seguidamente, las arterias cerebrales
posteriores se bifurcan desde la arteria basilar para irrigar entre otros el HP (Bouthillier et al.,
1996). Por tanto, en nuestro estudio, el CBLO seria la primera zona de paso de sangre y por
consiguiente del amonio. Cabe indicar que el CX también es una de las primeras areas cerebrales
irrigadas, pero comprende una regién mucho mas grande y mas heterogénea.

Asi pues, se utilizaron los datos de metaboldmica en PL4W como matriz predictora X en el
modelo PLSy los de CBLO como matriz respuesta Y. Se seleccionaron dos componentes porque,
especialmente la segunda, separaba perfectamente los dos grupos de ratas. En el gréfico de scores
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(Figura 10A) se observa que la segunda componente es la que mejor separa los grupos HA y
control. Por tanto, se seleccionaron el 25% de metabolitos de plasma y de CBLO con weights
(Figura 10B) mas elevados en esta segunda componente, ya que son los metabolitos de cada tejido
mas relacionados entre si y también mas relacionados con la HA. Por ultimo, se representd una
red de co-regulacion de los metabolitos mediante el software Cytoscape (Figura 11). Para ello, se
calculo el coeficiente de correlacion de Pearson entre los metabolitos seleccionados de ambos
tejidos y se eliminaron las conexiones entre aquellos pares de metabolitos con una correlacion

inferior a 0,6 en valor absoluto.
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componente

Entre los metabolitos de PL4W se observa que la mayoria de ellos son glicerofosfolipidos y que
se encuentran con niveles bajos en la condicion de HA, salvo dos de ellos que se encuentran con
valores superiores en HA. Curiosamente, en PL4AW la mayoria de los metabolitos que se
encuentran con niveles bajos en HA son lipidos de cadena larga que tienen un nimero de
insaturaciones alto (> 4 dobles enlaces), siendo los que se encuentran con niveles altos en HA, de
cadena corta con pocos dobles enlaces (Figura 11). Estos resultados coinciden con los plasmados
en la Figura 5A, tanto en PL4W como en CBLO. Esta particular agrupacién no es exclusiva de
nuestro estudio, Rubio et al., (2021) utilizando este mismo kit de metabolémica, comprobaron
que los fosfolipidos se agrupan casi perfectamente por masa molecular y nivel de saturacion en
plasma de pacientes con EHM. Ahora bien, se desconoce si este perfil lipiddmico es comin para
la mayor parte de pacientes con EHM o de ratas con HA crénica. Igualmente, se ignora su papel
bioldgico en la enfermedad. De esta forma, un estudio mas exhaustivo sobre los fosfolipidos en
EHM e HA podria revelar si la agrupacion observada es coincidente en la enfermedad y tiene
alguna funcién bioldgica, o si es meramente una casualidad.
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En cuanto a los metabolitos en PL4W que se asocian con los metabolitos significativos en CBLO
se encuentra la carnosina. En la Figura 11 se puede apreciar que los niveles bajos de carnosina
estan relacionados con niveles altos de glutamina. La carnosina es un dipéptido de beta-alanina e
histidina. Sus propiedades antioxidantes y su capacidad de eliminar especies reactivas (Kohen et
al., 1988; Aydin et al., 2010) le han atribuido un efecto nefroprotector (Fouad et al., 2008) y
beneficios en varias afecciones como la diabetes (Lee et al., 2005) y la isquemia cerebral (Gallant
et al., 2000; Rajanikant et al., 2007). Al mismo tiempo, se ha demostrado que la administracion
de carnosina es eficaz contra las complicaciones asociadas al Parkinson (Boldyrev et al., 2008),
la enfermedad de Alzheimer (Hipkiss, 2007) y enfermedades hepaticas (Fouad et al., 2007; Fouad
et al., 2009; Yan et al., 2009; Kuloglu y Sénmez, 2015). En su estudio, Jamshidzadeh et al.,
(2017) demostraron que la administracién de carnosina alivié de forma eficaz la lesién hepatica,
la HA y mejoro la actividad locomotora en ratas BDL. Ademas, Shi et al., (2017) informaron que
la carnosina previno el dafio celular, rescato la expresion de la glutamina sintetasa y la produccion
de glutamina en los astrocitos senescentes en condiciones de isquemia cerebral. Con todo ello y
dado que, como se ha argumentado previamente, los niveles muy elevados de glutamina tienen
efectos nocivos y se ha asociado con estrés oxidativo en la EH, se sugiere que los niveles bajos
de carnosina pueden ser un indicativo de dafio cerebral.

Por otro lado, se observa (Figura 11) una asociacion positiva entre los niveles de serotonina en
PLAW y ADMA en CBLO. Aunque ningun estudio de insuficiencia hepéatica y EH ha relacionado
ambos metabolitos, su asociacion ha sido reportada en el trabajo de Blardi et al., (2006). Los
autores observaron que los niveles de ADMA y serotonina en plasma disminuian en respuesta a
un tratamiento frente la enfermedad oclusiva arterial periférica. De manera que ADMA y
serotonina podrian considerarse como biomarcadores de progresion/remision clinica para esta
enfermedad. Esto también podria extrapolarse a la EHM ya que en nuestro estudio hemos visto
que la serotonina y el ADMA se encuentran elevados en PL4W. Anteriormente se han citado un
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gran nimero de trabajos en los que se ha observado un aumento de ADMA tanto a nivel cerebral
como plasmaético en pacientes y ratas con insuficiencia hepéatica e HA. De tal manera, el aumento
de ADMA parece ser un indicador comun en EH. Sin embargo, tal y como apuntan Czarnecka et
al., (2017b), aun no es evidente que la concentracion elevada de ADMA en plasma pueda
considerarse como un marcador clinico de disfuncion hepatica y/o un factor acompafante en el
diagnostico de EH. Otra hipdétesis se basa en que la serotonina en plasma podria ser un indicador
de respuestas inmunitarias ante el aumento del amonio en sangre ya que la HA croénica induce
inflamacion periférica (Balzano et al., 2019). Por tanto, en base a todo lo anterior, proponemos la
necesidad de realizar un analisis mas exhaustivo de estos metabolitos para una mejor comprension
de como influyen estos y su relacion en distintos estadios de la enfermedad.

Estos metabolitos (carnosina y serotonina) podrian servir como potenciales biomarcadores que
pueden ser Utiles para detectar en plasma cambios relacionados con la HA 'y EH y asi monitorizar
la enfermedad. No obstante, dado el reducido tamafio muestral con el que se cuenta y el ruido
observado en los datos, son necesarias mas investigaciones en este campo para predecir con mas
exactitud indicadores en plasma que estén relacionados con los cambios en el metabolismo del
CBLO en EH. Al mismo tiempo, también seria interesante comprender el papel de los fosfolipidos
en la EHM y su relacién con los aminoacidos y aminas. También cabe recalcar que las relaciones
entre metabolitos de distintos tejidos determinadas por un modelo de regresion (PLS, en este caso)
no se pueden interpretar como relaciones de causa-efecto, sino simplemente significan que dichos
metabolitos cambian de la misma manera (o de manera inversa).
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5. CONCLUSIONES

Las enfermedades hepaticas son uno de los principales problemas de salud y su incidencia ha
aumentado notablemente en los ultimos afios. El higado es el 6rgano involucrado en la
desintoxicacion de sustancias en el organismo, por lo que un funcionamiento anormal conduce a
la acumulacion de compuestos toxicos, entre ellos el amonio. El aumento de amonio produce HA
y esta puede dar lugar a la aparicion de la EHM y la EH, con los sintomas neuroldgicos asociados.

Pese a que se han realizado muchos estudios para desentrafar los efectos moleculares de la HA
(tanto en modelos animales como en humanos) en la EH y EHM, ninguno de ellos emplea la
metabolémica en plasma y en diferentes regiones del encéfalo al mismo tiempo, por lo que
nuestro trabajo se considera innovador en este campo. Los anélisis realizados en este trabajo nos
han ayudado a comprender con mas detalle los efectos de la HA crénica en el metabolismo
animal y contribuir al conocimiento de la etiologia y el desarrollo de la EHM y la EH. Estas
aproximaciones han determinado que:

1. El pre-procesamiento de los datos mostré que estos presentaban distribuciones muy
asimétricas con todos los valores muy bajos y unos cuantos extremadamente altos.
Ademas, se observé una alta variabilidad en los datos en cada grupo de rata, pero no fue
posible determinar las causas de esta variabilidad. EI analisis previo de los datos (pre-
proceso y normalizacion) permitié reducir el ruido en los datos, lo cual se traduce en
mejores resultados en los andlisis posteriores.

2. Elandlisis metabolémico revel6 que la acumulacion diferencial de metabolitos varia entre
los 5 tejidos estudiados al someterlos a un entorno hiperamonémico. Estas variaciones
resultaron menores entre el HP y CX observandose marcadas diferencias en la huella
metabolica del CBLO con respecto las otras regiones cerebrales. Especificamente es en
el CBLO donde se han encontrado mayores cambios y mas pronunciados en el nivel de
los aminoécidos y aminas posiblemente porque podria ser la regién del encéfalo que
primero sufre las alteraciones causadas por la HA. Entre los metabolitos diferenciales se
encuentran los siguientes. a) la glutamina, el glutamato, el aspartato, la glicina, la serina,
la serotonina, los BCAA y los AAA. La variacion de estos metabolitos en HA podria
indicar alteraciones en la neurotransmision glutaminérgica, gabaérgica, glicinérgica y
serotoninérgica. Ademas, los cambios en la serina, esencial para la sintesis de
esfingolipidos, podrian explicar las variaciones observadas a nivel lipidico en ambas
condiciones. b) EI ADMA, la citrulina y la arginina también se encuentran alterados en
ratas con HA, lo que sugiere que la producciéon de NO y cGMP pueda verse
comprometida. ¢c) DOPA, aunque no se logra explicar el aumento de su concentracion en
CBLO. Del mismo modo, el enriquecimiento funcional solo identifico rutas enriquecidas
en los metabolitos con cambios significativos en el CBLO. Interaccién neuroactiva
ligando-receptor, es una ruta de interés en la que destaca la via NMDAR-glutamato-NO-
cGMP, la cual esta alterada en HA y se asocia con deterioro cognitivo y motor en la EH
y la EHM. También presentan cambios significativos rutas bioldgicas relacionadas con
el transporte de sustancias en la BBB.

3. Elestudio temporal de los plasmas reveld que habia metabolitos que cambiaban de forma
diferente a lo largo del tiempo en ambos grupos (Control/HA). Entre ellos se encuentran
la dopamina, la histamina y la serotonina que estdn relacionadas con respuestas
inmunitarias e inflamatorias. La ornitina, la isoleucina y algunas acilcarnitinas también
mostraron un incremento en el tiempo en HA, posiblemente como un mecanismo
compensatorio del organismo para hacer frente al aumento de amonio. Estas diferencias
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observadas entre ambas semanas, resultan importantes ya que muestran que los efectos
de la HA cronica en el tiempo se van agravando como resultado de su cronicidad.

4. Por ultimo, el modelo de regresion PLS permitié encontrar metabolitos en PL4W que
pudieran estar asociados con los cambios del metabolismo en CBLO para monitorizar la
enfermedad. Se describieron la serotonina y la carnosina en PL4W como potenciales
biomarcadores de los cambios en ADMA y glutamina, respectivamente, en el CBLO.
Aunque el método PLS presenta la ventaja de poder modelizar relaciones entre dos
matrices de datos con un elevado nimero de variables y un reducido nimero de
observaciones, es evidente la necesidad de validar estos resultados con otros estudios con
mayor tamafio muestral.

En conclusidn, nuestro trabajo se considera pionero en el estudio de la HA crénica y la EHM ya
que en ningun estudio previo se ha realizado un analisis metaboldmico en plasmay en las distintas
areas del encéfalo simultdneamente. Aunque es cierto que los datos metabolémicos por si solos
no son suficientes para obtener una comprension completa de un sistema bioldgico y su
comportamiento en condiciones patol6gicas. En este sentido, se necesita una integracion con otros
datos 6micos como transcriptomica y protedmica, para justificar con mayor certeza los motivos
por los que se encuentran cambios en los metabolitos en HA crdnica. No obstante, nuestro estudio
sirve como punto de partida para otras investigaciones ya que sugiere potenciales biomarcadores
y nuevos mecanismos y vias por los cuales la HA cronica altera la funcién cerebral, pudiendo
afectar a la EHM, que deberian ser estudiados mas profundamente en el futuro.
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10. PL4W filtrado
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Figura Suplementaria 1. Distribucion de valores faltantes. Los gréficos de la izquierda representan el
porcentaje de valores faltantes por muestra. A la derecha se muestran todas las combinaciones existentes
de valores faltantes (rojo) y observados (azul) asi como el nimero de veces que se repite. Los nimeros
impares en la parte superior izquierda de cada gréfica representan la distribucion de valores faltantes antes
de aplicar la regla del 80%, mientras que los nimeros pares representan la distribucion de valores faltantes
después de aplicar el filtro. En el eje inferior de cada grafico se representan las muestras correspondientes
acadarata: C, control; H, HA.
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PL4W log y normalizacion mediana

PL4W datos crudos
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Figura Suplementaria 2. Diagramas de cajas y bigotes de valores correspondientes a muestras de CX, HP, PL2W y
PL4W. A la izquierda se muestran los datos crudos y a la derecha los datos después de realizar la transformacion logaritmica

y la normalizacién por la mediana. C, control; H, HA.



Tabla Suplementaria 1. Metabolitos con cambios significativos en HA utilizando

modelos lineales.

CBLO CX HP PL2W PLAW
RP® 4 0 0 1 7
RN® 0 0 2 7 9
Total 4 0 2 8 16
Porcentaje© 3,28% 0% 1,64% 6,56% 13,11%

@Regulacion positiva, mayor concentracion en HA; ® Regulacion negativa, menor concentracion en
HA; © Porcentaje de metabolitos con cambios significativos entre ambas condiciones con respecto el

total.
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Figura Suplementaria 3. Grafico de scores del modelo PLS-DA para las dos primeras componentes en CX, HP y
PL2W. Las dos primeras componentes separan perfectamente las ratas por grupos. En el caso del PL2W la primera
componente ya es capaz de explicar esta separacion entre control e HA. C, control; H, HA; C1, primera componente;
C2, segunda componente. Entre paréntesis, el porcentaje de varianza de los datos metabolémicos explicado por cada

componente.



