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RESUMEN

La encefalopatia hepatica (EH) es un sindrome neuropsiquiatrico complejo que puede
presentarse en pacientes con enfermedades hepaticas crénicas o agudas. Se caracteriza por una
progresiva alteracion de las funciones cognitivas, motoras y del suefio como consecuencia del
fallo hepatico y puede progresar en diferentes estadios hasta el coma y la muerte. Los
mecanismos que conducen a las alteraciones neuroldgicas en la EH todavia no estan bien
establecidos pero comienzan a identificarse en modelos animales (Felipo V., Nature Reviews
Neuroscience, 2013). La hipo6tesis mas aceptada actualmente acerca de las bases
neurobiol6gicas de la EH apuntan a una combinacién sinérgica de dos factores: la elevada
concentracion de amonio o hiperamonemia, debida a la deficiente eliminacién en el higado de
esta toxina y la neuroinflamacion. Estos dos factores conducen a alteraciones en la
neurotransmision glutamatérgica y GABAérgica que son responsables del deterioro cognitivo y
motor. Uno de los mecanismos que podria contribuir a la alteracion de la neurotransmision es
un cambio en la expresion en membrana de receptores de los neurotransmisores glutamato y
GABA. El presente trabajo pretende analizar cdbmo afecta la EH a la expresion en membrana, en
cerebelo, de receptores ionotrépicos (NMDA, AMPA y GABA) implicados en procesos de
aprendizaje y memoria, asi como de los transportadores encargados de retirar el neurotransmisor

glutamato de la hendidura sinaptica tras su liberacion.

Se utilizaran cortes de cerebelo ex vivo de diferentes modelos animales de EH para
estudiar la posible alteracién de la expresion en membrana de dichos receptores y su

implicacion en el deterioro cognitivo y motor.
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ABSTRACT

Hepatic encephalopathy is a complex neuropsychiatric syndrome that can occur in patients
with acute or chronic liver disease. It is characterized by a progressive alteration of cognitive,
motor and sleep as a result of liver failure functions and can progress at different stages to coma
and death. The mechanisms leading to neurological disorders in HE are not yet well established
but begin to identify in animal models (Felipo V., Nature Reviews Neuroscience, 2013). The
most widely accepted about the neurobiological basis of HE hypothesis point to a synergistic
combination of two factors: the high concentration of ammonium or hyperammonemia due to
poor elimination in the liver of this toxin and neuroinflammation. These two factors lead to
abnormalities in glutamatergic and GABAergic neurotransmission are responsible for cognitive
and motor impairment. One of the mechanisms that could contribute to impaired
neurotransmission is a change in expression of membrane receptors for the neurotransmitters
glutamate and GABA. This paper analyzes how HE affects the membrane expression, in
cerebellum, of ionotropic receptors (NMDA, AMPA and GABA) involved in learning and
memory as well as transporters responsible for removing the neurotransmitter glutamate of the

synaptic cleft after his release.

We will be used slices of cerebellum ex vivo in different animal models of HE to study
the possible alteration of the membrane expression of these receptors and their involvement in

cognitive and motor impairment.

KEY WORDS: Hepatic encephalopathy, hyperammonemia, glutamate transporters, ionotropic
receptors, NMDA, AMPA, GABA, membrane expression.



AGRADECIMIENTOS

Me gustaria dedicar especialmente este trabajo, que tantas horas me ha costado, a la
persona que mas lo ha sufrido todo este tiempo, tanto en los buenos como en los peores y mas
estresantes momentos. Si, te lo dedico especialmente a ti, Andrea, por estar siempre a mi lado.

Sin embargo, seria injusto no compartir este agradecimiento con quien, sin duda, han sido
igual de importantes. A mis padres, a quien debo todo lo que he conseguido hasta ahora. Y a
mis abuelos, todos, quienes cada uno a su modo también me han ayudado en todo lo que ha

estado en sus manos.

También quiero acordarme de mis compafieros, especialmente de quienes han estado cerca

de mi estos ultimos meses, que me hayan dado el empujon moral que quizas también necesitaba.

Por dltimo, agradecer al laboratorio de Neurobiologia del Centro de Investigaciones
Principe Felipe, especialmente a Lucas y Andrea, que me han ensefiado todo lo que por ahora

se, que me hayan concedido la oportunidad de trabajar con ellos.



1-

2-

3-

4-

INDICE

INTRODUGCCION ...ccoooiiiiiiicietecte et 1
1.1 Encefalopatia HEPALICA.........cceecieiieeeiceeeceee ettt 1
1.2 MOdeloS ANIMAIES ......cooeuiiiiiiciicice ettt 2
1.3  Principales factores que contribuyen ala EH...........ccccooeviiieieniiieceeeeeeee, 3
1.4 Neurotransmision y su relacion con la EH..........ccccoeiienininncnnceeeeeeee 4

1.4.1 Neurotransmision glutamatergiCa.........c.eeeereerererierirenieiere et 4

1.4.2 NeurotransmiSion GABAEIGICA ........cccvevuieeeiieieesteee ettt st ne s 7

1.4.3 Alteracion de la neurotransmision en la EH..........ccccoveiiiniinnincneccecee 8
1.5  Estado actual y terapias EmMergentes..........cocvererererierierieieenesesre e 10

OBJIETIVOS ...t rae s 12

MATERIALES Y METODOS .......oiiiiieceeeeeeeeeee ettt 13
3.1 MOdeloS ANIMAIES ..ottt 13
3.2 ODbtenciOn de 1S MUESTIAS .......ccoueuirieirieirieerieeste ettt 13
3.3 Tratamiento de 1aS MUESTIAS ........ccoeiriiiniiinicincccee e 13
3.4  Determinacion de la cantidad de proteina.........ccccceeeeeeieceeceeceseece e 15

3.5  Analisis del contenido de proteinas totales y de membrana por Western-Blot ... 15

3.6 ANALISIS ESTAATISTICOS .veeiveeiereeeetee ettt ettt et e et e s ee e e et e seaeeesbeesereessnaeesareessreees 17

RESULTADOS Y DISCUSION .....cooviieiiiieiece e, 18

4.1 Expresién en membrana de transportadores y receptores ionotrdpicos de glutamato

y GABA en modelo de hiperamonemia croénica sin fallo hepatico en condiciones basales

4.1.1 La expresion en membrana basal de las subunidades (NR1, NR2A, GIuR1 y GIuR2)

de receptores ionotropicos de glutamato esta disminuida en hiperamonemia crénica........ 18

4.1.2 La expresion en membrana basal de la subunidad GABAa1 del receptor GABA esta

disminuida en hiperamonemia CrONICA...........ecverueeeierieiecieete ettt ese e 22

4.1.3 La expresion en membrana de los transportadores de glutamato GLT-1 y EAACI esta

disminuida en condiciones basales de hiperamonemia Cronica ..........ccocuevereererereervereenenne. 23



4.2. Expresion en membrana del transportador de glutamato EAACL tras la activacion

del receptor AMPA a diferentes dosis y tiempos de incubacion con un agonista............ 25

4.2.1 El tratamiento con AMPA altera la expresion en membrana del transportador EAAC1

observandose un efecto dosis y un efecto tIemMPO ......c.coevvrerirenirinieeneee s 26
S5- CONCLUSIONES ...t 31

6- BIBLIOGRAFIA ....ooooioieeeeeeee ettt 32



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Subunidades de los distintos receptores ioNOtropPiCos. .............ccceveveevrevercvereerenan. 8

Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados con su correspondiente dilucion.

..................................................................................................................................................... 16
INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Via Glutamato-Oxido Nitrico-GMPCICICO .........ccoeuevevririireirereseieie e 6

Figura 2. Sistema de Perfusion. ...........cccoueverieieeieee e 14

Figura 3. Representacion de un Western-Blot CON BSs...........coocevevvieicieierecieseieseeseien, 17

Figura 4. La expresion basal en membrana de las subuniades NR1 (a) y NR2A (b) esta

disminuida en cerebelo de ratas hiperamonémiCas..........cccceveiveie i ceese s 18

Figura 5. La expresion en membrana de las subunidades GIuR1 (a) y GIuR2 (b) esta

disminuida en cerebelo de ratas hiperamonémicas...........cccocevvirriniieneiseesees e 19

Figura 6. La expresién en membrana de la subunidad GABAal est4 disminuida en

cerebelo de ratas hiperamonémicas en condiciones basales. ...............ccccoevevevieveeececenne, 22

Figura 7. La expresion basal en membrana de los transportadores de glutamato EAAC1

(a) y Glt-1 (b) esta disminuida en cerebelo de ratas hiperamonémicas............cccceeevvennnne. 24

Figura 8. Resumen de las alteraciones de la expresion en membrana de los receptores
NMDA, AMPA y GABA y de los transportadores de glutamato EAACL1 y Glt-1 en ratas

CON hiPEramOoONEMIA CErONICA .......cviiiicic ettt s be et et ste e e be e e seesbeeneeneas 25

Figura 9. Expresion en membrana de EAACL tras la activacion del receptor AMPA a

diferentes dosis y tiempo en ratas control e hiperamonémicas..........ccccccevevevveveeevrrceeensnnns 27

Figura 10. Resumen de la expresion en membrana del transportador EAAC1 tras la

activacion del receptor AMPA en ratas CONTIOL ..........ccovvvcucueeeieieeeeceeie e 28

Figura 11. Resumen de la expresion en membrana del transportador EAACL tras la

activacion del receptor AMPA en ratas hiperamonémicas ..........ccccoeveieienienenenenereeeeens 29



Abreviaturas

EH: Encefalopatia Hepatica

EHM: Encefalopatia Hepatica Minima

PHES: Psychometric Hepatic Encephalopathy Score

ISHEN: International Society for Hepatic Encephalopathy and Nitrogen Metabolism
PCS: Porta-Caval Shunt (Anastomosis Porta-Cava)

TNFa: Factor Necrosis Tumoral o

AINE: Antiinflamatorio no esteroideo

GABA: acido y-aminobutirico

EAAT: Transportador de aminoécidos excitadores (Excitatory Amino Acid Transporter)
GLAST: Transportador Glutamato Aspartato (GLutamate ASpartate Transporter)
Glt-1: Transportador de glutamato glial 1 (Glial glutamate transporter 1)
EAACL: Transportador de aminoacidos excitatorios 1 (Excitatory Amino Acid Carrier 1)
iGIuR: Receptor de glutamato ionotrépico

NMDA: N-metil-D-aspartato

AMPA: a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico

GMP: Guanosin monofosfato

GMPc: Guanosin monofosfato ciclico

CAMKII: protein quinasa dependiente de calcio/calmodulina

NOS: Oxido Nitrico Sintasa

CM: Calmodulina

NO: Oxido Nitrico

GC: Guanilato Ciclasa

LTP: Potenciacion a Largo Plazo

Na': lon Sodio

Ca’*: lon Calcio

SNr: Substancia nigra pars reticulata

ClI': lon Cloro

mRNA: Acido Ribonucleico mensajero

LTD: Depresion a Largo Plazo

p/p: Porcentaje en peso

M: Molar

mM: miliMolar

NaCl: Cloruro de Sodio



KCI: Cloruro de Potasio

KH,PO,: Fosfato de Monopotasio
NaHCOj;: Bicarbonato de Sodio

0O,: Oxigeno

CO,: Dioxido de Carbono

Hm: micrometros

Tris: Tris(hidroximetil)aminometano

HCI: Acido Clorhidrico

SDS: Dodecilsulfato de Sodio

EGTA: Etilen Glicol Acido Tetraacético
NaF: Fluoruro de Sodio

APS: Persulfato de Amonio

TEMED: Tetrametiletilenediamina

TBS: Tris-buffered saline

MgCl,: Cloruro de Magnesio

NBT: Tetrazolium, (3,3'-dimethoxy-4,4'-biphenylene)bis[2,(4-nitrophenyl)-5-phenyl-2H]
BCIP: 1H-Indol-3-ol, 5-bromo-4-chloro-dihydrogen phosphate
BS®: Bis[sulfosuccinimidyl] Suberate
BCA: Acido Bicinconinico

BSA: Albumina de Suero Bovino

nm: nanémetros

°C: Grados Centigrados

Hg: microgramos

mA: miliAmperios

PVDF: Polifluoruro de Vinilideno

f.a.: fosfatasa alcalina

ANOVA: Anélisis de la Varianza

SEM: Error Estandar de las Medias

PKC: Proteina Quinasa C

PKA: Proteina Quinasa AMPc-dependiente

AMPc: Adenosin Monofosfato ciclico



Introduccion

1- INTRODUCCION

1.1 Encefalopatia Hepéatica

El higado es el principal 6rgano encargado de la detoxificacion de sustancias nocivas del
organismo, haciendo que un fallo en su funcionamiento normal provogue una eliminacion
deficiente. Uno de estos compuestos, el amonio, es producto de la degradacion de proteinas y
otras moléculas y, en condiciones normales, el higado es capaz de regular su concentracion
gracias a su incorporacion en el ciclo de la urea. Sin embargo, en casos de fallo hepético, se
acumularad a altas concentraciones en sangre y tejidos provocando un estadio de

hiperamonemia, que conducird a un deterioro de la funcién del sistema nervioso central.

Este estado de fallo hepatico e hiperamonemia dafia la funcion cerebral dando como
resultado diversos sintomas neuropsiquiatricos que, en su conjunto, reciben el nombre de

Encefalopatia Hepatica (EH).

La EH se caracteriza por una progresiva alteracién de las funciones cognitivas, motoras y
del suefio, pudiendo progresar hasta el coma y la muerte. Se pueden distinguir dos tipos
principales: (i) EH aguda, debido a un fallo hepéatico agudo y caracterizado por una rapida
progresion de los sintomas, y (ii) EH crénica, debida a un fallo hepético crénico asociado a una
cirrosis, hepatitis o hipertension portal. Ademas, existe una forma no clinica mas leve y
temprana de la enfermedad, la Encefalopatia Hepéatica Minima (EHM). La EHM cursa con
alteraciones en la actividad y coordinacion motora, funcién cognitiva y ciclo de suefio-vigilia,
disminuyendo la calidad de vida de estos pacientes y haciéndolos propensos a sufrir accidentes
laborales, domésticos y de trafico junto a una predisposicion a sufrir la forma clinica de la
enfermedad (Felipo 2013).

Dado que pacientes sin sintomas evidentes de EH clinica pueden presentar diversas
alteraciones atribuidas a la forma minima de la enfermedad (EHM), y que éstos no pueden ser
detectados en un examen neuroldgico estandar, se ha llegado al consenso de utilizar como
bateria de referencia para detectar la EHM, la bateria de test psicométricos PHES (Psychometric

Hepatic Encephalopathy Score) (Weissenborn et al, 2001)

La incidencia del fallo hepéatico agudo (menor de 10 casos por milldn de personas al afio),
comparada con la incidencia de enfermedades hepéticas cronicas (se estima que entre el 0.5-
0.9% de la poblacion padece alguna, lo que supondria entre 5.3 y 9.5 millones de personas sélo
en Europa y Estados Unidos), sumado a que entre el 35-50% de las personas afectadas de

cirrosis desarrollan la enfermedad, la EH crénica cobra una importancia especial. La EH cronica
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se desarrolla lentamente y con distintos grados sintomaticos. Estos varian desde ligeros déficits
de atencion, cambios de personalidad, enlentecimiento psicomotor y falta de atencion durante la
etapa minima de la enfermedad (EHM), bradiquinesia ya con EH clinica, avanzando con
desorientacion, comportamiento extrafio y, por Ultimo, estupor y coma en sus fases finales.
Debido al amplio espectro clinico, la gravedad de la EH clinica se clasifica en 4 grados segun
los criterios de West Haven (Conn y Lieberthal, 1979).

1.2 Modelos Animales

Para poder avanzar en el estudio de la enfermedad sin necesidad de recurrir a pacientes con
los que seria imposible satisfacer las necesidades requeridas, la basqueda de un modelo animal
adecuado es fundamental. EI modelo escogido debe de satisfacer ciertos aspectos para ser
adecuado, principalmente que las alteraciones en los pacientes sean reproducibles en el modelo
animal. Ademas, se valora el tamafio por cuestiones de estabulacion, la velocidad de

crecimiento, el precio total tanto de obtenciéon como de mantenimiento, etc.

La International Society for Hepatic Encephalopathy and Nitrogen Metabolism (ISHEN)
sefiala a las ratas como el modelo animal més frecuentemente utilizado para el estudio de la EH.
Las razones principales son la gran cantidad de literatura en las bases de datos, la alta
disponibilidad de anticuerpos comerciales contra proteinas de rata y lo econémico en cuanto a

costes y espacio (Butterworth et al. 2009)
Actualmente se utilizan distintos modelos de EH crénica:

- Hiperamonemia cronica sin fallo hepético: este modelo se desarrolld a finales
de la década de los 80 en este mismo laboratorio (Felipo et al., 1988; Azorin et al.,
1989). Es un modelo basado en una dieta rica en amonio, administrando acetato
amonico (25% p/p) en la comida de los animales. Dicha dieta provoca un aumento
crénico en los niveles de amonio de las ratas, llegando aproximadamente a duplicar los
niveles en sangre. Este modelo reproduce las alteraciones provocadas en la EH debidas
Unicamente a la hiperamonemia y permite distinguir qué efectos son debidos a la
hiperamonemia y cuales a otras alteraciones asociadas al fallo hepéatico. Este modelo
permite mantener el estado de hiperamonemia durante largos periodos de tiempo,
permitiendo su estudio a largo plazo.

- Anastomosis porta-cava (PCS): modelo quirdrgico consistente en cortar la vena
porta, suministradora de sangre al higado, y unirla a la vena cava. Asi, la sangre del

intestino no pasa a través del higado y por tanto, la detoxificacion de sustancias se
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disminuye notablemente. Estas ratas presentan distintas alteraciones metabdlicas
incluyendo la hiperamonemia.

- Ligadura biliar: este modelo consiste en obstruir el conducto biliar con una o
varias ligaduras, impidiendo paso de la bilis al intestino. Estas ratas presentan distintas
alteraciones como fallo hepético, hiperamonemia (Rodrigo et al, 2005), ictericia,
hipertension portal y fibrosis (paso previo de la cirrosis).

1.3 Principales factores gue contribuyen a la EH

Los dos factores principales que contribuyen al desarrollo de la EH son la hiperamonemia

y la inflamacion.

Existen evidencias tanto experimentales como clinicas que apuntan a la hiperamonemia
como el principal factor responsable de las alteraciones neuroldgicas presentes en la EH. Asi,
podemos encontrar que en modelos animales de hiperamonemia croénica sin fallo hepatico se
producen las mismas alteraciones neuroldgicas y metabolicas presentes en el fallo hepatico,
como la alteracion de funcion cognitiva, motora o en el ritmo circadiano. En pacientes se
aprecia una buena correlacion entre el estadio de EH en los pacientes y su concentracién arterial
de amonio (Clemmesen et al., 1999). Ademas, los agentes desencadenantes de EH en pacientes
cirroticos estan asociados al aumento en los niveles de amonio (ingesta proteica, infeccion o
hemorragias intestinales), y los tratamientos clinicos clasicos han sido enfocados a la
disminucion de los niveles de amonio mediante el control de la flora bacteriana con antibidticos
0 utilizando lactulosa para acidificar el intestino, reduciendo asi el transporte de amonio (NHs) a
la sangre, pasandolo a la forma NH," de pH mas acido. Por ultimo, diversos estudios han
demostrado que la neuropatia presente en la EH coincide con la producida como consecuencia
de niveles de amonio cerebrales elevados (Gibson et al., 1974; Clemmesen et al., 1999;
Norenberg, 1987).

La inflamacion actla sinérgicamente con la hiperamonemia en la induccion de la EH. Se
ha observado una correlacion entre la gravedad de los sintomas de la EH y los niveles séricos de
TNFa (citocina proinflamatoria) (Odeh et al. 2004). Montoliu et al (2009) demostraron como las
interleucinas 6 y 18 estaban aumentadas en pacientes con EHM y que existia una correlacion
entre los niveles de estas interleucinas y el deterioro cognitivo leve, abriendo la puerta a una
posible via de discriminacion de la EHM en pacientes cirr6ticos. No obstante, y dado que el
sistema nervioso central esta separado de la sangre por medio de la barrera hematoencefalica,
las interleucinas presentes en la sangre no pueden atravesar dicha barrera. EI mecanismo

propuesto para explicar la neuroinflamacion producida en el cerebro es mediante sefiales
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producidas durante la respuesta inmune capaces de llegar al cerebro. Estas sefiales activarian a
la microglia (macrofagos del sistema nervioso central), y ésta comenzaria a secretar

interleucinas pro-inflamatorias.

Rodrigo et al. 2010 demostraron que un modelo animal de hiperamonemia cronica sin fallo
hepatico induce por si mismo neuroinflamacion. El tratamiento con anti-inflamatorios no
esteroideos (AINE), en este caso ibuprofeno, disminuyé la activacion de la microglia y por lo
tanto disminuyd la neuroinflamacion, restaurando las capacidades motoras y de aprendizaje en

las ratas, demostrando asi la relacion existente entre las dos causas principales de la EH.

1.4 Neurotransmision vy su relacién con la EH

Una vez identificadas la hiperamonemia y la neuroinflamacién como principales factores
productores de la EH, se ha estudiado el mecanismo por el cual éstas podrian causar los
sintomas. La via de detoxificacion del amonio en el cerebro es llevada a cabo por la enzima
glutamina sintetasa, presente solo en astrocitos, que utiliza como sustratos el amonio y el
glutamato para formar glutamina. Se propuso que esta acumulacion de glutamina en los
astrocitos aumentaria la presién osmoética causando un edema citotdxico debido a la hinchazoén

de estas células. Sin embargo, recientes estudios descartaron esta hipétesis (Felipo V. 2013).

La neurotransmision estd alterada en diferentes pasos de distintos sistemas de
neurotransmision,  incluyendo la  neurotransmision  glutamatérgica, = GABAGérgica,
dopaminérgica, serotoninérgica y colinérgica. Se alteran tanto la concentracion extracelular de
neurotransmisor como la cantidad, expresion en membrana, fosforilacién y funcion de los

receptores de dichos neurotransmisores y las vias de transduccion de sefiales asociadas.

Para el presente trabajo, nos centraremos en la neurotransmision glutamatérgica y
GABAérgica.

1.4.1 Neurotransmisién glutamatérgica

El glutamato es el neurotransmisor excitador mas importante del sistema nervioso central.
Casi todas las neuronas excitatorias tienen un sistema glutamatérgico y se estima que mas de la
mitad de todas las sinapsis cerebrales lo liberan. El glutamato es un aminoacido no esencial que
no es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica y que por lo tanto las neuronas han de
sintetizar. El precursor principal para su sintesis es la glutamina, que es liberada por las células

gliales. Una vez la glutamina es captada en la terminacion presinaptica es metabolizada a
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glutamato por la glutaminasa en la mitocondria. Una vez producido, el glutamato se empaqueta

en vesiculas para ser liberado.

Una vez liberado, el glutamato ha de ser eliminado de la hendidura sinaptica por los
transportadores denominados EAATS (excitatory amino acid transporters). Existen tres tipos
distintos: GLAST y GLT-1 (en astrocitos) y EAACL (neuronal). EAACL juega un papel
fundamental en la modulacion rapida de la transmision glutamatérgica, siendo clave para
conseguir una rapida neurotransmisién, aumentando su expresion en membrana rapidamente
tras la activacion de los iGIuRs (receptores de glutamato ionotropicos) (Waxman et al, 2007).
La alteracion de la transmision glutamatérgica estd asociada con las alteraciones cognitivas y
motoras de diversas patologias, incluidas la hiperamonemia y el fallo hepatico (Monfort et al.,
2002 y 2009; Hermenegildo et al, 1998; Cauli et al, 2009a; Felipo V. 2013). Por otro lado, el
glutamato captado por las células gliales es convertido en glutamina por la enzima glutamina

sintetasa. Por Gltimo, la glutamina se transporta a las terminaciones nerviosas cerrando el ciclo.

Existen distintos tipos de receptores de glutamato. Tres de ellos son canales ionotropicos:
receptores NMDA, receptores AMPA y receptores kainato. Su nombre hace referencia al

agonista tipo al que se unen.

Receptores NMDA: se activan cuando glutamato y su co-activador, glicina, se unen a él.
Las subunidades de este receptor son: NR1, NR2A, NR2B, NR2C y NR2D. La estructura mas

corriente es la de dos subunidades obligatorias NR1 y dos NR2, distintas segun regiones.

Los receptores NMDA se modulan por Mg* de forma dependiente del potencial de
membrana. Las concentraciones fisioldgicas de Mg son suficientes para inhibir los receptores
NMDA. Cuando la célula alcanza potenciales ligeramente despolarizados, se pierde la afinidad
por el Mg, lo que permite la activacion de estos receptores, que permiten el paso de iones Na*
y Ca”* (fundamentales en procesos de plasticidad sinaptica que abordaremos més adelante) y la

salida de iones K*.

Los receptores de NMDA juegan un papel fundamental en el proceso de aprendizaje y
memoria y la via glutamato-éxido nitrico-GMP ciclico (GMPc¢) tiene un papel muy importante
en este proceso. El funcionamiento normal de esta via esta disminuido en la EHM (Erceg et al.,
2005). En humanos, muestras de pacientes fallecidos de EH mostraron una baja formacion de
GMPc en cerebelo (Corbalén et al. 2002).

La via de transduccion de sefiales glutamato-6xido nitrico-GMPc (ver Figura 1) puede
encontrarse alterada por distintos factores. En el caso de la hiperamonemia, la via se ve alterada
en la formacion del 6xido nitrico. La hiperamonemia produce un aumento de la activacion
tonica de los receptores NMDA y de los receptores GABAA (EI-Mlili et al. 2008; Cauli et al.
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2008) provocando un aumento en la actividad de la protein quinasa dependiente de
calcio/calmodulina (CAMKII) que conducird a un aumento de la fosforilacion de la 6xido
nitrico sintasa (NOS) en la serina 847 reduciendo su actividad y por lo tanto, la formacion de
Oxido nitrico, que activa la guanilato ciclasa para formar GMPc, reduciendo asi sus niveles (El-
Milili et al. 2008).

Impaired
cognitive
function

|

Reduced ”~ A 1 Reduced

activation @ formation

of NOS of cGMP

Figura 1. Via Glutamato-Oxido Nitrico-GMPciclco. La activacion del receptor NMDA
permite la entrada de Ca®, el cual se une a la calmodulina (CM) formando el complejo
Ca®*/calmodulina que activa la 6xido nitrico sintasa (NOS) formando 6xido nitrico (NO) a
partir de arginina. EI NO activa la guanilato ciclasa (GC) que forma GMPc a partir de GTP.
Figura tomada de Felipo V. 2013.

La via glutamato-6xido nitrico-GMPc modula diferentes procesos como la comunicacion
intercelular, la liberacion de ciertos neurotransmisores en determinadas areas cerebrales, los
ritmos circadianos, la LTP y ciertas formas de memoria y aprendizaje. La alteracion de algun

paso de esta via conduce a un deterioro en el aprendizaje.

Receptores AMPA: Formado por 4 subunidades (GIuR1, GIuR2, GIuR3 y GIuR4), que se

combinan para formar tetrdmeros normalmente a partir de dos dimeros iguales. La activacion de

estos receptores permite la entrada de iones Na* al interior de la neurona. Existe una diferencia
funcional entre las distintas conformaciones segun las subunidades que lo compongan. Asi, los
receptores AMPA que no contienen la subunidad GIuR2 son también permeables al Ca®* (Liu
and Cull-Candy, 2005). Ademas, podemos distinguir entre receptores AMPA de alta o de baja
afinidad, por ejemplo, los receptores permeables a Ca** son casi completamente activados a
bajas concentraciones de AMPA (0.1 mM), mientras que los impermeables a Ca** tendrian una

afinidad mucho menor (Cabrera-Pastor et al, 2012). La activacion de los receptores AMPA
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puede llevar a la activacion de los receptores NMDA al despolarizar la membrana neuronal (Xin
et al, 2005; Salonen et al, 2006; Cabrera-Pastor et al, 2012).

La activacion de los receptores AMPA o NMDA aumenta el glutamato extracelular
(Kakizawa et al, 2005). Debido a la dualidad de los receptores AMPA (alta y baja afinidad), la
cantidad de glutamato liberado al exterior de la célula variara en funcion de la concentracion de
agonista que lo active, y por lo tanto, la cantidad de transportadores de glutamato que seran
movilizados para compensar este aumento también sera variable. Ademas, este aumento altera
la via glutamato-6xido nitrico-cGMP ademéas de causar alteraciones como por ejemplo
hipoquinesia debida al aumento de la concentracion de glutamato extracelular en la substancia
nigra pars reticulata (SNr) (Felipo V. 2013).

Receptores de kainato: tetrdmeros formados por las subunidades GIuR5, GIuR6, GIuR?,

KAl y KA2 formando tetrdmeros, pudiendo ser homotetrdmeros de alguna de las subunidades

GIuR5-7 o si esta formado por las subunidades KA1-2 mezcladas con subunidades GIuR5-7.

1.4.2 Neurotransmision GABAérgica

La mayoria de las sinapsis inhibitorias del sistema nervioso central utilizan el acido y-
amimobutirico (GABA) o la glicina como neurotransmisor. EXxisten tres tipos distintos de
receptores GABA (GABAagc). La subfamilia GABA,, son una serie de receptores
ionotropicos formados por pentameros de las distintas subunidades (a, B, v, & y p). L0S
receptores GABAérgicos permiten la entrada de CI” inhibiendo las células postsinapticas. Dada
su alta variedad, la funcion de estos receptores varia segin el tipo neuronal. La subfamilia
GABA, son receptores metabotropicos formados por heterodimeros de sus dos subunidades
GABA, R1yR2.

El mecanismo de eliminacion de GABA es similar al del glutamato. Tanto las propias
neuronas como las células gliales poseen transportadores de alta afinidad por GABA
denominados GAT, que restauraran los niveles normales de GABA tras su liberacion por la

neurona pre-sinaptica, previniendo la activacién excesiva de los receptores (Chiu et al. 2005).

La neurotransmision GABAérgica juega un papel fundamental en la coordinacién motora
que esta regulada principalmente por el cerebelo. Hanchar et al. 2005 demostraron que los
niveles de glutamato extracelular procedente de células granulares 0 GABA procedente de las
células de Purkinje u otras regiones controlan la coordinacion motora. La neurotransmision
GABAérgica estd implicada en la sintomatologia de la EH (Schafer y Jones, 1982). Diversos

estudios han demostrado que el aumento de GABA extracelular deteriora la coordinacion
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motora (Chiu et al., 2005; Hanchar et al., 2005, Boix et al., 2010). Ademas, estudios previos en
este laboratorio demuestran un aumento del tono GABAérgico en ratas hiperamonémicas como
resultado del aumento del GABA extracelular y de algunos neuroesteroides que los modulan
positivamente (Cauli et al. 2009a). EI aumento del tono GABAérgico podria ser responsable de

la incoordinacion motora en modelos de hiperamonemiay EH.

Tabla 1. Subunidades de los distintos receptores ionotrépicos.

Receptor AMPA  NMDA  Kainate GABA

Subunits GluR1* NR1* Gurs o *
GluR2*  NR2A* GlurRe By
GluR3 = NR2B  GluR7 Y4
GluR4 | NR2C KAl 5

NR2D KA2 £
P13

* Subunidades que seran estudiadas en el presente trabajo

1.4.3 Alteracion de la neurotransmisién en la EH

La correcta expresion y localizacion subcelular de todos estos receptores ionotropicos
(tanto glutamatérgicos como GABAérgicos) es clave en el correcto funcionamiento de la
neurotransmisién. El cambio en la concentracién de estos receptores afectara a como la célula
responde al impulso nervioso, alterando la posterior transduccion de sefiales y la plasticidad
sinaptica, clave en procesos de aprendizaje y memoria. Por otro lado, la expresion y localizacion
correctas de los transportadores de glutamato son también claves en el mantenimiento de la
respuesta excitatoria rapida, siendo ademas tdxicas las altas concentraciones de glutamato si

éstas no son correctamente eliminadas.

La correcta expresion en membrana de receptores y transportadores esta determinada por
un conjunto complejo de procesos celulares, cuya alteracion causaria un desorden en esta
expresion. Se requiere un balance de: transcripcion, niveles correctos de mRNA, traduccién,
estabilidad de las proteinas, ensamblaje correcto y correcta localizacion en la membrana celular

(Traynelis et al., 2010). Por otro lado, las modificaciones postraduccionales (sobre todo
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mediante fosforilaciones), también seran determinantes en su funcion: regulacion del trafico
hacia la membrana, endocitosis, localizacion sindptica y union a otras proteinas (Malinow and
Malenka, 2002).

La alteracion en los receptores de neurotransmisores afecta también a la adaptacion de las
sinapsis en respuesta a los estimulos que reciben. En concreto, esta alteracion afectard a la

plasticidad sinéptica caracteristica de los receptores en la hendidura sinaptica.

Las conexiones entre las sinapsis neuronales no son estaticas sino que pueden sufrir
cambios en respuesta a experiencias previas de la célula, permitiendo que ciertos estimulos
externos potencien ciertas sinapsis y debiliten otras. Este proceso de plasticidad sinaptica es la
base de la memoria y el aprendizaje. La alteracidn de esta plasticidad contribuye al deterioro

cognitivo en patologias tan graves como el Alzheimer, trastornos autistas o retraso mental.

La alteracion en los niveles de receptores de neurotransmisores en la membrana sinaptica
dara lugar a que no se consiga una correcta plasticidad causando los problemas de memoria y

aprendizaje observados en pacientes con EH.

Dos fendmenos clave involucrados en la plasticidad sinaptica son la potenciacion y
depresion a largo plazo (LTP Long-term potentiation y LTD Long-Term depression).

La LTP consiste en un aumento persistente del componente excitador de la respuesta
sinaptica, que se traduce en un aumento de la eficacia sindptica que se mantiene en el tiempo.
La LTP en hipocampo se considera una de las bases de la memoria y el aprendizaje (Cooke y
Bliss, 2006). Ademas del papel ya mencionado del cerebelo como principal responsable de la
funcién y coordinacion motora, otros estudios lo relacionan también con el aprendizaje motor
(Vezina y Kim, 1999), la memoria de trabajo (Wiggs et al., 1999) e incluso en ciertas funciones
cognitivas como la atencién viso-espacial, mecanismos de aprendizaje, planificacion y
adecuacion temporal y en la modulacién verbal (Gordon, 2007). Martin et al. (2003) también

demostraron que el cerebelo juega un papel en el aprendizaje espacial.

La LTD produce una reduccion en la eficacia de la sinapsis neuronal. Las regiones
principales en las que se da son también el hipocampo y el cerebelo pero puede ocurrir en otras

regiones.

Una correcta expresion y localizacion de receptores es clave para mantener la correcta

neurotransmision y plasticidad en el sistema nervioso central.

Tanto receptores como transportadores pueden verse alterados por la EH. Y cualquiera de
las siguientes condiciones podria ser la causante del deterioro cognitivo asociado a la alteracion

de la neurotransmision (Monfort et al., 2002):
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- La cantidad tanto de receptores como de transportadores. Esta alteracion puede
ser debida a un fallo en su expresion, sintesis y/o degradacion. Cualquiera o una
combinacion de éstos podria dar lugar a una alteracion de los niveles normales en
membrana.

- La regulacién de su localizacién espacial. Aunque la cantidad de receptores o
transportadores no se haya visto alterada, un error en la localizacion de éstos en la
membrana alteraria su funcion, ya que sélo reconocen ligandos extracelulares.

- La funcién de los receptores y transportadores, ya que estan regulados por
distintos mecanismos como fosforilacion-defosforilacion, union de co-agonistas, etc.

- Alteracién en la liberacion o en la recaptacion (transportadores) del
neurotransmisor.

- Alteraciones en cualquier paso de las vias de transduccion de sefiales asociadas
a los diferentes tipos de receptores, pueden dar como resultado una neurotransmision

alterada.

1.5 Estado actual y terapias emergentes

La potente investigacion llevada a cabo en la Gltima década ha dado como resultado
diversos nuevos enfoques tanto para el tratamiento de la EH como para el diagndstico temprano

de la EHM, permitiendo anticiparse a sus sintomas clinicos.

Para el tratamiento de la EH crénica, tradicionalmente se ha intentado reducir los niveles
de amonio reduciendo la cantidad de proteinas en la dieta o la produccién de éste por la flora
intestinal mediante antibi6ticos como la neomicina. Estudios recientes indican que la rifaximina
es el antibidtico mas efectivo (Bass et al., 2010). También se utiliza lactulosa para acidificar el

lumen intestinal y reducir el transporte de amonio al torrente sanguineo.

La investigacion realizada en la Gltima década ha dado lugar a una serie de nuevas
estrategias terapéuticas que actlan sobre dianas en el cerebro implicadas en el deterioro
cognitivo y motor. Como hemos visto, la reduccion del GMPc por la alteracion de la via
glutamato-éxido nitrico-GMPc es una de las responsables del deterioro en el aprendizaje.
Aumentar los niveles de GMPc en cerebelo mediante un inhibidor de la fosfodiesterasa 5
restaura la funcion cognitiva en ratas con EHM (Monfort et al. 2007). Por otro lado, un
antagonista de los receptores GABA, (como la bicuculina) restauran la capacidad de
aprendizaje en ratas con EHM (Cauili et al. 2009). Por ultimo, también se han desarrollado
estrategias centradas en la reduccion de la neuroinflamacion. Se ha demostrado que el
tratamiento con ibuprofeno en ratas restauraba las alteraciones cognitivas y motoras pero, en

pacientes con fallo hepatico, el ibuprofeno podria inducir en el paciente fallo renal. Por lo tanto,

10
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se han probado otro tipo de antiinflamatorios como los inhibidores de p38. Este inhibidor reduce
la activacion de la microglia reduciendo la neuroinflamacion sin afectar a los rifiones y restaura

la funcion cognitiva y motora en ratas con EH (Agusti et al., 2011).
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2- OBJETIVOS

El principal objetivo del presente trabajo es analizar la expresion en membrana de
transportadores de glutamato y de diferentes subunidades de receptores ionotropicos de
glutamato y de GABA implicados en la neurotransmision, en cerebelo de ratas control y

estudiar si estan alterados en ratas con hiperamonemia cronica.
Los objetivos concretos son:

1. Analizar la expresion en membrana de receptores NMDA (subunidades NR1y NR2A),
AMPA (subunidades GluR1 y GluR2) y GABA (subunidad GABAal) en cerebelo de
ratas control en condiciones basales.

2. Analizar la expresion en membrana de los transportadores de glutamato EAACL y
GLT-1 en cerebelo de ratas control en condiciones basales.

3. Estudiar si la hiperamonemia altera la expresion en membrana de los receptores
ionotropicos NMDA (subunidades NR1 y NR2A), AMPA (subunidades GIuR1 y
GluR2) y GABA (subunidad GABAal), y los transportadores de glutamato EAAC1 y
Glt-1 en condiciones basales.

4. Evaluar el efecto de la activacion de receptores AMPA sobre la expresién en
membrana del transportador de glutamato EAAC1 en cortes de cerebelo ex vivo y sus

posibles alteraciones en hiperamonemia.

12
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3- MATERIALES Y METODOS

3.1 Modelos Animales

De los modelos animales antes mencionados, para el desarrollo de esta experimentacion se
utiliz6 el modelo de hiperamonemia crénica sin fallo hepético, disefiado en este laboratorio
(Felipo et al., 1988; Azorin et al, 1989). Este consiste en elevar el nivel de amonio en sangre de
las ratas modelo mediante una dieta rica en amonio (25% acetato amoénico p/p) durante un
minimo de 3 semanas. Esta dieta provoca un aumento sostenido de los niveles de amonio tanto
en sangre como en tejidos (41, 37 y 51% respectivamente en cerebro, higado y musculo),

simulando asi las condiciones de un paciente con problemas crénicos hepaticos.

Los niveles de urea en sangre alcanzan =~ 16 mM y la eliminacion de urea es de 25

mmoles/24 h, aproximadamente el doble que en las ratas control.

3.2 Obtencién de las muestras

Se decapitaron las ratas y se les extrajo el cerebelo. Se sumergieron en solucién Krebs (en
mM: NaCl 119, KCI 2.5, KH,PO, 1, NaHCO; 26.2, CaCl, 2.5 y glucosa 11), enfriada con hielo
y se burbujearon con carbégeno (95% O, y 5% de CO,). Se hicieron cortes transversales de
unos 400 um con un Vibrétomo (LEICA, Vt1000s), cuidando siempre que los cortes estén en

solucion Krebs y correctamente burbujeados con carbdgeno.

3.3 Tratamiento de las muestras

Una vez obtenidas las muestras, se pasan a los pocillos del incubador (Campden
Instruments, Ltd. Modelo 745) (Figura 2), que cuenta con un sistema de perfusion que permite
que a los pocillos llegue la solucién elegida (Krebs burbujeado con carbdgeno o tratamiento).
La temperatura es constante a lo largo de todo el experimento a 35°C, monitorizada con un

controlador de temperatura.

13
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Figura 2. Sistema de perfusion.

Se colocaron 4 cortes de cerebelo en cada pocillo y se estabilizaron durante 20 minutos con
solucion Krebs. Para estudiar la cantidad de receptores o transportadores basales tanto en
condiciones fisiolégicas como en hiperamonemia, los cortes fueron inicamente estabilizados en
Krebs. Ademas, para el estudio de la expresion del transportador de glutamato EAACL en
respuesta a la activacion del receptor AMPA, tras la estabilizacion, se afiade 1 mL de
tratamiento con el agonista AMPA en cada pocillo. Las concentraciones de AMPA utilizadas
fueron: un basal sélo con Krebs, 0.3, 1 y 2 mM de AMPA, tanto para los cortes de ratas control
como hiperamonémicas. A su vez, cada tratamiento se realiz6 a tiempos distintos. Los tiempos

de tratamiento fueron de 8 y 15 minutos.

Tras la estabilizacion y el tratamiento, se transfirieron los cortes de cada pocillo a dos
tubos distintos. Uno de ellos con el crosslinker BS® (Bis[sulfosuccinimidyl] suberate) (Pierce,
Rockford, IL) 2 mM, y el otro solo con Krebs. El BS® es un crosslinker que se unira
especificamente a proteinas de membrana, provocando que éstas se queden en los pocillos del
gel de acrilamida y permitiéndonos determinar Unicamente la cantidad de proteina de
membrana. Se mantienen los tubos en agitacion continua a una temperatura de 4°C durante 30
minutos y, posteriormente, se detiene la reaccion afiadiendo glicina (100 mM en Krebs)

durante otros 10 minutos a 4°C.

Por altimo, se transfirieron los cortes a un tubo con 200 pL de tampdn de fosforilacion
(Tris-HCI 66 mM pH 7.4, SDS 1%, EGTA 1 mM, Glicerol 10%, Leupeptina 0.2 mg/mL, NaF 1
mM, Na orto-vanadato 1 mM), y se homogenizaron por sonicacion durante 20 segundos.
Después, se guardd una alicuota para la determinacion de la cantidad de proteina y se

almacenaron las muestras a -20°C.
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3.4 Determinacion de la cantidad de proteina

Se cuantificd la cantidad de proteina de cada muestra por duplicado por el método
colorimétrico del acido bicinconinico (BCA Protein Assay Kit, Thermo). Se coloc6 una curva
patrén con BSA (Albumina de Suero Bovino), y las muestras por duplicado. Se afiadieron los
reactivos Pierce® BSA Protein Assay Reagents A y B, y se incubd la placa a 37 °C durante 30

minutos. Por ultimo se midié la absorbancia a 570 nm.

3.5 Andlisis del contenido de proteinas totales y de membrana por Western-Blot

Se separaron las proteinas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% con SDS.
La muestra se diluy6 (1:1) en tampén de carga 2x (Tris-HCI 0.5 M a pH 6.8, Glicerol 5%, SDS
10%, 2-Mercaptoetanol 2.5%, Bromofenol 1%). Y se hirvieron a 100 °C durante 5 minutos en
un termoblock. La cantidad de proteina por muestra fue de 100, 200 o 250 ug segun la proteina

a analizar.

Los geles de poliacrilamida constan de dos partes. La parte superior o “stacking” (Tris
Base 0.125 M, 0,1% SDS a pH 6.8, Acrilamida 3.9%, Bisacrilamida 0.015%, APS 0,04% y
TEMED), que facilita la concentracion de la muestra en una banda estrecha antes de que entre
en la segunda parte del gel o “separating” (Tris Base 0.4 M, 0.1% SDS, pH a 8.8, Acrilamida 8
%, Bisacrilamida 0.2%, APS 0.04% y TEMED), en el cual se separan las proteinas en funcion
de su masa relativa. EI tampdn utilizado para la electroforesis fue el tampon “running” (Tris
Base 0.3%, 0.02% SDS, Glicina 1.5%) y se realiz6 en geles grandes de 20 pocillos. La
intensidad de corriente fue de 10 mA por gel durante 16 horas (overnight).

Una vez finalizada la electroforesis, se transfirieron las proteinas a una membrana de
PVDF (rehidratada previamente en metanol) en tampon de transferencia (Tris Base 0.025 M,
Glicina 0.05 M), durante 5 horas a una intensidad de 250 mA.

A continuacidn, se blogueé la membrana con una solucién de leche en polvo al 5% en
TBS-Tween (NaCl 0.15 M, Tris Base 50 mM, Tween-20 0.05%, pH 7.5) durante 45-60 minutos
y se incubaron con el anticuerpo primario especifico (Tabla 2) diluido en BSA al 5% en TBS-
Tween durante 16 horas en agitacion a 4°C. Se lavaron las membranas 4 veces durante 10
minutos con TBS-Tween y se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado

con fosfatasa alcalina, diluido también en la solucion de BSA 5%, durante 1hora.
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Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados con su correspondiente dilucion.

Anticuerpo 1° Dilucion Anticuerpo 28 Dilucion
Anti-1gG cabra-f.a.*
Anti Glt-1 (ABCAM) 1:2000 contra IgG conejo 1:4000
(Sigma)
Anti-1gG cabra-f.a.*
Anti EAAC1 1:1000 contra IgG conejo 1:4000
(ALPHA (Sigma)
DIAGNOSTIC)
Anti-1gG cabra-f.a.*
Anti GABAal 1:500 contra IgG conejo 1:4000
(ABCAM) (Sigma)
Anti-1gG cabra-f.a.*
Anti GIuR1 1:1000 contra IgG conejo 1:4000
(Calbiochem) (Sigma)
Anti-1gG cabra-f.a.*
Anti GIuR2 1:2000 contra IgG conejo 1:4000
(CHEMICON) (Sigma)
Anti-1gG cabra-f.a.*
Anti NR2A 1:1000 contra IgG conejo 1:4000
(UPSTATE) (Sigma)
Anti NR1 (BD) 1:1000 Anti-1gG cabra-f.a.* 1:4000

contra IgG rata

(Sigma)

*f a. Fosfatasa alcalina

La membrana se lavo 4 veces durante 10 minutos con TBS-Tween y un Gltimo lavado de
10 minutos en tampon sustrato (NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM, Tris-HCI 100 mM a pH= 9.5).
Por altimo, se reveld utilizando un método colorimétrico para la enzima fosfatasa alcalina con
una solucion de revelado (NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM, Tris-HCI 100 mM, 0.6% stock NBT,
0.35% stock BCIP, pH= 9.5).

Las imagenes de las bandas fueron capturadas en un escaner Hewlett Packard Scanjet
5300C vy la intensidad de las bandas fue cuantificada con el programa Alphalmager 2200
(AlphaEaseFC 2200 for Windows, Cambridge, UK).
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Para analizar la expresién en membrana de los receptores y transportadores de interés, se

utilizo el crosslinker BS® que se une especificamente a proteinas de membrana.

Se cuantificd la intensidad de banda, correspondiente a muestras tratadas sin y con
crosslinker BS®. La intensidad de banda de muestras no tratadas con BS’corresponde a la
cantidad total de la proteina de interés (receptor/transportador). Mientras que la intensidad de
banda de muestra que fue tratada con BS® correspondera Gnicamente a la proteina de interés
(receptor/transportador) presente en el citosol, ya que la proteina transmembrana con crosslinker
quedara retenida en el pocillo del gel. Asi, la diferencia entre la intensidad de banda negativa
(sin BS®) y positiva (con BS®) correspondera a la cantidad de proteina transmembrana (Figura
3). Los resultados se expresaron como porcentaje respecto a la rata control.

BSS + - +

Non- Non-
Xlinked Xlinked Xlinked Xlinked

‘pw

250kD—
150kD—

100kD— S R SN S
75kD —

50kD—

Figura 3. Representacion de un Western-Blot con BSs;. Los pocillos impares (Xlinked)
corresponden a muestras que han sido tratadas con BSs;, quedando retenidas las proteinas de membrana
en el gel stacking. Los pocillos pares (Non-Xlinked) corresponden a muestras que no han sido tratadas
con BS; y se separan con normalidad. La diferencia entre la intensidad de la banda sin BS; (Non-
Xlinked) y con BS; (Xlinked) es la cantidad de proteina de membrana que contiene la muestra.

3.6 Andlisis estadisticos

Se emplearon distintos métodos de analisis estadistico dependiendo de los resultados a
comparar. Todos ellos se realizaron con el programa Prism 5 (GraphPad Software, Inc.). Se
realiz6 un andlisis de la varianza (ANOVA) seguido por un test post-hoc Tukey en los casos en
los que se compararon mas de dos grupos o test t-Student en los casos de dos grupos. Se
consideré como significativo un valor de p<0.05. Los resultados se expresan como media +

SEM (Error estandar de las medias) del nimero de animales indicados en cada caso.
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4- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Expresion en membrana de transportadores v receptores ionotropicos de
glutamato y GABA en modelo de hiperamonemia crénica sin fallo hepético en condiciones
basales

4.1.1 La expresion en membrana basal de las subunidades (NR1, NR2A, GIuR1 y GIuR2)
de receptores ionotropicos de glutamato esta disminuida en hiperamonemia crénica

En ratas hiperamonémicas la expresion basal en membrana de las subunidades NR1 y
NR2A del receptor de NMDA, esta disminuida a un 81 + 8% (p<0.05) y a un 71 + 10%

(p<0.05) respectivamente, respecto a las ratas control (Figura 4).
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Figura 4. La expresion basal en membrana de las subuniades NR1 (a) y NR2A (b) esta
disminuida en cerebelo de ratas hiperamonémicas. Los datos son la media + error estandar de (a)
27y (b) 20 ratas por grupo. *diferencia significativa respecto al control (p<0.05).

La expresion en membrana de las subunidades del receptor AMPA, GIuR1 y GIuR2,
también esta disminuida en ratas con hiperamonemia crénica, a un 62 + 9% (p<0.001) y 72 +

8% (p<0.05) respectivamente, respecto a las ratas control (Figura 5).
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Figura 5. La expresion en membrana de las subunidades GIuR1 (a) y GIuR2 (b) esta
disminuida en cerebelo de ratas hiperamonémicas. Los datos son la media + error estandar de (a)
9 y (b) 14 ratas por grupo. *diferencia significativa respecto al control (p<0.05); *** diferencia
significativa respecto al control (p<0.001).

La actividad y funcion de estos receptores estd regulada por distintos factores: (i) la
cantidad de receptor (expresion, sintesis y degradacion), (ii) la localizacion subcelular, (iii)
unién a co-agonistas o fosforilacién y (iv) la concentracion extracelular del neurotransmisor. La
disminucién de la cantidad de receptores NMDA y AMPA en membrana de ratas
hiperamonémicas podria implicar una disminucién en su funcién. La disminucion de la
expresion en membrana podria deberse tanto a una alteracion en la sintesis o degradacién como

a un transporte irregular del receptor a la membrana.

Como consecuencia, la actividad y funcion de estos receptores podria estar alterada. Esto
conllevaria una alteracién en la neurotransmision, postulada como principal factor causante de
la EH.

En relacién con las subunidades del receptor de NMDA, distintos estudios muestran una
respuesta opuesta de estos receptores en el fallo hepatico agudo y crénico. Mientras que en el
fallo hepéatico agudo la excesiva activacion de los receptores NMDA puede llegar a provocar la
muerte, en los casos de fallo hepético cronico los niveles de amonio no son lo suficientemente
elevados como para inducir este aumento y desencadenan una respuesta adaptativa. Esto es
debido a que la excesiva activacion de los receptores NMDA causa toxicidad celular,
responsable de la muerte en el fallo hepético agudo. La respuesta adaptativa frente a la

hiperamonemia cronica evitara esta toxicidad celular pero, al disminuir la activacion de estos
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receptores, provocara déficits en las vias de transduccion de sefiales en las que estd implicado
(por ejemplo, la via glutamato-6xido nitrico-GMPc, ver Figura 1) induciendo déficits
cognitivos, de aprendizaje y memoria (Llansola et al. 2007).

Yonden et al. (2010) estudiaron la expresién de las subunidades NR1 y NR2A en
homogenados de hipocampo de ratas tratadas con amonio, encontrando también una
disminucién significativa de ambos receptores. Sin embargo, Llansola et al. 2006 muestran
Unicamente disminuido NR2A en homogenados de hipocampo y estriado en modelos de
hiperamonemia cronica, mientras que en homogenados de cerebelo no aprecian alteracion,
poniendo de manifiesto la alta variabilidad en la expresion de los receptores segin la zona
estudiada. No obstante, estos resultados de expresion de subunidades son en muestras de
homogenados, mientras que los obtenidos en el presente trabajo representan la cantidad de

receptor en membrana.

Monfort et al. (2007) estudiaron en homogenados de cerebelo de ratas con anastomosis
porta-cava tanto la expresion de los receptores NMDA como AMPA. Los resultados mostraron
que la cantidad total de receptor no se encontraba significativamente alterada. Posteriormente,
para comprobar si la expresion en membrana estaba alterada sin que la cantidad total lo
estuviese, analizaron por inmunohistoquimica Unicamente la expresion del receptor en la
membrana, encontrandose significativamente disminuida. Por ello, postularon que su

disminucién en membrana se debia al trafico de éstos hacia la membrana.

El receptor NR1 modula su expresion en membrana mediante la fosforilacion de los
residuos de serina S890, S896 y S897. La proteina quinasa C (PKC) fosforila el residuo de
serina 890 y 896 y la proteina quinasa AMPc-dependiente (PKA) fosforila el residuo de serina
897. Por un lado, la activaciéon simultanea de PKA y PKC llevara a una fosforilacion de los
residuos S896 y S897, que promoveran la salida de la subunidad desde el reticulo
endoplasmatico hasta la superficie de la membrana (Scott et al. 2001, 2003; Traynelis et al.,
2010). Por otro lado, se ha demostrado que la fosforilacion PKC-dependiente de la S890
interrumpe la formacién de los clusters de NR1 en la superficie de la membrana (Tingley et al.
1997).

Monfort et al. (2007), analizaron por Western-Blot si alteraciones en la fosforilacion de
NR1 podria ser la causante de la alteracion encontrada en la expresion en membrana de este
receptor. Encontraron significativamente aumentados los niveles de fosforilacion de NR1 en los
residuos de serina S890 y S897. En la misma linea, Sanchez Pérez et al. 2006 demuestran como
el amonio reduce la expresion en membrana de NR1 y NR2A en cultivos de neuronas de
cerebelo - aunque NR1 en cerebelo se encuentra en las mismas cantidades totales - tras el

analisis de la fosforilacion encuentran también aumentada la fosforilacién de S890 y S897,
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demostrando que la clave de la expresién en membrana de los receptores de NMDA esta en su

transporte.

Por lo tanto, aunque distintos estudios muestran que los receptores de NMDA no estan
alterados en su expresion total (homogenados), nuestros resultados apoyan la hipotesis de que

éstos tienen reducida su expresién en membrana en modelos de hiperamonemia.

El siguiente paso consistiria en comprobar la causa de esto, intentando verificar si la
disminucién en membrana del receptor es debida a la fosforilacion alterada que da como
resultado una incorrecta distribucion en la membrana de los clusters de NR1 que formaran los
receptores de NMDA, y estudiar el posible responsable de esa fosforilacion, el cual podria ser
una potencial diana terapéutica. El primer candidato a estudiar seria la fosforilacion de la serina
S890 a la que Tingley et al. (1997) apuntan como responsable Gltimo de la distribucion de NR1,
ahondando en el porqué de esta alteracion en la fosforilacién. También podriamos optar por
investigar como la activacion simultanea de las serinas S896 y S897 por PKC y PKA, que

promueven la translocacion y si esta via esta alterada en modelo animal de EH.

En relacién a las subunidades del receptor AMPA, la expresion en membrana de las
subunidades del receptor GIuR1 y GIuR2, también son significativamente menores en ratas
hiperamonémicas respecto a las ratas control (Figura 7). Suarez et al. (1997), con estudios de
inmunohistoquimica, demuestran que la expresion de ambos est4d aumentada en cerebelo de
ratas con anastomosis porta-cava. Cabrera-Pastor et al. (2012) estudiaron por Western-Blot la
expresion de ambas subunidades, las cuales estaban también aumentadas en homogenados de
cerebelo. La disminucion de la expresion en membrana de ambas subunidades, GIuR1y GIuR2,
observada en nuestros resultados (Figura 7) podria explicarse de forma similar a las
subunidades anteriores NR1 y NR2A. El aumento en homogenados so6lo indica un aumento en
la expresion total pero no en membrana. Una alteracion en la translocacion de estas subunidades

explicaria su disminucion en la membrana independientemente del aumento de la cantidad total.

La disminucion de la expresiéon de GIuR1 y GIuR2 obtenida en nuestros resultados parece
estar también apoyada por resultados obtenidos en el estudio de la fosforilacion del residuo de
serina S831 de GIuR1, que aumenta la funcién del receptor AMPA (Benke et al. 1998). Ya que
esta fosforilacion se ha demostrado significativamente reducida en hiperamonemia (Monfort et
al. 2007), esta podria ser la causa de la disminucion de las subunidades AMPA obtenida en
nuestros resultados. Ademas, al igual que para el receptor de NMDA, el receptor AMPA
contiene regiones de fosforilacion que determinaran su translocacién a la membrana. Asi, se ha
demostrado que la fosforilacion por parte de PKC de las serinas S816 y S818 de la subunidad
GIuR1 permiten la interaccion de esta subunidad con la proteina de union a actina 4.1N, que es

la encargada de la facilitacion de la insercion de esta subunidad en la membrana plasmaética
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(Boehm et al., 2006; Lin et al., 2009). También se ha demostrado que la fosforilacion de GIuR1
por PKA permite a la subunidad translocarse a la membrana sinaptica (Esteban et al., 2003,;
Man et al., 2007).

Todo ello indica que una alteracion en la fosforilacion de los receptores por parte de PKA
y/lo PKC podria ser la causante de la disminucién de la expresion en membrana de las
subunidades analizadas, por lo que se deberian de investigar estas vias de fosforilacién y

analizar si estan alteradas en modelos de hiperamonemia.

4.1.2 La expresion en membrana basal de la subunidad GABAal del receptor GABA esta
disminuida en hiperamonemia crénica

Se analizd la expresion en membrana de la subunidad GABAal en ratas control e
hiperamonémicas. Se escogid esta subunidad por ser de las mas representativas en el cerebelo
(Vithlani et al., 2011).

Se observa una disminucion en la expresion en membrana de la subunidad GABAal a un

73 £ 9% (p<0.05) en condiciones basales (Figura 6).
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Figura 6. La expresion en membrana de la subunidad GABAal esta

disminuida en cerebelo de ratas hiperamonémicas en condiciones basales.
Los datos son la media + error estandar de 24 ratas por grupo. **diferencia

significativa respecto al control (p<0.01).
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El estudio de la neurotransmision GABAérgica en modelos de EH ha mostrado
principalmente un aumento del tono GABAérgico en cerebelo (Cauli et al., 2009a y 2009b), que
contribuye a las alteraciones cognitivas y motoras en la EH.

Las posibles causas de este aumento del tono GABAérgico son: a) aumento en la cantidad
de receptores GABA en la membrana post-sinaptica, b) un aumento en el GABA extracelular y
¢) sintesis aumentada de neuroesteroides. Ademas, también se ha demostrado que la alteracion
en la liberacion y captacion del GABA puede ser debida a una alteracion de los transportadores
en astrocitos en modelos de hiperamonemia (Bender et al. 2000).

Tanto la alteracién en la liberacién y captacion de GABA por alteracidn en la expresion de
sus transportadores, como la sintesis de neuroesteroides podrian aumentar el tono GABAérgico
en el cerebelo. Como consecuencia, podria desarrollarse un proceso de adaptacion similar al
referenciado en los receptores de NMDA, por el que se intente de forma natural reducir ese
aumento en el tono GABAérgico mediante la disminucion de la expresion en membrana de su

receptor, tal como indican nuestros resultados.

4.1.3 La expresién en membrana de los transportadores de glutamato GLT-1y EAACL1
esta disminuida en condiciones basales de hiperamonemia cronica

De forma anéloga se estudié la expresion basal en membrana de los transportadores de
glutamato EAAC1 (localizado en neuronas) y GLT-1 (localizado en astrocitos).

Se observé una disminucion de ambos transportadores, de EAAC1 a un 73 + 10% (p<0.01)
y de GLT-1aun 70 + 11%) (p<0.05) (Figura 7).
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Figura 7. La expresién basal en membrana de los transportadores de glutamato EAAC1
(a) y Glt-1 (b) esta disminuida en cerebelo de ratas hiperamonémicas. Los datos son la media
* error estandar de (a) 16 y (b) 8 ratas por grupo. *diferencia significativa respecto al control (p<0.05); **
diferencia significativa respecto al control (p<0.01).

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en cerebro. La acumulacion
excesiva de glutamato en el medio extracelular es neurotéxica y puede inducir degeneracion y
muerte neuronal. Por lo tanto, la correcta eliminacion de éste no s6lo afectara al correcto
funcionamiento de la neurotransmision sino también a la supervivencia de la neurona. Un
aumento basal en los niveles de glutamato extracelular ha sido demostrado en modelos de

hiperamonemia y fallo hepéatico agudo (J. de Knegt et al. 1994).

Una disminucion en la expresion en membrana de los transportadores EAACL y Glt-1
llevard asociado un aumento del glutamato extracelular ante la imposibilidad de poder
recaptarlo, con un aumento de la toxicidad asociado a hiperexcitabilidad y exocitotoxicidad
(Butterworth 2002). Esta es una hipoétesis ya planteada por Vaquero y Butterworth (2006) y que
nuestros resultados apoyan.

Diferentes estudios obtienen resultados similares. Raghavendra et al. (1998) y Norenberg
et al. (1997) observan una disminucion en la expresion génica de Glt-1 en modelos de dafio
cerebral e hiperamonemia, respectivamente. Suarez et al. 2000 también obtienen una
disminucion en los niveles de expresion de Glt-1 y EAAC1 en cerebelo de ratas con

anastomosis porta-cava. Observan que el mMRNA de Glt-1 en modelo de fallo hepatico agudo
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estaba disminuido. Asi pues, la represion de la expresion génica podria ser una posible causa de
la disminucion de la expresion en membrana de los transportadores de glutamato EAACL y
Glt-1.

Como conclusion, la expresion en membrana de las subunidades NR1 y NR2A del receptor
NMDA, GluR1 y GIuR2 del receptor AMPA y GABAal del receptor GABA estd disminuida
en ratas con hiperamonemia crénica (Figura 8). En consecuencia, esto podria alterar la
neurotransmision y contribuir a las alteraciones en la funcion cognitiva y motora en pacientes

con encefalopatia hepética.
Na Ca Na Ca (ke Glutamato Glutamato
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Figura 8. Resumen de las alteraciones de la expresiéon en membrana de los receptores NMDA,
AMPA y GABA y de los transportadores de glutamato EAAC1 y Glt-1 en ratas con
hiperamonemia cronica. Tanto los receptores ionotropicos de NMDA, AMPA y GABA como los
transportadores EAAC1 y Glt-1 tienen disminuida su expresion en membrana.

4.2 Expresion en membrana del transportador de glutamato EAACI tras la
activacion del receptor AMPA a diferentes dosis y tiempos de incubacién con un agonista

Una vez estudiada la expresién basal tanto de receptores como de transportadores,
analizamos la expresion en membrana del transportador de glutamato EAAC1 en respuesta a la

union de AMPA a su receptor.

La activacion de los receptores AMPA y/o NMDA provoca un aumento rapido de la
expresién en membrana del transportador de glutamato EAAC1 (Waxman et al, 2007).
Ademas, estudios de microdialisis in vivo han demostrado que la unién de un agonista a estos

receptores aumentaba los niveles de glutamato extracelular, y esta podria aumentar la
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translocacion de EAAC1 en membrana, para recaptar el exceso de glutamato. La secuencia de
eventos en orden cronoldgico seria la siguiente: activacion de los receptores AMPA y/o NMDA,
aumento del glutamato extracelular, aumento en la expresion en membrana de EAACI,
recaptacion del glutamato por éste y rapida disminucion del glutamato extracelular hasta
alcanzar niveles basales. En este proceso, los receptores AMPA de alta y baja afinidad podrian
jugar un papel clave. Los receptores AMPA de alta afinidad no alteran los niveles de glutamato
extracelular pero los de baja afinidad si, aumentando transitoriamente hasta que disminuye a
niveles basales por el aumento de la expresion de EAAC1 (Cabrera-Pasor et al., 2015 enviado,
no publicado).

Como hemos visto anteriormente, la hiperamonemia provoca un descenso en la expresion
en membrana basal de los receptores ionotropicos. Ademas, se ha visto en estudios de
microdialisis in vivo un efecto de la hiperamonemia sobre la liberacion de glutamato tras la
activacion de los receptores AMPA a diferentes concentraciones. Por todo ello, en este trabajo
estudiamos cémo afecta el tratamiento con AMPA a la expresion en membrana del
transportador EAAC1, y si existen diferencias en la respuesta a distintas concentraciones y a
distintos tiempos de incubacion con el agonista AMPA. Para ello se trataron cortes de cerebelo
de ratas control e hiperamonémicas con 0.3, 1 y 2 mM de AMPA y cada uno de estos, a su vez,

durante 8 0 15 minutos.

4.2.1 El tratamiento con AMPA altera la expresién en membrana del transportador
EAACI1 observandose un efecto dosis y un efecto tiempo

El tratamiento con diferentes concentraciones de AMPA induce cambios en la expresion
en membrana de EAACL. En ratas control, se observa un efecto dosis dependiente a los 8
minutos. A concentraciones bajas de AMPA (0.3 mM), la expresion en membrana de EAAC1
aumenta a 162 + 44% y a concentraciones altas de AMPA (2 mM) disminuye progresivamente
su expresion en membrana (49 + 14%) (p<0.05). Esto parece indicar que el AMPA a altas
concentraciones no s6lo no aumenta sino que disminuye la expresion de EAAC1 en el
tratamiento de 8 minutos. Sin embargo, en las ratas control, el tratamiento con AMPA de 15
minutos parece aumentar los niveles del transportador sin importar su concentracion,
manteniéndose en niveles similares de aumento (AMPA 0.3 mM =170 + 29% p<0.05; AMPA 1
mM = 182 + 33% p<0.05 y AMPA 2 mM = 186 + 24% p<0.05) (Figura 9 y 10).

En las ratas hiperamonémicas, los tratamientos con AMPA tanto a los 8 como a los 15
minutos aumentan la expresion en membrana del transportador EAACL respecto tanto a su basal

como al control, sin apreciarse un efecto de la dosis en ambos casos (Figura 9y 11).
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El efecto del tiempo de tratamiento no se aprecia en las ratas hiperamonémicas,
alcanzandose los niveles de expresion en membrana de forma similar tanto en distintas dosis
como a distintos tiempos. Sin embargo, en las ratas control hay un efecto significativo del
tiempo, a concentraciones de 1 y 2 mM de AMPA (p<0.05 y p<0.01 respectivamente) (Figura
9,10y 11).
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Figura 9. Expresion en membrana de EAACI tras la activacion del receptor AMPA a
diferentes dosis y tiempo en ratas control e hiperamonémicas. La expresion en membrana de
EAACL en ratas control a los 8 minutos de tratamiento parece seguir un efecto dosis,
disminuyendo su expresion hasta alcanzar niveles inferiores al basal a concentraciones de 2
mM. A los 15 minutos la expresion aumenta de forma similar a distintas concentraciones,
desapareciendo el efecto dosis. En las ratas hiperamonémicas, a los 8 y 15 minutos de
tratamiento se alcanzan niveles de expresion superiores al control basal, sin observarse el efecto
dosis. Los datos son la media + error estandar de 15 ratas por grupo. *diferencia significativa respecto al
control basal (p<0.05); *** diferencia significativa respecto al control basal (p<0.001); b diferencia
significativa entre 8 y 15 minutos (p<0.05); bb diferencia significativa entre 8 y 15 minutos (p<0.01); a
diferencia significativa respecto al basal de hiperamonemia (p<0.05); aa diferencia significativa respecto
al basal de hiperamonemia (p<0.01)
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Figura 10. Resumen de la expresion en membrana del transportador EAACLI tras la activacion
del receptor AMPA en ratas control. En el tratamiento de 8 minutos se observa un mayor aumento de la
expresion de EAACL a concentraciones de 0.3 mM de AMPA, un menor aumento a concentraciones de 1 mM
de AMPA y un descenso a concentraciones de 2 mM (efecto dosis). En el tratamiento de 15 minutos se observa
un aumento de la expresién en membrana de EAACL1 que no se ve alterada por la dosis.
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Figura 11. Resumen de la expresion en membrana del transportador EAACL1 tras la activacién
del receptor AMPA en ratas hiperamonémicas. En hiperamonemia tanto la expresion basal del receptor
AMPA como la del transportador EAAC1 estan disminuidas. La activacion del receptor AMPA aumenta los
niveles de expresién en membrana de EAACL alcanzado niveles significativamente aumentados respecto a su
basal, independientemente de la concentracion y el tiempo del tratamiento.

Para explicar estos resultados, y como se ha comentado anteriormente (ver Introduccion),
se pueden distinguir receptores AMPA de baja y alta afinidad. Los receptores AMPA de alta
afinidad inhiben a los receptores NMDA a través de un mecanismo no ionotropico basado en el
estado de apertura del receptor AMPA (abierto, cerrado o desensibilizado) similar a un
mecanismo de union a ligando (Bai et al., 2002). Una inhibicion de los receptores NMDA
disminuira la expresion en membrana de EAACL. Esto explicaria el efecto dosis encontrado en
el tratamiento con AMPA de 8 minutos en ratas control, en el que a mayor concentracién menor

expresion en membrana del transportador se observa.

Como altas concentraciones de AMPA inhibirian en mayor medida los receptores NMDA,
este resultado concuerda con el obtenido por Cabrera-Pastor et al. (2012) donde la liberacion de
glutamato con 0.1 mM de AMPA fue mayor que a una concentracion de 0.3 mM en ratas
control. Trussell et al. (1993) demostraron que altas concentraciones de neurotransmisor podian
desensibilizar los receptores AMPA. Otra posible explicacién a este efecto dosis seria que el
aumento de glutamato inducido tras la activacion de los receptores AMPA, producird una
desensibilizacion de éstos a altas concentraciones de AMPA, lo que conduciria a la disminucion
de la expresion de EAACL.
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El efecto del tiempo de tratamiento sobre la expresion de EAACL en membrana en ratas
control podria deberse a una estabilizacion de los niveles tras un periodo de adaptacion. En las
ratas hiperamonémicas no se observa efecto del tiempo ni de la dosis en los niveles de expresion
del transportador, en todos los casos aumentan significativamente su expresion en membrana

respecto a su basal.

Como conclusion final, podemos afirmar que la hiperamonemia crénica altera la expresion
en membrana de receptores y transportadores. Esto alterara la neurotransmision sinaptica y en
consecuencia, contribuird a las alteraciones de la funcion cognitiva y motora en pacientes con

encefalopatia hepética.
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5- CONCLUSIONES

La expresion en membrana de las subunidades NR1 y NR2A (receptor NMDA), GluR1
y GIuR2 (receptor AMPA) y GABAal (receptor GABA) esta disminuida en cerebelo
de ratas con hiperamonemia cronica.

La expresion en membrana de los transportadores de glutamato EAACL y Glt-1 esta
disminuida en cerebelo de ratas con hiperamonemia cronica.

La union del agonista AMPA a su receptor modula la expresion del transportador de
glutamato EAAC1 dependiendo de la dosis y el tiempo tratamiento.

En ratas con hiperamonemia cronica estd alterada la modulacion de la expresion del
transportador de glutamato EAACLI tras la activacion del receptor AMPA.

La hiperamonemia crénica altera la expresion en membrana de receptores y
transportadores, esto alterara la neurotransmisién sinaptica y en consecuencia
contribuird a las alteraciones en la funcién cognitiva y motora en pacientes con
encefalopatia hepatica.
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