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Resumen

La encefalopatia hepdtica (EH) hace referencia al conjunto de anormalidades
neuropsiquidtricas que estan asociadas con el fallo en la funcidn hepatica. Se trata de un
sindrome que estd caracterizado por la existencia de deterioro psicomotor, intelectual y
cognitivo. Esta causado por la acumulacion en el flujo sanguineo de sustancias toxicas que
normalmente son eliminadas por el higado. Una de estas moléculas, el amonio, juega un papel
fundamental en la patogénesis de la enfermedad. Su acumulacién provoca un estado de
hiperamonemia, que junto con la inflamacion periférica induce neuroinflamacion,
contribuyendo asi al deterioro cognitivo y motor. Los objetivos de este trabajo son: estudiar el
efecto de la hiperamonemia sobre la inflamacidn periférica, caracterizar la neuroinflamacién y
el deterioro cognitivo en ratas hiperamonémicas y, por ultimo, evaluar el efecto del tratamiento
con infliximab sobre la inflamacién periférica, la neuroinflamacién y el deterioro cognitivo. Para
alcanzar estos objetivos, se utiliza un modelo de hiperamonemia sin fallo hepatico en ratas,
obtenido con una dieta enriquecida con amonio. A lo largo del trabajo se desarrollan diferentes
metodologias. En primer lugar, se recurre a técnicas de inmunohistoquimica, a nivel tanto de
cerebelo como de hipocampo. Para ello, se emplean cuatro anticuerpos: anti-lba-1 como
marcador de la microglia, anti-GFAP, marcador especifico de los astrocitos y anti-TNF-a y anti-
IL-1B, anticuerpos cuya diana son dos citocinas inflamatorias fundamentales. Asimismo, para
estudiar la inflamacion periférica, se analizan algunos factores inflamatorios en plasma
sanguineo mediante técnicas de Western Blot. Por ultimo, para evaluar el deterioro cognitivo,
se implementa el laberinto radial de 8 brazos, un test para evaluar el aprendizaje y memoria
espaciales.
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Abstract

Hepatic Encephalopathy (HE) refers to the set of neuropsychiatric abnormalities which
are related to hepatic failure. This syndrome is characterized by psychomotor, intellectual and
cognitive impairment. It's caused by the accumulation in the blood flow of toxic compounds that
are, in normal conditions, detoxified by the liver. The ammonia, one of these compounds, play
an essential role in the pathogenesis of this syndrome. Its accumulation leads to
hiperamonemia, which acts sinergystically with peripheral inflammation, inducing to
neuroinflammation, and so, to motor and cognitive impairment. The aims of this project are: to
study the effects of hyperammonemia on peripheral inflammation, to characterize the
neuroinflammation and cognitive impairment in hyperammonemic rats and to study the effects
of the infliximab treatment on the peripheral inflammation, neuroinflammation and cognitive
impairment. In order to reach these aims, rats were used as an animal model of chronic
hyperammonemia without liver failure. The rats were made hyperammonemic by being feed
with an ammonia high level diet. Over the project different working methods were performed.
Firstly, an immunochemistry assay was performed in the hippocampus and cerebellum to
analyze neuroinflammation. Four different antibodies were used: anti-lba-1 as a marker of
microglia, anti-GFAP to study specifically the astrocytes, anti-TNF-a and anti-IL-1B, two
antibodies which target are two central cytokines. In addition, in order to evaluate the
peripheral inflammation, inflammatory factors in blood plasma were studied by Western Blot.
Finally, to assess the cognitive impairment, the radial maze was implemented, a learning and
memory spatial task.
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1. Introduccion

1.1. Encefalopatia hepatica

En nuestro organismo, el higado es el principal érgano encargado de la detoxificacién.
Desempefia un papel crucial en la eliminacién tanto de sustancias enddgenas resultado del
metabolismo, asi como de sustancias exdgenas. Como consecuencia de un fallo en la funciéon
hepatica, se pueden originar trastornos serios. El dafio hepatico, por tanto, es un suceso
especialmente delicado, por lo que ha sido clasificado en fallo hepatico agudo (FHA) y dafio
hepatico crdonico (DHC). El FHA hace referencia al dafio hepatico de caracter grave que suele
afectar a pacientes que no presentan ninguna enfermedad hepatica anterior (Bernal y Wendon,
2013). El DHC se refiere a un proceso de degeneracién progresiva del parénquima hepatico,
llevando a fibrosis y posteriormente a un estado de cirrosis.

Es bien conocido el hecho de que, cuando el higado falla, la funcién cerebral se ve
afectada. La deficiente o nula detoxificacion por parte del higado puede provocar que
determinados compuestos alcancen el cerebro y afecten la funcién cerebral. El amonio, como
se vera mas adelante, juega un papel crucial (Felipo, 2013). La encefalopatia hepatica (EH) es un
sindrome que se asocia con un conjunto de irregularidades neuropsiquidtricas vistas en
pacientes con disfuncion hepatica, en los que se ha descartado cualquier otro trastorno
neurolégico potencial. Se trata de un trastorno caracterizado por anormalidades psicomotoras,
intelectuales y cognitivas. Asimismo, estd asociado con irregularidades emocionales, afectivas y
conductuales (Cichoz-Lach y Michalak, 2013). La EH se puede clasificar en 3 grandes grupos
segun el World Congress of Gastroenterology, celebrado en 2002. El primer grupo, conocido
como tipo A, hace referencia a aquellos pacientes que manifiestan la enfermedad a causa de un
FHA. Del mismo modo, el tipo B hace referencia a aquella que aparece en pacientes sin
enfermedad hepatocelular intrinseca. Por ultimo, el tipo C engloba a aquellos pacientes que
presentan una enfermedad crénica hepatica (Ferenci et al., 2002).

También existe otra clasificacion que permite evaluar la gravedad de los sintomas
presentados: la escala de West Haven. Se trata de un método arbitrario que establece 4 estadios
de EH clinica basados en las alteraciones del estado de consciencia, de la funcidn intelectual, de
la conductay en los sintomas neuromusculares (Koff y Mullen, 1994). Los pacientes con el grado
1 presentan cambios en el comportamiento, alteraciones minimas de consciencia, pérdida de la
capacidad de atencidn, entre otros sintomas. El grado 2 implica la desorientacién espacial y
temporal, comportamiento inadecuado y cambios en la personalidad. Los pacientes
caracterizados con el grado 3 se encuentran en estado de somnolescencia. Ademas, se
caracterizan por la desorientacién y confusidon que presentan. No obstante, responden a los
estimulos verbales. Por ultimo, el grado 4 hace referencia al estado de coma. Este criterio de
clasificacion puede resultar subjetivo en determinados casos, lo que puede suponer una
desventaja en la practica clinica. Recientemente, se han planteado nuevos criterios adaptados,
como por ejemplo el Hepatic Encephalopathy Scaling Algorithm (HESA) (Cérdoba, 2011). Este
método permite evaluar los criterios de West Haven de una manera mas objetiva.



Por otra parte, los pacientes sin sintomas evidentes de EH pueden presentar
encefalopatia hepatica minima (EHM). Este tipo de pacientes presentan deterioro cognitivo leve,
déficit de atencidn, alteracidén en la velocidad psicomotora y en la percepcidn visoespacial.
Asimismo, presentan dificultades para procesar informacién y para responder ante estimulos
(Stinton y Jayakumar, 2013). Se estima que la EHM estd presente entre el 33% y el 50% de los
pacientes cirrdticos y que potencialmente puede afectar al 80% de las personas con dicha
afeccidn hepatica (Felipo, 2013). La incidencia de las enfermedades hepaticas crdnicas, como
por ejemplo la cirrosis, sitia a la EHM como un trastorno de especial relevancia. Es importante
destacar que no se trata solo de un problema médico sino que también reduce la capacidad del
paciente de realizar tareas cotidianas, afectando asi al ambito social y econdmico. Dado que
estos sintomas no pueden ser detectados mediante un examen neurolégico estandar, se ha
llegado al consenso de evaluar la EHM mediante una bateria de test psicométricos conocida con
el nombre de PHES (Psychometric Hepatic Encephalopathy Score) (Weissenborn et al., 2001). Se
trata de una metodologia validada y estandarizada que permite una evaluacién completa en
menos de 20 minutos. Es una metodologia denominada “de lapiz y papel”, es decir, no
computarizada. Permite medir la velocidad vy precisién psicomotora, la concentracién, la
capacidad de construccidn visual, la atencion y la memoria (Nabi y Bajaj, 2013). EI PHES consta
de 5 test psicométricos: el test de la clave de nimeros, test de la conexidon numérica A, test de
la conexiéon numérica B, test de puntos seriados y el test de la linea quebrada.

1.2. Patogénesis de la encefalopatia hepatica

La EH es un trastorno complejo y multifactorial. Los mecanismos patogénicos que
caracterizan a la enfermedad no se han descubierto por completo. No obstante, se sabe que la
hiperamonemia, la inflamacién periférica y la neuroinflamacién tienen especial relevancia en
la patogénesis del sindrome. La hiperamonemia, que tiene un papel central en la EH, actta de
manera sinérgica con la inflamacién periférica, contribuyendo ambas a la aparicién de la
neuroinflamacidn, la cual se ha visto que es la responsable del deterioro cognitivo y motor que
esta asociado con la EH (Montoliu et al., 2015). En la siguiente figura, extraida de (Montoliu et
al., 2015) se ilustra la relacidn expuesta:

| Chronic liver disease |

Hyperammonemia | Inflammation |

[Microglial activation |

1

|  NEUROINFLAMMATION |

!

| ALTERED NEUROTRANSMISSION |

| Cognitive and motor impairment |




Figura 1: La hiperamonemia actia conjuntamente con la inflamacidn periférica para inducir la
neuroinflamacién. Como consecuencia de un trastorno en la funcidon hepatica se genera un
estado de hiperamonemia y una respuesta inflamatoria. Estos dos factores actian de manera
sinérgica para conducir a la activacidn de la microglia y a la neuroinflamacion, las cuales alteran
la neurotransmisidn y por tanto estimulan el deterioro cognitivo y motor asociado con la EH.

1.2.1 Amonio y EH

El amonio es un subproducto del metabolismo de los compuestos nitrogenados y estd
involucrado en un gran ndmero de reacciones metabdlicas. Se caracteriza por su capacidad de
generar toxicidad en muchas regiones del organismo. El amonio puede generarse en el
organismo de multiples formas. Proviene fundamentalmente del metabolismo microbiano de
las proteinas y de la urea, que ocurre en el colon (Williams, 2007). Del mismo modo, se puede
originar también a raiz del metabolismo microbiano de la glutamina en el intestino delgado v,
en menor medida, el metabolismo del musculo esquelético y el metabolismo renal también
estan implicados en la produccidon de amonio (Cichoz-Lach y Michalak, 2013). En condiciones
normales, el amonio es conducido mediante la circulacién hacia el higado, el 6rgano encargado
de su procesamiento. En el higado, el amonio se convierte en urea, mediante un proceso
conocido con el nombre de ciclo de la urea. También, puede ser transformado a glutamina
mediante el enzima glutamina sintetasa que se encuentra en los hepatocitos. Posteriormente,
el amonio metabolizado serd excretado mediante la orina. Atendiendo a lo anterior, un fallo
hepatico se traducira en una detoxificacion incorrecta del amonio. Este hecho va a provocar un
incremento de la concentracidon plasmatica de esta molécula. En presencia de un pH alcalino, el
amonio es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE), alcanzando el cerebro y
provocando las alteraciones estructurales y funcionales que se relacionan con la EH (Tapper et
al., 2017).

La acumulacién de amonio en la sangre se traduce en un estado de hiperamonemia. En
este sentido, el amonio esta directamente relacionado con la fisiopatologia cerebral. Uno de los
mecanismos por los que el amonio induce toxicidad estd mediado por los astrocitos. La
glutamina sintetasa juega un papel fundamental. Se trata de una enzima que sintetiza glutamina
a partir de glutamato y amonio. Los astrocitos son las Unicas células cerebrales que presentan
esta enzima y que pueden metabolizar el amonio. Un aumento en los niveles de amonio induce
una mayor produccién de glutamina, acumuldndose esta en los astrocitos. Como consecuencia
directa, los astrocitos aumentan su osmolaridad intracelular, favorecen la entrada de agua vy,
por tanto, aumentan su volumen, proceso conocido con el nombre de edematizacion de los
astrocitos (Haussinger et al., 2000). Este proceso esta relacionado con la aparicion de edema
cerebral y el aumento de la presién intracraneal, tipicos de la EH.

La presencia de amonio en las mitocondrias de los astrocitos fomenta la aparicidn de
estrés oxidativo y nitrosativo (Cichoz-Lach y Michalak, 2013). Los receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA) son uno de los mediadores de este proceso. En presencia de amonio, los
astrocitos incrementan la produccidn de especies reactivas del nitrégeno (RNS) y de especies
reactivas del oxigeno (ROS). La hiperamonemia incrementa la produccién de receptores NMDA,
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dando lugar a la menor produccién de enzimas antioxidantes y aumentando asi la presencia de
moléculas téxicas (Norenberg et al., 2004). Por otro lado, se ha comprobado que la glutamina,
producida por la glutamina sintetasa, es capaz de incrementar la produccién de RNS y ROS. Al
entrar en la mitocondria del astrocito es capaz de estimular la generacion de radicales libres
mediante rutas dependientes de calcio (Albrecht y Norenberg, 2006). Los RNS y ROS estdn
también involucrados en la oxidacién del RNA, provocando alteraciones en la expresidon
proteica. Estas especias reactivas también median la nitrosilacién de tirosinas, afectando asi a la
permeabilidad de la BHE.

El amonio genera un estado neuroinhibitorio, caracteristica patolégica de la EH. Esta
molécula provoca la depolarizacion de las neuronas, la inactivacion de sus bombas de extrusion
de cloro, la supresién de la formacién del potencial post-sinaptico inhibitorio y la alteracion del
potencial de reposo de las membranas celulares (Basile y Jones, 1997)

La hiperamonemia conduce también a la generacién de neuroesteroides (Cauli et al.,
2008). Se trata de un tipo de esteroides del sistema nervioso central. Estas moléculas pueden
interferir y modificar la actividad neuronal modulando su excitabilidad. Este hecho se
fundamenta en su capacidad de unirse a los receptores de los neurotransmisores. Por otro lado,
se ha comprobado que la hiperamonemia tiene efectos sobre el metabolismo energético
cerebral. El amonio influye en el transporte de sustratos metabdlicos como la glucosa pero
también de los precursores de 6xido nitrico (NO) y de aminoacidos.

1.2.2. Inflamacién periférica

Un aspecto relevante es que la hiperamonemia por si sola no explica todos los
desérdenes que caracterizan a la EH. En este sentido, la inflamacidn periférica juega un papel
importante en la encefalopatia hepatica. Se cree que existe una sinergia entre la inflamacion
periférica y la hiperamonemia, dos factores que actian conjuntamente dando lugar a la
neuroinflamacién (Shawcross et al., 2007; Montoliu et al., 2009; Felipo et al., 2011).

Como consecuencia del dafio hepatico, se generara un estado de inflamacidn sistémica.
Se genera una cascada de inflamacién, que se le conoce con el nombre de Sindrome de
Respuesta Inflamatoria Sistémica (SRIS). En este escenario, el nivel de citocinas proinflamatorias
aumenta y puede afectar a la funcién cerebral, mediante la sefializacion al cerebro a través de
distintas vias. La inflamacién periférica puede ser evaluada mediante el estudio de los niveles de
interleucinas, entre las que destacan la IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-16, IL-17, IL-1B e IL-18, asi como
estudiando los niveles de otras citocinas como por ejemplo, el TNF-a. Estos mediadores pueden
potenciar la respuesta inflamatoria, siendo factores proinflamatorios, o bien pueden ser
antiinflamatorios, inhibiendo la liberacién de mas mediadores inflamatorios. El TNF-a y la IL-1B
tienen una importancia crucial. El TNF-a se ha visto que esta involucrado en el cambio de la
permeabilidad de la BHE y en el aumento de flujo sanguineo cerebral.

Por otro lado, los niveles de las interleucinas proinflamatorias IL-6 e IL-18 estan
aumentadas en pacientes con EHM comparados con pacientes sin EHM. Ademas, la



concentracién en suero de estas interleucinas es util para discriminar entre pacientes cirréticos
sin y con EHM (Montoliu et al., 2009). Esto sugiere que la inflamacién relacionada con IL-6 e IL-
18 parece contribuir a la EHM.

Estos resultados apoyan los de (Shawcross et al., 2007). En dicho estudio, se demostré
que lainflamacion periférica determina la aparicién de EHM y también estd relacionada con su
severidad. No obstante, la presencia y la severidad de la EHM son independientes tanto del
grado de dafio hepatico como de la concentracién de amonio. Los marcadores de la inflamacién
periférica son significativamente mayores en aquellos pacientes con EHM con respecto aquellos
sin EHM.

Se ha investigado también el papel de la inflamacidn y la hiperamonemia en la induccidn
de deterioro cognitivo leve en pacientes con distintas enfermedades hepaticas vy
dermatoldgicas, con diferentes grados de hipermamonemia y/o inflamacién. Ni Ia
hiperamonemia ni la inflamacién periférica por si solas son capaces de producir deterioro
cognitivo, pero la combinacion de ciertos niveles de ambos factores son capaces de inducirlo,
incluso sin dafio hepatico.

Recientes estudios indican que la hiperamonemia provoca la sensibilizacidn del cerebro
a los efectos de la inflamacidn periférica ((Shawcross et al., 2007; Jalan and Bernau., 2007; Rovira
et al., 2007 and Wright et al., 2012). Por otra parte, la nitrosilacion de proteinas, mecanismo
patoldgico comun en el sindrome, no puede explicarse solo por la hiperamonemia y tampoco
en ausencia de un proceso inflamatorio sistémico. Un hecho importante es la evidencia de que
el uso de inhibidores de TNF-a, como por ejemplo el ibuprofeno y el infliximab, restaura la
capacidad de aprendizaje y la memoria tanto en humanos como en ratas (Cauli et al., 2007)

Este hecho pone de manifiesto la importancia de la inflamacidn periférica sobre la EH.
Tanto el ibuprofeno como el infliximab actuan a nivel periférico, ya que no son capaces de
atravesar la BHE. Por ultimo, es importante destacar que esta relacion entre inflamacion
periférica y la funcion cerebral ya ha sido evidenciada en otros procesos patoldgicos, como es el
caso del Alzheimer.

1.2.3. Neuroinflamaciéon y EH

La inflamacidn periférica y la hiperamonemia afectan la funcién cerebral mediante la
induccion de la neuroinflamacién (Dadsetan et al., 2016a). Se cree que es el factor responsable
del deterioro cognitivo y motor asociado con la EHM y la EH clinica.

Estudios tanto en pacientes como en el modelo animal de la enfermedad evidencian la
importancia de la neuroinflamacién en la EH. Se ha comprobado que ratas con fallo hepatico
debido a anastomosis portacava (PCS) presentan neuroinflamacion debido a que tienen
afectada la ruta del glutamato-6xido nitrico (NO)-GMPc (Erceg et al., 2005). Asimismo, ratas con
ligacién del ducto biliar presentan activacién de la microglia y, ademads, el tratamiento con



ibuprofeno redujo los niveles de neuroinflamaciéon (Rodrigo et al.,, 2010). Ademas, esta
activacion de la microglia esta presente en el tejido cerebral de pacientes cirrdticos (Dennis et
al., 2013).

El sistema inmunitario periférico se comunica con el cerebro en respuesta a la
inflamacién. La BHE estd compuesta por células endoteliales vasculares. Este tipo celular
presenta en su membrana receptores para ciertas citocinas, como por ejemplo receptores de
TNF-a y de IL-1B (Coltart et al., 2013). Por tanto, van a ser capaces de transducir el estado de
inflamacidn periférica al cerebro, mediante, por ejemplo, la activacidén de enzimas que daran
lugar a la sintesis de NO y prostaglandinas. Por otra parte, los mediadores inflamatorios pueden
llegar al cerebro atravesando la BHE mediante transporte activo o mediante su paso por zonas
en las que no hay BHE. Ademas, las sefiales inflamatorias pueden afectar al cerebro mediante la
sefalizacion del nervio vago. En ratas, la inflamacion periférica se traduce en una reduccién de
los niveles de IkB en hipocampo y el aumento de NF-kB. Por tanto, se induce la transcripcién de
TNF-a y de IL-1B, induciendo alteraciones en la capacidad de aprendizaje espacial (Dadsetan et
al., 2016b). Estas capacidades estan moduladas por los receptores NMDA y AMPA, situados en
el hipocampo.

En la neuroinflamacidn, dos tipos celulares tienen especial relevancia: la microglia y los
astrocitos. Los mediadores proinflamatorios periféricos pueden activar a estos tipos celulares,
provocando que sinteticen ellos mismos una gran cantidad de citocinas.

1.2.3.1. Microglia

Las células de la microglia son las células inmunitarias innatas que residen en el sistema
nervioso central. Representan la defensa primaria en el sistema nervioso ante los procesos
patoldgicos, las lesiones y las infecciones (Chen y Trapp, 2015). No obstante, también poseen
funciones que no estan relacionadas con la respuesta inmune, como, por ejemplo, la
contribucion al desarrollo cerebral y a la angiogénesis. Se trata de un tipo celular de origen
mieloide y que constituye aproximadamente el 15% del sistema nervioso central. Las células de
la microglia presentan un pequefo tamafio, con un citoplasma escaso, con el nucleo oval o
triangular. Se caracterizan por poseer unas prolongaciones irregulares mediante las cuales se
encargan de rastrear el microambiente en busca de restos celulares, virus, microorganismos y
moléculas que informen sobre el estado del entorno. Cuando se encuentran con algun elemento
extrafio, las células de la microglia lo fagocitan. De este modo, se induce a su activacion,
actuando como células presentadoras de antigenos y segregando citocinas.

Enla EH, las células de la microglia pueden ser activadas por distintas moléculas, ademas
de por los factores inflamatorios periféricos. Entre estas moléculas destacan el amonio, el
lactato, el glutamato, el manganeso y los neuroesteroides (Butterworth, 2011). La microglia
activada, en consecuencia, va a liberar en el cerebro citocinas proinflamatorias, como, por
ejemplo, TNF-a, IL-1B, IL-1a e IL-6, contribuyendo asi a la neuroinflamacién. Del mismo modo,



la activacion de las células de la microglia desemboca en la produccién de CCL2, una molécula
gue induce el reclutamiento de monocitos al cerebro.

1.2.3.2. Astrocitos

Por su parte, los astrocitos son las principales células neuroldgicas afectadas en la EH.
Es un tipo celular de origen neuroectodérmico y que constituye un tercio del volumen del cértex
cerebral (Cordoba, 2014). Los astrocitos desempefian una gran cantidad de funciones que
resultan clave para el mantenimiento de la funcidn nerviosa. En primer lugar, los astrocitos estan
estrechamente relacionados con las neuronas. Se encargan del transporte de los nutrientes a
las neuronas, de modular la transmisiéon sinaptica y la neuroexcitabilidad, asi como de proveer
a las neuronas de los precursores de los neurotransmisores. Al mismo tiempo, se encargan de
controlar el microambiente cerebral, limpiando desechos, manteniendo el equilibrio idnico
celular y también el pH. Forman la glia limitans, una barrera fisica e inmunolégica que aisla al
sistema nervioso central.

Una de las funciones especificas de los astrocitos es la detoxificacién del amonio. Este
proceso estd mediado por la enzima glutamina sintetasa, encargada de la transformacion del
amonio en glutamina. El estado de hiperamonemia provoca que en los astrocitos se genere un
exceso de glutamina, lo que se traduce en estrés osmodtico. Como consecuencia de ello, los
astrocitos se edematizan, aumentando su volumen. En la EH, los astrocitos adquieren un aspecto
caracteristico, conocido con el nombre de astrocitosis tipo Il del Alzhéimer. Este tipo de
astrocitos presentan un notable crecimiento nucleary celular, un nucléolo prominente, cambios
en la cromatina y un aumento de la produccién de glicdgeno (Albrecht y Jones, 2000). Estas
modificaciones en los astrocitos se relacionan directamente con el desarrollo de edema cerebral
y con el aumento de la presién intracraneal.

Hay estudios recientes que plantean los mecanismos de accién de la neuroinflamacion.
Los factores proinflamatorios periféricos inducen a la activacién tanto de las células endoteliales
como de las células de la microglia. Esta activacidn se traduce en la estimulacidn del Toll-like
receptor 4 (TLR4). Este receptor se encarga de activar factores downstream como NF-kf y rutas
dependientes de MyD88 (Jayakumar et al., 2015). En consecuencia, se estimula la produccion
de mediadores inflamatorios, incluyendo especies ROS y NOS, acido araquiddnico y
prostaglandinas. Estos factores tienen a los astrocitos como diana principal. Por consiguiente,
este proceso conlleva la disfuncién de los astrocitos, resultando en la aparicion de edema
cerebral y de los trastornos asociados con el sindrome.

A pesar de todo, los mecanismos involucrados en la neuroinflamaciéon no han sido
elucidados por completo. Los astrocitos y las células de la microglia juegan un rol muy
importante en la neuroinflamacidn y, esta, en la EH. La estrecha y sensible relacién entre los
astrocitos y las células microglia con las neuronas provoca que cualquier cambio en estos tipos
celulares afecte a la funcién neuronal.



1.2.4. Citocinas proinflamatorias

Las citocinas son un grupo de proteinas de bajo peso molecular, producidas durante las
respuestas inmunitarias y que actian mediando relaciones complejas entre diversos tipos
celulares. En particular, se encargan de la comunicacidon entre células inmunitarias en los
procesos inflamatorios, aunque también pueden llevar a cabo funciones efectoras sobre otros
tipos celulares. Las citocinas desempefian una funcidén fundamental en la EH debido a la
importancia, como ya se ha visto, de la inflamacién periférica y de la neuroinflamacion. La
sintesis de estos mediadores proinflamatorios va a tener lugar tanto a nivel periférico como a
nivel cerebral. Un mayor conocimiento en este tipo de moléculas puede conducir al desarrollo
de nuevas aproximaciones terapéuticas.

Tanto a nivel periférico como a nivel cerebral, una de las primeras citocinas que se
sintetizan es el factor de necrosis tumoral o, conocido con el nombre de TNF-a. Se trata de una
hormona polipeptidica formada por 212 aminoacidos. El TNF-a puede ser sintetizado por una
gran cantidad de células, que son capaces de sintetizarla cuando estan activadas. Entre estos
tipos celulares se incluyen los monocitos, neutroéfilos, linfocitos, células de Kupffer en el higado,
y los astrocitos y las células de la microglia en el cerebro, entre otros. Esta citocina tiene un papel
fundamental en la estimulacién de la fase aguda del proceso inflamatorio. Entre sus funciones
bioldgicas mas importantes destacan: la induccién de la sintesis de otras citocinas como, por
ejemplo, las interleucinas IL-1 e IL-6, la estimulacidn la migracidn leucocitaria y la activacion del
endotelio vascular.

Se ha demostrado que esta fuertemente relacionada con la patogénesis de la EH y que,
ademas, el grado de severidad del sindrome esta vinculado con sus niveles circulantes (Odeh et
al., 2005). Se cree que este factor proinflamatorio participa en aquellos procesos patogénicos
de la EH en los que el amonio esta involucrado. El TNF-a incrementa la capacidad de difusion del
amonio a través de las células endoteliales del sistema nervioso central. Ademas, impide que los
astrocitos capten el glutamato extracelular, llevando a la acumulacién de este y, por tanto,
fomentando el desarrollo de la EH y de la neurotoxicidad (Odeh, 2007). Por otra parte, el TNF-
o también se relaciona con el GABA, el principal neurotransmisor, con los receptores de
benzodiacepinas, y con la toxicidad asociada al elevado nivel de manganeso.

El TNF-a es capaz de atravesar la BHE, afectando a su permeabilidad. Como se expondra
en el siguiente apartado, algunas de las estrategias terapéuticas contra la EH se centran en
neutralizar los niveles de TNF-a periféricos.

Por otra parte, las interleucinas IL-1B y la IL-6 son dos citocinas proinflamatorias que
también se relacionan con la EH. La IL-1B es un importante mediador de la respuesta
inflamatoria. Esta involucrada en una gran cantidad de funciones celulares, controlando los
procesos de diferenciacion celular y de apoptosis. La IL-1B es capaz de modificar la integridad
de la BHE debido a que es capaz de activar a la enzima ciclooxigenasa-2, presente en las células
endoteliales (De Vries et al., 1996). En la EH, los niveles de la interleucina 6 también se ven
aumentados. Este mediador participa en la diferenciacion de los linfocitos B, en la produccion
de inmunoglobulinas y en activacidn de los linfocitos T citotdxicos, entre otros procesos. Existe



una correlacién entre esta citocina y los niveles de amonio, sugiriendo que ambas moléculas
juegan un papel sinérgico.

La activacion de las células de la microglia resulta en el aumento de las citocinas IL-1,
IL-6 y TNF-a en el cerebro. Ademas, recientes estudios revelan que la delecién de los genes de
los receptores de TNF-a y de IL-1P retrasa el desarrollo de la EH y disminuye la intensidad del
edema cerebral en ratones con FHA (Jalan et al., 2017). Del mismo modo, se ha comprobado
que astrocitos expuestos a las citocinas TNF-a, IL-1[, IL-6 y IFN-y expresan el mediador NF-Kp.
La inactivacion del NF-KB previene la edematizacion de los astrocitos (Rama Rao et al., 2010).

1.3. Infliximab

En este trabajo, las ratas reciben tratamiento con un farmaco, el infliximab. Conocido
comercialmente como Remicade, se trata de un potente farmaco antiinflamatorio. El infliximab
es un anticuerpo monoclonal quimerico humano-murino: 1g-G;, producido en células de
hibridoma murino mediante la tecnologia del ADN recombinante. El infliximab neutraliza la
actividad bioldgica de la citocina proinflamatoria TNF-a uniéndose tanto a la forma soluble como
a la forma transmembranal de la proteina e impidiendo que se una a sus receptores especificos.
Dado que esta citocina es una pieza fundamental en los procesos inflamatorios, si se neutraliza,
se consigue reducir el estado de inflamacidn. Del mismo modo, inducird la lisis de aquellas
células que expresen en su membrana el TNF-a, reduciendo la infiltracidn en los tejidos de
células inflamatorias.

El infliximab es un fdrmaco que se utiliza como tratamiento para algunas enfermedades.
Dichas patologias tienen en comun los elevados niveles de TNF-a a nivel de fluidos o de tejidos.
Entre estas enfermedades se encuentran la artritis reumatoide, la enfermedad de Crohn, la
colitis ulcerosa, la artrititis psoridsica, la psoriasis y las spondiloartropatias.

Este farmaco es administrado via intravenosa y su administracion requiere de
supervisién médica. Asimismo, antes de comenzar con el tratamiento, es necesario descartar
que el paciente presente alguna infeccién. Del mismo modo, es necesario tener en cuenta las
posibles complicaciones o efectos secundarios del tratamiento.

El infliximab es una sustancia que no puede atravesar la BHE. Por tanto, ejerce sus
efectos a nivel periférico. Recientes estudios indican que reduciendo la inflamacion periférica
mediante el tratamiento con infliximab disminuye la neuroinflamacién, lo que mejora la
capacidad cognitiva de ratas con EH (Dadsetan et al., 2016a; Dadsetan et al., 2016b).



2. Objetivos

En la patogénesis de la enfermedad, la hiperamonemia juega un papel principal. La
inflamacidn periférica actua sinérgicamente con ella en la induccidn de la neuroinflamacidn, que
es la principal responsable del deterioro cognitivo y motor observado en pacientes con EH. Los
mecanismos mediante los cuales la hiperamonemia produce neuroinflamacién estan todavia
por elucidar. Tampoco se conoce bien la contribucion de la inflamacion periférica en la induccion
de la neuroinflamacion. Teniendo en cuenta los datos presentados en la introduccion, los
objetivos de este trabajo son:

e Estudiar el efecto de la hiperamonemia sobre la inflamacidn periférica.
e Caracterizar la neuroinflamacién y el deterioro cognitivo en ratas hiperamonémicas.

e Evaluar el efecto del tratamiento con infliximab sobre la inflamacién periférica, la
neuroinflamacion y el deterioro cognitivo.
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3. Materiales y métodos

3.1. Modelo de hiperamonemia crénica y tratamiento con infliximab

Se utilizaron ratas Wistar albinas macho de entre 120 a 140g de peso. Se estabularon en
jaulas en ambiente controlado: ciclo de 12 horas de luz (7:00-19:00 h) y 12 h de oscuridad (19-
7:00 h). Se establecié una temperatura de 23 + 1 °C y una humedad del 55 * 5%. Las ratas
dispusieron en todo momento de libre acceso a comida y agua. En este trabajo se ha utilizado
un modelo de hiperamonemia créonica moderada en ratas y sin dafio hepatico. La
hiperamonemia sin dafio hepatico esta generalmente limitada a su uso en roedores. Se trata de
una metodologia de bajo coste y facil de implementar que fue desarrollada por los
investigadores espafioles Santiago Grisolia, Vicente Felipo, M2 Dolores Mifiana e Inmaculada
Azorin (Azorin et al., 1989). Se ha demostrado que la hiperamonemia sin dafio hepatico afecta a
los sistemas de neurotransmision cerebrales y provoca neuroinflamacién causando
anormalidades en la capacidad de aprendizaje y de memoria. Resulta util para evaluar las
alteraciones de la EH estan asociadas directamente con el exceso de amonio.

El modelo de ratas hiperamonémicas se obtuvo mediante una dieta enriquecida con un
25% (p/p) de acetato amodnico. Este tipo de dieta se mantuvo hasta el sacrificio. El tratamiento
con infliximab (Remicade; Merck Sharp & Dohme, Espaia) se comenzé 3 dias antes de haberse
iniciado la dieta enriquecida en amonio. El infliximab se disolvié en agua y se administré
(5 mg/kg) mediante inyeccion intravenosa en la cola. El tratamiento con infliximab se realizd
semanalmente y se prolongd durante 8 semanas hasta el sacrificio.

Las ratas se distribuyeron en 4 grupos. En primer lugar, se encuentran las ratas control
vehiculo, que serdn denominadas de aqui en adelante como CV. Son ratas que son alimentadas
con una dieta normal y que no reciben ningun tipo de tratamiento. A modo de control, se les
inyecta una solucidn de suero salino de modo que estuvieron sometidas al estrés del pinchazo,
como los otros grupos. El segundo grupo esta compuesto por las ratas control sometidas al
tratamiento con infliximab, por lo que serdn catalogadas con las letras Cl. Estas ratas se
alimentan de una dieta normal pero son sometidas al tratamiento con el farmaco anti-TNF-a. A
continuacién, se encuentran las ratas hiperamonémicas vehiculo. Con la etiqueta de HAV, estas
ratas reciben una dieta enriquecida con amonio. En dltimo lugar, el cuarto grupo de ratas se
caracteriza por recibir una dieta enriquecida en amonio y ademas por ser tratadas con
infliximab. Este grupo recibe el nombre de ratas HAI.

Es necesario subrayar el hecho de que los experimentos realizados en este trabajo
fueron aprobados por el Comité de Experimentacion y Bienestar Animal (CEBA) del Centro de
Investigacion Principe Felipe (CIPF) y de acuerdo con las directrices de la Directiva de la Comision
Europea (2010/63/EU). Los animales fueron tratados y alojados en concordancia con la ley
32/2007 de 7 de noviembre y el Real Decreto 53/2013 de 1 de febrero.
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3.2. Esquema del diseiio experimental

A continuacidn, se presenta una representacion grafica del diseno del experimento. De
este modo, se puede analizar el desarrollo cronolégico.

Sangre Sangre Sangre Sangre
* 2 * ! )
0 1 2 3 4 5 b 7 8

Semana
Dieta enriquecida con amonio
Tratamiento con infliximab

‘.‘ Laberinto radial
Inicio del tratamiento con de 8 brazos I:l Sacrificio

infliximab (3 dias antes de
comenzar la dieta)

Figura 2: Disefo del experimento. El experimento durd 8 semanas. En las semanas 1,2, 4y 8 se
extrajo sangre para evaluar los niveles de amonio y los factores proinflamatorios periféricos. En
la semana 4 se realizd el laberinto radial de 8 brazos para evaluar el aprendizaje y la memoria
espacial. En la dltima semana, las ratas se sacrificaron mediante perfusién, obteniendo cortes
histoldgicos a nivel de cerebelo e hipocampo, zonas que estdn vinculadas el deterioro cognitivo.
Sobre estas dos zonas se estudid la neuroinflamacién mediante inmunohistoquimica.

3.3. Andlisis de la inflamacién periférica
3.3.1. Obtencidn de plasma

Se obtuvieron entre 100 y 500 ul de sangre de cada una de las ratas. La sangre se sacd
de la vena safena. Para obtener el plasma, se afiadié EDTA 7.5 mM, se centrifugé 5 minutos a
270 g y se recogiod el sobrenadante, en el que esta el plasma. Este procedimiento se repitio 2

veces.

3.3.2. Determinacion de los niveles de amonio en sangre

El amonio en sangre se puede duplicar e incluso triplicar en este tipo de modelo. Los
niveles de amonio en sangre son medidos inmediatamente después de la extraccién de sangre.
Se obtuvo 20 pl de sangre y se utilizé el Ammonia Test Kit Il for the PocketChemBA system
(Arkay, Inc., Kyoto, Japén).
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3.3.3. Analisis de los factores inflamatorios periféricos mediante Western Blot

El Western Blot es un método para la deteccidn y cuantificacion relativa de proteinas en
una muestra de tejido o en células. Mediante esta técnica, se evaluaron los niveles de distintos
mediadores inflamatorios en los plasmas.

Se midid el contenido total de proteina de los plasmas mediante el método del acido
bicinchdnico (BCA). Se utilizaron los plasmas diluidos 1:10 en tampdn Tris. Las proteinas se
separaron mediante una electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida al 15%. Se
prepararon las muestras diluyéndolas volumen a volumen (1:1) en tampdn de carga 2x (Tris-HCl
0.5 M a pH 6.8, Glicerol 5%, SDS 10%, 2-Mercaptoetanol 2.5%, Bromofenol 1%). Una vez
preparadas, se situaron en un termoblock durante 5 minutos para que hiervan. A continuacidn,
las muestras se centrifugaron y se cargaron en los pocillos del gel. Se cargan 75 ug de proteina
total de cada muestra. Se realizd la electroforesis a una intensidad de corriente de 25mA por gel
durante aproximadamente 1.5 horas. Una vez se han separaron las proteinas, se transfirieron a
una membrana de PVDF. La membrana debe haber sido hidratada previamente en metanol
durante 1 minuto y a continuacién en tampdn de transferencia (Tris Base 0.025 M, Glicina 0.05
M). La transferencia se llevé a cabo durante 2h a una intensidad de 250mA. Una vez la
transferencia se completd, se bloquearon las membranas en BSA durante 45-60 minutos y se
incubaron con el anticuerpo primario especifico diluido en BSA en una camara fria a 4 °C, en
agitaciony durante toda la noche. Al dia siguiente, se retiré el anticuerpo primario y se realizaron
4 lavados de 10 minutos cada uno con TBS-Tween 1X. A continuacion, las membranas fueron
incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente en anticuerpo secundario conjugado a la
enzima fosfatasa alcalina. El anticuerpo secundario estd diluido en BSA. Se recuperd el
anticuerpo secundario y se realizaron 4 lavados de 10 minutos cada uno en TBS-Tween 1X. Se
realizd un ultimo lavado en tampdn sustrato (NaCl 100 mM, MgCI2 5 mM, Tris-HCl 100 mM a
pH=9.5) durante 10 minutos. El ultimo paso fue revelar las membranas en solucién de revelado
(NaCl 100 mM, MgCI2 5 mM, Tris-HCI 100 mM, 0.6% stock NBT, 0.35% stock BCIP, pH=9.5). Una
vez la banda de las proteinas es visible, se retira de la solucidn de revelado antes de que se
sature y se lava en agua, dejandose secar.

Las membranas fueron escaneadas con el escaner Hewlett Packard Scanjet 5300C y la
intensidad de las bandas se cuantificd con el programa Alphalmager 2200 (AlphaEaseFC 2200
for Windows, Cambridge, UK).

A continuacidn, se presenta una tabla con los factores inflamatorios periféricos que se
estudiaron, asi como las diluciones de los anticuerpos utilizados.

Tabla 1: Citocinas analizadas para estudiar la inflamacién periférica y anticuerpos utilizados
para tal efecto.

Citocina Anticuerpo 1°"° | Dilucién 1%"° Anticuerpo 22" | Dilucién 2%"°
IL-6 Anti-IL-6 1:1000 Anti-1gG conejo | 1:4000
IL-10 Anti-IL-10 1:500 Anti-1gG conejo | 1:4000
IL-17 Anti-IL-17 1:1000 Anti-1gG conejo | 1:4000
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3.4. Analisis de la neuroinflamacion

3.4.1. Inmunohistoquimica

Las ratas se anestesiaron por inyeccion intraperitoneal de pentobarbital 1 ml/kg y se
perfundieron por via intracardiaca con suero salino para eliminar la sangre. A continuacién, para
fijar los tejidos se perfundié con 500 ml de paraformaldehido (PFA) al 4% en tampdn fosfato (PB)
0.1 M a temperatura ambiente. Los cerebros se extrajeron cuidadosamente y se mantuvieron
en PFA durante un periodo no superior a 24 horas, tras el cual se guardaron en una solucion de
PB 0.1 M conteniendo azida sédica al 0.01%. A continuacidn, el cerebro entero se incluyd en
parafina y se obtuvieron cortes de 50um de grosor empleando el microtomo Leica VT 1000S.
Para desparafinar las muestras se incubaron los cortes 1 h a 62 °C. Se realizaron lavados en
alcoholes decrecientes: dos lavados de 10 minutos en Histowax (mezcla que contiene parafina),
un lavado de 5 minutos en alcohol 100%, un lavado de 5 minutos en alcohol 96% y un ultimo
lavado de 5 minutos en alcohol 70%.

A continuacién se realizé la recuperacion antigénica (FLEX TRS High) debido a que
durante el proceso de inclusién en parafina se forman enlaces covalentes con los antigenos que
dificultan el posterior reconocimiento por el anticuerpo. Mediante un tratamiento con calor (95
°C), se consiguen disociar dichos enlaces para un reconocimiento del anticuerpo primario
efectivo.

Para realizar la inmunohistoquimica se utilizé un equipo de tincidon Autostainer Link 48
(Dako Diagndsticos). En primer lugar, los cortes se lavaron con un tampdn y se incubaron 5 min
con Endogenous Enzime Block (FLEX peroxidasa Block) para bloquear la actividad peroxidasa
enddgena. Los cortes se lavaron con el mismo tampdn y se incubaron con el anticuerpo primario
diluido en soluciéon de bloqueo.

Se utilizaron 4 anticuerpos primarios para poder analizar el estado de activacién de las
células de la microglia, los astrocitos y para caracterizar la neuroinflamacién de los animales:

1. Como marcador especifico de los astrocitos, se utilizé el articuerpo anti-GFAP (DAKO,
IR524; listo para usar, durante 20 minutos). Se trata de un anticuerpo dirigido contra la
proteina acida fibrilar glial (GFAP). La GFAP es una proteina estructural de los astrocitos:
forma parte de los filamentos intermedios. Sirve para evaluar el grado de activacién de
los astrocitos.

2. Se utilizé el anticuerpo anti-lba-1 (Wako, 019-19741; 1:300 durante 30 min) para
identificar de manera especifica a las células de la microglia. Este anticuerpo reconoce
a la denominada molécula 1 adaptadora ionizada de unién a calcio (Iba-1). Se trata de
una proteina intracelular que se sobreexpresa en respuesta a la inflamacién. Este
anticuerpo permite estudiar la activacidn de las células de la microglia.

3. Elanticuerpo anti-TNF-a (Abcam, ab66579; 1:2000 durante 45 min).

4. El anticuerpo anti-IL-1B (Abcam, ab9722, 1:100 durante 30 min).

Para eliminar el anticuerpo primario residual que no ha quedado adherido al tejido, se
volvieron a lavar los cortes con el mismo tampdn. Los anticuerpos secundarios (listos para usar,
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DAKO) tienen unido un sistema de revelado basado en Horseradish Peroxidase (HRP) que
reacciona con un sustrato colorimétrico, diaminobenzidina (DAB). Los cortes se incuban con el
anticuerpo secundario durante 20 minutos. El anticuerpo secundario residual es eliminado
mediante varios lavados. Para el revelado se incubaron los cortes durante 10 minutos con el
DAB. A continuacioén, los cortes fueron tratados con hematoxilina para contratefiir los ndcleos y
se volvieron a lavar. Finalmente, las muestras se deshidrataron con concentraciones crecientes
de alcoholes: 70%, 96% y 100% durante 5, 5 y 10 minutos respectivamente. Tras la
deshidratacién, los cortes se mantuvieron en xileno al menos durante 10 minutos y se montaron.
Una vez secas las preparaciones, se escanearon con la ayuda de un Scanner Pannoramic 250
(Automatic Brightfield Scan). Dichas imagenes escaneadas fueron analizadas con el programa
Pannoramic Viewer 13 que permite realizar fotos de las regiones de interés de los cortes a
distintos objetivos, siendo el de 56X el maximo aumento al que se pueden tomar las fotografias
sin que estas pierdan resolucion.

3.4.2. Cuantificacion de la inmunohistoquimica

Con el objetivo de analizar la neuroinflamacion, se realizaron fotografias a nivel tanto de
cerebelo e hipocampo. Estudiando estas fotografias es posible evaluar el grado de expresion de
cada una de las proteinas analizadas. Se utilizaron 3 animales de cada uno de los grupos,
haciendo un total de 12 animales.

Microglia (Anticuerpo anti-lba-1)

Tal y como se ha expuesto anteriormente, el marcador Iba-1 se utiliza para cuantificar
la activacion de las células de la microglia. Este tipo celular se puede presentar en dos estados
diferentes. La microglia se puede encontrar en reposo, en un estado inactivado. En esta
situacién, se encuentra rastreando el ambiente, presentando unas ramificaciones mas largas y
un citoplasma mas pequefio. Por otra parte, se puede encontrar en un estado activado, en el
que presenta unas ramificaciones mas cortas y un citoplasma mas voluminoso.

Se tomaron 16 fotografias de todo el hipocampo y de la sustancia blanca del cerebelo,
utilizando un objetivo de 56X. Por tanto, en el hipocampo se tomaron 16 fotos de cada uno de
los 12 animales para el anticuerpo anti-lba-1. Las fotos se tomaron intentando captar el mayor
numero de células de la microglia por foto.

Una vez obtenidas las fotos, el tratamiento de la imagen se realizd mediante el software
Image J. Lo que se pretende es identificar aquellos elementos de la foto que son células de la
microglia y eliminar aquello que corresponde a ruido de fondo o aquellas ramificaciones de
células de la microglia que se encuentran en otro plano. Con esa finalidad, se generaron
mascaras, es decir, zonas de la fotografia que cumplen las especificaciones de pertenecer a
células de la microglia. En la figura 3 se puede apreciar las mascaras obtenidas a partir de una
foto.
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Figura 3: Fotografia de células de la microglia y fotografia de su correspondiente mascara

Para ello, se convirtieron las imagenes a 8 bits (blanco y negro) y se aplicé la funcién
“Autolocal treshold”. Se implementd el método de Bernsen y se ajustd el tamafio de las
mascaras filtrando el tamafio de las células a 3000-30000 pixeles en el caso del hipocampo y a
2000-30000 pixeles en el caso del cerebelo. Una vez generadas las mdscaras, es necesario revisar
gue cada una de estas corresponde a células de la microglia y no a otros artefactos.

Se obtuvieron los datos del perimetro de la microglia. El programa ofrece estos datos en
pixeles, por lo que es necesario pasarlos a um. Para ello, se hizo uso de la barra de escala que
genera el programa Pannoramic Viewer. Dibujando una linea sobre esa barra se puede obtener
la equivalencia.

Astrocitos (Anticuerpo anti-GFAP)

El grado de activacién de los astrocitos se estudié evaluando el marcador GFAP. Se
realizaron 16 fotos a 56X a nivel de hipocampo y de la sustancia blanca del cerebelo para cada
animal. Las imagenes fueron primero mejoradas eliminando el ruido de fondo y aumentando el
contraste. A continuacion, las fotos se convirtieron a 8 bits y se filtraron por intensidad aplicando
la funcidn “Autolocal treshold” y utilizando el método Bernsen. Se establecid un filtro de tamafo
de 0 a infinito. Los resultados fueron revisados descartando aquellas madascaras que
correspondian a artefactos y se expresaron como porcentaje de drea tefiida por GFAP.

INF-a

El analisis del contenido de TNF-a se realizd en la sustancia blanca del cerebelo. Se
realizaron 16 fotos a un aumento de 40X. La cuantificaciéon consiste en contar manualmente
aquellas células que expresan la citocina TNF-a. Para ello, se hizo uso de Image J. Este programa
ofrece una herramienta que permite el conteo de células. Se selecciona la opcién “Plugins”,
luego “Analyze” y por ultimo “Cell counter”. Esta herramienta permite llevar un registro de las
células positivas para TNF-a. Una vez se cuentan las células, se expresan los resultados en
nimero de células que expresan la citocina por mm>.

IL-1

Para evaluar el contenido de IL-1B se realizaron 8 fotografias a 40X aumentos en la
regiéon CA1 de hipocampo y 16 fotos a 40X aumentos en la sustancia blanca del cerebelo. Para
cuantificar el contenido de IL-1B en la regién CAl de hipocampo se utilizé la funcién ROI
Manager de Image J. Se selecciond la region de interés y se midié su intensidad. Los resultados
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se expresaron como medias de la escala de grises. En el cerebelo, el nUmero de células positivas
para IL-1f se conté manualmente utilizando la funcién “Cell counter” del Image J. Los resultados
se expresaron como numero de células que expresan IL-1B por mm?.

3.5. Aprendizaje y memoria espaciales

3.5.1. Laberinto radial de 8 brazos

Este test evalua el aprendizaje espacial y se realiza en un laberinto con un area central
gue permite el acceso a 8 brazos equidistantes y de idéntico tamafio. Los brazos tienen una
longitud de 70 cm y una anchura de 10 cm y el area central tiene 30 cm de didmetro. El laberinto
es de plexiglas negroy esta a una altura de 1 m sobre el suelo. Cada brazo tiene paredes laterales
con una altura superior en el extremo préximo a la zona central (30 cm) que en el extremo distal
(5 cm). En el extremo distal de cada brazo, hay un comedero empotrado donde se coloca la
comida de recompensa. A las ratas se les reduce la ingesta de comida cuatro dias antes de
realizar el pre-test y se mantienen con esa dieta restrictiva durante todo el test. En la primera
sesion del pre-test se colocan dos ratas en el laberinto durante 5 minutos con comida esparcida
por todo el laberinto. En la segunda sesiéon del pre-test se coloca solo una rata en el
laberinto durante 5 minutos con comida en todos los comederos (2 pellets).

A continuacion, se realiza el test durante 6 dias con 5 ensayos/dia. Se coloca la comida
en 4 de los 8 comederos: en 2 brazos consecutivos (ejemplo: 1 y 2) y en otros 2 brazos no
consecutivos (ejemplo: 4 y 6). Los brazos con/sin comida son diferentes para cada rata. Se
espera que la rata se coma todos los pellets pero si no se mueve se esperan como maximo 3
minutos. Si una rata durante 2 dias consecutivos no se mueve se elimina del estudio. Se analizan
(i) los errores de referencia espacial, que se definen como el nimero de veces que entra el
animal en un brazo sin comida; (ii) los errores de memoria de trabajo, el nimero de veces que
entra en un brazo que ya ha visitado durante ese mismo ensayo vy (iii) el nUmero de aciertos en
cada ensayo, que corresponde al nimero de entradas en brazos con comida.

3.6. Analisis estadistico

Se utilizé el programa GraphPad Software, Inc. Prism 5. Se utilizd en primer lugar el test
de normalidad de Agostino y Pearson y se comprobé que todos los datos, para todos los grupos
y analisis pasaron el test de normalidad, con alfa = 0.05. En todos los casos, las varianzas no
fueron estadisticamente diferentes utilizando el test de Barlett. Para el analisis de los factores
inflamatorios en sangre, el estudio de la neuroinflamacién y para el laberinto radial de 8 brazos,
se realizé un analisis de la varianza (ANOVA) de una via seguido de un post hoc de Tukey. Para
evaluar los niveles de amonio en sangre se implementé un analisis ANOVA de dos vias, utilizando
un post-hoc test de Bonferroni. Los resultados se expresan como la media + SEM (error estandar
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de las medias del nimero de animales indicado en cada caso). Se consideré como significativo
un valor de p<0.05.

4. Resultados

Los resultados se distribuyen en 3 bloques distintos. En el primero se presentaran los
resultados que corresponden a la caracterizacién de la neuroinflamacién. En el segundo
apartado se presentaran los resultados que corresponden a los niveles de amonio en sangre y
la inflamacién periférica. Por ultimo, se presentardn los resultados que corresponden al test de
memoria espacial.

4.1. Caracterizacion de la neuroinflamacion

4.1.1. Hipocampo

4.1.1.1. La microglia no esta activada en el hipocampo de ratas con hiperamonemia crdnica a
las 8 semanas

El perimetro de la microglia en estado activado es menor que el de la microglia en
reposo. La activada presenta un citoplasma mas voluminoso, pero se caracteriza por la
disminucién en el nimero y en el tamafio de sus ramificaciones. Se analizé la activacidn de la
microglia mediante la expresion de Iba-1 en el hipocampo. A las 8 semanas de hiperamonemia,
las ratas hiperamonémicas vehiculo (HAV) no presentan una activacion significativa de la
microglia. Se ha comprobado que el perimetro de la microglia de las ratas HAV (249 £ 12 um) es
menor con respecto a las ratas control vehiculo (CV) (265 £ 10 um) pero no difiere de manera
estadisticamente significativa. En comparacion con las ratas HAV, el perimetro de la microglia
de las ratas hiperamonémicas tratadas con infliximab (HAI) (237 £ 10 um) no presenta
diferencias significativas. El perimetro de ratas control tratadas con infliximab (Cl) (252 £ 9 um)
es inferior al de las ratas CV, no obstante, esta diferencia no es significativa.
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Figura 4. Expresion de lba-1 en hipocampo. En A se representan fotografias a 56X de la
inmunohistoquimica para lba-1 en el hipocampo en ratas control vehiculo (CV), ratas control
tratadas con infliximab (Cl), ratas hiperamonémicas vehiculo (HAV), y ratas hiperamonémicas
tratadas con infliximab (HAI). En B se muestran los resultados de la cuantificacion de la
inmunohistoquimica. Los resultados aparecen como la media del perimetro para cada uno de
los grupos £ SEM. No hay diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los
grupos. Barra de escala = 50 um.

4.1.1.2. Los astrocitos estd activados en el hipocampo de ratas con hiperamonemia crénica a
las 8 semanas y su activacion se previene por el tratamiento con infliximab

El estudio de los niveles de expresion de la proteina GFAP, marcador especifico de los
astrocitos, permite evaluar el grado de activacién de este tipo celular. En este sentido, a las 8
semanas, las ratas HAV (93465 + 1641 u.a., p<0.05) presentan una mayor expresién de GFAP

que las ratas control (87122 + 1545 u.a.). Por tanto, los astrocitos estan activados en las ratas
HAV. Por otra parte, la expresion de GFAP en las HAI (82178 + 1749 u.a., p<0.0001) esta
disminuida con respecto a las ratas HAV. No se aprecian diferencias significativas entre las ratas
CVy las ratas Cl (86524 + 2074 u.a.).
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Figura 5. Expresion de GFAP en hipocampo. En A se representan fotografias a 56X de la
inmunohistoquimica para GFAP en el hipocampo en ratas CV, Cl, HAV y HAI En B se muestran
los resultados de la cuantificacién de la inmunohistoquimica. Los resultados aparecen como la
media del drea cubierta por GFAP £ SEM. El * indica diferencias significativa con respecto a las
CV (p<0.05). Las aaa hacen referencia a la diferencia significativa con respecto a las HAV
(p<0.0001).

4.1.1.3. La expresion de IL-1B no varia significativamente en el hipocampo de los 4 grupos de
ratas

La expresion de la citocina IL-1 fue medida mediante la intensidad de color en la region
CA1 del hipocampo. A las 8 semanas de hiperamonemia, el valor de intensidad de color en las
ratas HAV (43 + 2 u.a.) es muy similar al de las ratas control (42 + 2 u.a.). Por otra parte, el valor
en las ratas HAI (41 £ 2 u.a.) es ligeramente inferior con respecto al de las ratas HAV. Si se
comparan las ratas CVy las Cl (36,92 + 1,57 u.a.) se puede apreciar que el valor de intensidad de
color de las Cl es ligeramente mas bajo. No obstante, estas diferencias no son estadisticamente

significativas.
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Figura 6. Expresion de IL-1B en la region CA1 de hipocampo. En A se representan fotografias a
40X de la inmunohistoquimica para IL-1B en la regién CA1 del hipocampo en ratas CV, Cl, HAV,
HAI. En B se muestran los resultados de la cuantificacidn de la inmunohistoquimica. Los
resultados son la media del valor colorimétrico para cada uno de los grupos = SEM. No hay
diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los grupos.

4.1.2. Cerebelo

4.1.2.1. La microglia no esta activada en el cerebelo de ratas hiperamonémicas a las 8 semanas

Se analizé la activacién de la microglia mediante la expresidn de lba-1 en la sustancia
blanca del cerebelo. Se obtuvieron datos del perimetro de las células. La microglia no estd
activada en el cerebelo de ratas HAV (123 £ 5 um en HAV y 124,2 + 5,5 para CV). El perimetro
de la microglia en la sustancia blanca del cerebelo en las ratas HAI (125 + 5 um) es similar al de
la microglia de las ratas HAV. Por ultimo, no hay diferencias significativas en la microglia de las
ratas Cl (119 £ 6 um) con respecto a las ratas CV.

cv Cl HAV HAI

" ’/‘A ! «"\) Y « e /. " r o o
: J e’ ) : ? \
J 0y \ ’ g { } - ™ A’ l 4 ’ r
‘ A ot or . SR 8 \ U
A VoV B g R
| k \ b e / N L ;
[ ‘» .o c ] . & Y " y ‘ ol b] ¢ )
x;\ % I ’ ‘ 4 . ¥ \“ X : ‘s \\\’ k\‘ -/l .«,

Barra de escala = 50 um

A

21



Iba-1 en cerebelo

150+

-_ —_

5: 1004

2

o

£

5 504

o

0 ] 1

cv Cl HAV HAI

Figura 7. Expresion de lba-1 en cerebelo. En A se muestran fotografias a 56X de la
inmunohistoquimica para Iba-1 en la sustancia blanca de ratas CV, Cl, HAV y HAI. En B se
muestran los resultados de la cuantificacién inmunohistoquimica para los 4 grupos de ratas. Los
resultados son la media del perimetro = SEM. No hay diferencias estadisticamente significativas
entre ninguno de los grupos.

4.1.2.2. La expresion de GFAP esta aumentada en la sustancia blanca del cerebelo de las ratas
hiperamonémicas y este aumento se previene con el tratamiento con infliximab

A las 8 semanas de hiperamonemia, se analizé la activacidon de los astrocitos mediante
el analisis de la expresién de GFAP en la sustancia blanca del cerebelo. La expresidn de GFAP en
el cerebelo de ratas HAV (146796 + 4343 u.a., p<0.0001) esta aumentada con respecto a las ratas
CV (124947 + 2985 u.a.). Por tanto, las ratas HAV, como se aprecia en la figura 8, presentan una
mayor activacién de los astrocitos en la sustancia blanca del cerebelo. También es importante
destacar que el tratamiento con infliximab en las ratas hiperamonémicas consigue disminuir de
una manera significativa la activacion de los astrocitos: la expresion de GFAP en las ratas HAI
(110532 + 2712 u.a., p<0.0001) estd significativamente disminuida con respecto a las ratas
hiperamonémicas sin tratamiento. No hay diferencias significativas entre CV y CI (CV = 124947
+2985 u.a; Cl = 109060 + 2517).
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Figura 8. Expresion de GFAP en cerebelo. En A se representan fotografias a 56X de la
inmunohistoquimica para GFAP en la sustancia blanca del cerebelo en ratas CV, Cl, HAV y HAI.
En B se muestran los resultados de la cuantificacién de la inmunohistoquimica. Los resultados
se muestran como la media del drea cubierta por GFAP £ SEM. Los *** indican una diferencia
significativa (p<0.0001) con respecto a las rata CV. Las aaa hacen referencia a la diferencia
significativa con respecto a las ratas HAV (p<0.0001).

4.1.2.3. La expresion de IL-1B esta aumentada en el cerebelo de ratas hiperamonémicas y este
aumento se previene con el tratamiento con infliximab

El nimero de células que expresan IL-1B por mm? en el cerebelo de ratas HAV (620 + 32
células por mm?, p<0.0001) estd aumentado con respecto al de las ratas CV (465 * 26 células por
mm?, p<0.0001). El tratamiento con infliximab consigue reducir significativamente la expresién
de IL-1B en el cerebelo de ratas hiperamonémicas (HAI= 452 * 20 células por mm?, p<0.0001).
La expresién en las ratas Cl (408 + 20 células por mm?) no varia significativamente con respecto
a las ratas CV.
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Figura 9. Expresion de IL-1B en cerebelo. En A se pueden apreciar fotografias a 56X de la
inmunohistoquimica en la sustancia blanca del cerebelo para IL-1B en ratas CV, Cl, HAV y HAL.
En B se muestran los resultados de la cuantificacién de la inmunohistoquimica. Los resultados
representan la media de las células que expresan IL-1B por mm? = SEM. Los *** indican
diferencia estadisticamente significativa (p<0.0001) con respecto a las ratas CV. Las aaa indican
diferencias significativas (p<0.0001) con respecto a las ratas HAV.

4.1.2.4. La expresion de TNF-a en la sustancia blanca del cerebelo esta aumentada en las ratas
hiperamonémicas y este aumento se previene con el tratamiento con infliximab

La expresion de TNF-a en el cerebelo se analiza estudiando el numero de células que
expresan la citocina por mm?2. Existe una expresion aumentada de TNF-a en las ratas HAV (156
+ 11 células por mm?, p<0.05) con respecto a las ratas CV (121 * 8 células por mm?). Por otra
parte, la expresion de TNF-a disminuye de una manera muy significativa en las ratas HAI (104 +
8 células por mm?, p<0.0001) con respecto a las ratas hiperamonémicas que no han sido
tratadas. El tratamiento con infliximab en las ratas control no altera la expresién de esta citocina
(Cl= 120 + 6 células por mm?).
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Figura 10. Expresion de TNF-a en cerebelo. En A se pueden apreciar fotografias a 56X de la
inmunohistoquimica en la sustancia blanca del cerebelo para TNF-a para ratas CV, Cl, HAV y HAL.
En la figura 10B se muestran los resultados de la cuantificacidn de la inmunohistoquimica de los
4 grupos de ratas. Los resultados representan la media de las células que expresan TNF-a por
mm?2+ SEM. El * indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) con respecto a las
ratas CV. Las aaa indican diferencias significativas (p<0.0001) con respecto a las ratas HAV.

4.2. Niveles de amonio en sangre y caracterizacion de la inflamacidn periférica

Para estudiar la progresién de la inflamacion periférica, se extrajo sangrealas1,2,4y
8 semanas, y se determinaron los niveles de amonio en sangre y los niveles de distintos factores
inflamatorios en el plasma sanguineo.

4.2.1. Niveles de amonio en sangre

Tal y como se aprecia en la figura 11, los niveles de amonio en sangre son mas elevados
en los grupos de ratas hiperamonémicas a lo largo de todo el experimento. A las 8 semanas de
haber iniciado la dieta rica en amonio, los niveles de amonio en sangre de las ratas
hiperamonémicas se ven incluso casi triplicados con respecto a las ratas control (p<0.0001). Las
ratas hiperamonémicas tratadas con infliximab muestran una reduccién significativa (p<0.05)

del amonio en sangre, respecto a las ratas HAV. Sin embargo, las ratas HAI siguen siendo
hiperamonémicas.
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Figura 11. Progresion de los niveles de amonio en sangre medidos en pM durante las 8
semanas del experimento. Los *** o ** hacen referencia a que existen diferencias
estadisticamente significativas con respecto a las ratas control.

4.2.2. Factores inflamatorios en sangre

Previamente en el laboratorio se habia observado que el TNF-a estaba
significativamente aumentado en el plasma de las ratas hiperamonémicas. Por este motivo se
decidio analizar el efecto de un farmaco anti-TNF- q, el cual prevendra la accién proinflamatoria
del TNF-a en sangre. El efecto del infliximab sobre los niveles de TNF-a en plasma no se pudo
determinar debido a la interferencia entre el anticuerpo monoclonal anti-TNF-a (infliximab) y al
método para determinar los niveles de TNF-a, que siempre implica el uso de anticuerpos
(Western Blot).

Mediante la técnica Western Blot, se analizaron los niveles de 3 interleucinas diferentes:
IL-6, IL-17 e IL-10. Las IL-6 e IL-17 tienen un efecto proinflamatorio. Por otra parte, la IL-10 estd
relacionada con la disminucién de la respuesta inflamatoria.

4.2.2.1. Los niveles de IL-6 estan aumentados en las ratas hiperamonémicas

La inflamacién periférica se hace patente mediante el incremento de los niveles de IL-
6. Existe una mayor expresion de esta interleucina en las ratas HAV (154 + 14 %, p<0,05) con
respecto a las ratas CV (98 £ 5 %). Las ratas HAI (132 + 12 %) presentan unos niveles mas bajos
que las HAV, aunque la diferencia no es estadisticamente significativa. No hay diferencias entre
las ratas CV y las Cl.
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Figura 12. Niveles de IL-6 en el plasma. En la figura se representan la media + SEM para los 4
grupos de ratas. Los datos se expresan como % del control = SEM. Los ** hacen referencia al
nivel de significancia estadistica con respecto a las ratas control.

4.2.2.2. El contenido de IL-17 esta aumentado en las ratas hiperamonémicas

Los niveles de IL-17, un mediador proinflamatorio, estdn aumentados en las ratas HAV,
en la primera semana de hiperamonemia, con respecto a las ratas CV, aunque esta diferencia
no es estadisticamente significativa ya que es necesario aumentar la n. El tratamiento con
infliximab parece prevenir este aumento.
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Figura 13. Niveles de IL-17 en el plasma. En la figura se representan la media £ SEM para los 4
grupos de ratas. Los resultados se presentan como % del control.

4.2.2.3. El contenido de IL-10 esta disminuido en las ratas hiperamonémicas

Se midieron los niveles de la interleucina antiinflamatoria IL-10 en el plasma de los 4
grupos de ratas. Se comprobd que los niveles de esta citocina estan disminuidos en las HAV (74
+ 6 %, p<0,05) con respecto a las ratas control vehiculo, tras 4 semanas de hiperamonemia. La
expresion en las ratas hiperamonémicas tratadas con infliximab (93 + 6 %) aumenta, pero no de
manera significativa, con respecto a las ratas HAV, sugiriendo que el infliximab podria prevenir
la disminucion de la IL-10 en plasma. Asimismo, la expresiéon de IL-10 no varia significativamente
entre las ratas Cl (89 + 9 %) con respecto a las ratas CV.
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Figura 14. Niveles de IL-10 en plasma. En la figura se representa la media £ SEM para los 4
grupos de ratas. Los datos se expresan como % del control. El * hace referencia al nivel de
significancia estadistica con respecto a las CV (p<0.05).

4.3. Test de memoria y aprendizaje espaciales

4.3.1. Las ratas hiperamonémicas tienen empeorada la memoria de trabajo

Como se describe en el apartado de materiales y métodos, se analizé el aprendizaje y
memoria espaciales en el laberinto radial de 8 brazos y se calcularon errores de referencia,
errores de trabajo y un indice de aprendizaje. Las ratas con hiperamonemia crénica utilizadas en
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este estudio no mostraron efectos significativos, diferentes de las controles, en el aprendizaje
espacial (errores de referencia e indice de aprendizaje).

Sin embargo, se comprobd que las ratas hiperamonémicas cometen un mayor nimero
de errores de trabajo (66 + 8 errores de trabajo totales, p<0.05) con respecto a las ratas CV (39
+ 4 errores de trabajo totales). Por tanto, las ratas HA muestran peor memoria de trabajo. Por
otra parte, las ratas HAI presentan, de una manera estadisticamente significativa, un menor
numero de errores de trabajo (40 * 7 errores de trabajo totales, p<0.05) en comparacion con
las ratas hiperamonémicas sin tratamiento. No hay diferencias significativas entre las ratas CV
y las ratas Cl (42 £ 5 errores de trabajo totales). Estos resultados indican que el tratamiento con
infliximab previene las alteraciones referidas a la memoria de trabajo.
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Figura 15. Resultados del laberinto radial de 8 brazos. En el grafico se muestra la suma de los
errores de trabajo durante todos los dias de realizacidn del test de los 4 grupos de ratas + SEM.
El * hace referencia al nivel de significancia estadistico existente entre las ratas HAV y las CV
(p<0.05). La a hace referencia al nivel de significancia estadistica existente entre las ratas HAV y
las HAI (p<0.05).
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5. Discusion

5.1. Niveles de amonio e inflamacion periférica

Como era de esperar, una dieta rica en amonio provoca que el nivel de esta sustancia
en sangre se incremente. Las ratas hiperamonémicas presentan niveles de amonio en sangre
entre 2 y 3 veces mayores que las ratas control. Las ratas hiperamonémicas tratadas con
infliximab presentan unos niveles de amonio en sangre menores que las ratas HA aunque estas
ratas siguen teniendo los niveles de amonio en sangre mayores que las ratas control. Esto indica
que la disminucién de la inflamacién periférica por el tratamiento anti-TNF-a tiene un efecto
sobre los niveles de amonio. Se ha demostrado que el TNF-a aumenta los niveles y actividad de
la glutaminasa, enzima que transforma la glutamina en glutamato mas amonio, aumentando asi
los niveles de amonio (Ye et al., 2013). Una posibilidad es que el infliximab, al bloquear la acciéon
del TNF-a, disminuya la actividad glutaminasa, haciendo asi que aumenten menos los niveles de
amonio.

Como se ha comentado anteriormente, en las ratas hiperamonémicas se comprobd que
el TNF-a en plasma estaba aumentando, indicando que debia haber inflamacién periférica. En
este trabajo se ha profundizado en el anadlisis de la inflamacién periférica inducida por la
hiperamonemia. En el organismo, el sistema inmune mantiene un balance entre distintos
factores pro y antiinflamatorios. En respuesta a un proceso patoldgico, a una infeccién o a un
dafio, se liberan en primera instancia distintos mediadores proinflamatorios. Una vez se ha
llevado a cabo la respuesta inmune de manera efectiva, se sintetizan factores antiinflamatorios
para volver a la homeostasis. El desequilibrio en este proceso puede significar que la respuesta
inflamatoria se prolongue en el tiempo mas de lo que deberia, origindndose un desajuste que
puede desembocar en un proceso patoldgico.

En la inflamacidn, las interleucinas juegan un papel central. En este trabajo se ha
analizado el contenido en plasma 3 interleucinas: IL-6, IL-17 y IL-10. La IL-6 y la IL-17 estimulan
la respuesta inflamatoria. Por su parte, la IL-10 esta relacionada con la actividad antinflamatoria.

Los niveles de IL-6 se ha visto que estdn aumentados tanto a nivel cerebral como en el
plasma de modelos animales de Alzhéimer. Ademas, es la diana terapéutica para el tratamiento
de la artritis reumatoide, una enfermedad autoinmune (Pablos Alvarez, 2009). Tras la primera
semana de hiperamonemia, hay un aumento estadisticamente significativo del contenido de IL-
6 en las ratas hiperamonémicas, sugiriendo que la hiperamonemia per se produce inflamacion
periférica.

La IL-17 favorece la respuesta inflamatoria, estimulando la sintesis de distintos
mediadores, como IL-6, IL-1B, TGF-B, y TNF-a. Ademas, estd relacionada con enfermedades
inflamatorias, como la psoriasis (Pablos Alvarez, 2009). En nuestro experimento, se comprobd
que las ratas hiperamonémicas presentan un aumento en el contenido de la IL-17, en la primera
semana de hiperamonemia. Por tanto, la IL-17 podria ser la responsable del aumento de IL-6.

La IL-10, la ultima interleucina estudiada, es un potente inhibidor de la presentacion
antigénica y regula y disminuye la respuesta inflamatoria. Se vio en nuestro experimento que
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sus niveles estan disminuidos en las ratas hiperamonémicas durante varias semanas. La
disminucién de los niveles de IL-10 en plasma en las ratas hiperamonémicas favoreceria que no
se inhibiera la expresion de interleucinas proinflamatorias, desplazando asi el balance hacia un
estado mds proinflamatorio.

Los resultados indican que la hiperamonemia, por si sola, es suficiente para inducir
inflamacidn periférica. El exceso de amonio genera que los niveles de los mediadores
inflamatorios se desajusten. Existe un desequilibrio en la respuesta inflamatoria hacia un estado
inflamatorio muy marcado. No solo la expresidn de citocinas proinflamatorias estd aumentada,
sino que la respuesta inflamatoria no se revierte debido a la disminucién de la expresidn de la
interleucina antiinflamatoria IL-10.

5.2. Neuroinflamacién

La microglia y los astrocitos son los representantes del sistema inmunitario en el
cerebro, actuando en los procesos patoldgicos como células inmunes competentes. En
determinadas situaciones, estos dos tipos celulares sufren cambios tanto morfolégicos como
funcionales. Es bien conocido el hecho de que el sistema inmune y el estado de astrocitos y
microglia tienen influencia sobre la funcidn cerebral. La activacion como respuesta inmune de
estos tipos celulares esta relacionada con distintos procesos patoldgicos, como por ejemplo, en
el Alzhéimer, el Parkinson (Acosta et al., 2017) y la EH.

Estudios recientes indican la existencia de activacidn de la microglia tanto en pacientes
de EH asi como en los modelos animales de la enfermedad (Zemtsova et al., 2011). A parte de
cambios en su morfologia, la microglia experimenta cambios notables como consecuencia de la
activacion. La microglia es capaz de sintetizar una gran cantidad de citocinas proinflamatorias,
prostanoides y mediadores citotéxicos, afectando al ambiente cerebral y causando dafio
neuronal (Norenberg, 1987). Por su parte, los astrocitos juegan un papel importante en la EH.
Los astrocitos en estado patoldgico se denominan astrocitos del Alzhéimer de tipo Il siendo esta
modificacion de los astrocitos indicadora de la existencia de EH.

A las 8 semanas de hiperamonemia no existe activacion de la microglia ni en el
hipocampo nien el cerebelo. Por otro lado, los astrocitos estdn activados tanto en el hipocampo
como en la sustancia blanca del cerebelo.

Estos resultados estan de acuerdo con estudios recientes, en los que se constata que la
activacion de la microglia es un suceso de neuroproteccion que ocurre de manera temprana en
los procesos patoldgicos (Dennis et al., 2013). Por tanto, a las 8 semanas de hiperamonemia, la
activacion de la microglia no se hace patente: la microglia se inactiva tras una respuesta de
activacion inicial. Ademas, en un trabajo paralelo en nuestro laboratorio, se ha observado que a
las 4 semanas de hiperamonemia si que hay activacion de la microglia, lo que refuerza la
hipétesis de la inactivacion de la microglia tras una respuesta de activacidn inicial.

Asimismo, en (Liu et al., 2011), se expone que la activacién de la microglia y de los
astrocitos estd relacionada pero ocurre con un patrén espacial y temporal distinto. La microglia
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se activa en primera instancia, induciendo la activacién de los astrocitos mediante la IL-1. Los
astrocitos, una vez han sido activados, inhiben la accidn de la microglia.

Por otra parte, la activacidn de los astrocitos y de la microglia conlleva la expresion de
numerosos factores inflamatorios a nivel cerebral. El TNF-a es uno de los primeras citocinas que
se sintetizan y juega un papel central en el proceso inflamatorio. Los astrocitos son las
principales células productoras de TNF-a a nivel cerebral. La produccion de esta citocina estd
relacionada con los cambios en la permeabilidad de la BHE, induce la activacién de otras células
y estimula la infliltracién de células inmunitarias. Ademas, el co-cultivo de astrocitos activados
con neuronas tiene como resultado la muerte de estas ultimas. En estado activado, los astrocitos
y la microglia también son capaces de sintetizar IL-1B. Esta interleucina tiene también efectos
citotéxicos sobre las neuronas y los oligodendrocitos. Ademas, fomenta la sintesis de
mediadores proinflamatorios, como la IL-6.

A las 8 semanas de hiperamonemia, la neuroinflamacidon también se manifiesta a través
del aumento de la expresién de IL-1B y TNF-a en la sustancia blanca de cerebelo. Por otro lado,
no hay diferencias significativas en la expresién de IL-1f3 a nivel de la regidon CA1 de hipocampo
entre los 4 grupos de ratas. Este aspecto pone de relieve el hecho de que los mecanismos de la
neuroinflamacién son diferentes en las dos areas estudiadas, afiadiendo un plus de complejidad
a la caracterizacion de la neuroinflamacidn. El cerebelo parece ser un drea mas sensible y mas
susceptible a la neuroinflamacién. En el hipocampo, la activaciéon de astrocitos en las ratas
hiperamonémicas podria inducir la expresién de otras citocinas, mediadoras de Ila
neuroinflamacidn, diferentes del TNF-a e IL-1B, lo cual estd siendo actualmente estudiado.

A la luz de los resultados obtenidos, se puede decir que la hiperamonemia genera
inflamacidn periférica, actuando los dos factores conjuntamente para inducir neuroinflamacion.
El exceso de amonio genera un desesquilibrio en los niveles de citocinas periféricas. Estos
mediadores proinflamatorios son capaces transducir sus efectos al cerebro.

En la literatura, hay diferentes estudios que relacionan la hiperamonemia con la
neuroinflamacién. En (Rodrigo et al., 2010), se demostré que en ratas hiperamonémicas sin
dafio hepdtico existe neuroinflamacion. Estas ratas presentaban una microglia activada y un
aumento en la expresién de iNOS, IL-1B y PGE-2, No obstante, la hiperamonemia puede inducir
neuroinflamaciéon directamente por otros mecanismos independientes de la inflamacion
periférica. El amonio es capaz de alterar la homeostasis del potasio en los astrocitos,
aumentando su concentracién extracelular y provocando desajustes en la neurotransmision
GABAérgica (Rangroo Thrane et al., 2013). La adicion de amonio al cultivo in vitro de células de
la microglia induce estrés oxidativo y la expresion de Iba-1. Del mismo modo, la adicion de
amonio al cultivo in vitro de astrocitos provoca un aumento de la expresion de factores
proinflamatorios, como son la IL-1B y las prostaglandinas.

5.3. Deterioro cognitivo

El deterioro cognitivo esta causado fundamentalmente por la alteracion de la funcion
cerebral debida a alteraciones en la neurotransmision. Los mecanismos mediante los cuales la
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neuroinflamacién produce deterioro cognitivo y motor en ratas hiperamonémicas estdn siendo
estudiados y estos estudios sugieren que la neuroinflamacidn altera la neurotransmision, tanto
GABAérgica como glutamatérgica (Hernandez et al., 2016, Cabrera-Pastor et al., 2016). Ademds,
existen distintos tipos de alteraciones cognitivas, que se caracterizan por ser controladas por
distintos mecanismos en zonas cerebrales distintas. La neuroinflamacién en cerebelo e
hipocampo afectara a la capacidad de implementar, por parte de las ratas, diferentes procesos
de memoriay aprendizaje.

En este trabajo las ratas hiperamonémicas tienen empeorada la memoria de trabajo
espacial, la cual se modula por el hipocampo, pero también estan implicadas otras areas
cerebrales como la corteza prefrontal o el cerebelo, implicado en la memoria de procedimiento
(Yoon et al., 2008; Nadel y Hardt, 2010). Por tanto, la existencia de neuroinflamacién en el
hipocampo y en el cerebelo se traduce en trastornos en la memoria de trabajo en las ratas
hiperamonémicas.

5.4. Efecto del infliximab

Como ponen de manifiesto los resultados, el tratamiento con infliximab consigue
prevenir la neuroinflamacién. En las ratas HAI, el tratamiento con infliximab previene la
activacion de los astrocitos. Ademads, el tratamiento con infliximab provoca que la expresion de
IL-1B y TNF-a no esté aumentada a nivel cerebral.

En este escenario, es importante recordar que el infliximab, un potente anti-TNF-a, no
consigue atravesar la BHE, por lo que ejerce su funcidn sobre el TNF-a periférico. Aqui hemos
demostrado también que el infliximab reduce en parte la inflamacion periférica en ratas con
hiperamonemia crénica, al prevenir la disminuciéon de la IL-10 antiinflamatoria y reducir la
expresion de las interleucinas proinflamatorias IL-6 e IL-17. Los resultados indican que,
reduciendo la inflamacion periférica, es posible disminuir la respuesta neuroinflamatoria. Este
hecho subraya la sinergia existente entre la hiperamonemia y la inflamacidn periférica para
desencadenar la neuroinflamacién. Si se restringe la inflamacidon periférica, aunque haya
hiperamonemia, se disminuye la neuroinflamacién. La hiperamonemia induce inflamacién
periférica. Ambos factores en conjunto producen la neuroinflamacion.

El tratamiento con infliximab consigue prevenir la neuroinflamacién. Ademas, hemos
comprobado en este trabajo que el tratamiento con infliximab en ratas hiperamonémicas
previene el deterioro de la memoria de trabajo espacial, ya que disminuye los errores de trabajo
en el laberinto radial de 8 brazos. Estos resultados apoyan las hipdtesis planteadas en la
literatura. El tratamiento con ibuprofeno consiguio restaurar la capacidad de aprender una tarea
de discriminacion condicionada dependiente del cerebelo en ratas hiperamonémicas (Rodrigo
et al., 2010). Del mismo modo, en (Dadsetan et al., 2016a; Dadsetan et al., 2016b) se demostro
que el tratamiento con infliximab consigue reducir la inflamacion periférica y la
neuroinflamacién, mejorando la capacidad de aprendizaje en el laberinto radial de 8 brazos y la
coordinaciéon motora en ratas con fallo hepatico, y de este modo, el deterioro cognitivo y motor.
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Por dltimo, es importante destacar que los resultados obtenidos en este trabajo
plantean la posibilidad del uso de farmacos anti-TNF-a como posible aproximacién terapéutica
para la reversion del deterioro cognitivo y motor en EH.
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6. Conclusiones

La hiperamonemia crénica induce inflamacidn periférica.

e Los niveles de IL-17 y IL-6 en plasma estan aumentados
e Los niveles de IL-10 en plasma estan disminuidos.

La inflamacidn periférica conduce a la induccién de la neuroinflamacién.

e En hipocampo, hay activacién de los astrocitos.
e En el cerebelo hay activacién de los astrocitos y ademas los niveles de TNF-a e IL-1B
estan aumentados.

Reduciendo la inflamaciéon periférica mediante el tratamiento con infliximab se disminuye la
neuroinflamacion y el deterioro cognitivo en ratas hiperamonémicas.
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