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2 AGRAIMENTS

Sembla que arriba el final de “I’'Eternal Pre-doc” i és que entrant a treballar amb el
Joan a l’estiu del 2003 i acabar la tesi al 2011 com voleu que m’anomeni?

No m’agradaria deixar-me ningu en aquest agraiments, i si per alguna rad passa ha
estat pel meu cap que esta a tot arreu pero no arriba enlloc. Per intentar-ho evitar,

faré els agraiments de forma cronologica:

Un e-mail arriba al meu correu provinent de la Beth, la germana de la Mar, explicant-
me que hi havia una oferta de feina a Vall Hebron on buscaven un bioleg per fer la tesi
doctoral sobre encefalopatia hepatica. Sense dubtar-ho vaig enviar un curriculum
vitae. Es curids que I'oferta de feina em vingués per part de la familia de la Mar; és “la
familia”. Plena de germans, cosins, nebots, cunyats, tiets, tietes, sogres.... una familia
gue he tingut la sort de veure créixer des que em van acollir als seus bracos com un

més, gracies per posar-m’ho tan facil.

Primera entrevista de feina amb el Joan, i que voleu que us digui del Joan que no
sapigueu la gran majoria, pero si que us puc dir la primera frase que em va dir.....saps
qui soc? Em coneixes d’alguna cosa?.....buf pensava que ja havia begut oli, vaig
imaginar la seva cara a diaris, telenoticies, revistes, perd no em venia al cap..... doncs
resulta que la vida em va portar a treballar amb un remer, com jo en aquella época. No
li digueu al Joan, pero crec que aquest fet em va donar molt punts per aconseguir el

lloc!
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Aix0 succeia un dimecres 16 de juliol del 2003 a les 17:30 de la tarda. L’entrevista va
anar molt bé i va haver-hi feeling des del comengament. Estava tan content que em
van posar una multa per excés de velocitat al sortir de I'entrevista!

Al vespre vaig rebre un nou e-mail que em deia que si podia anar el dia seglient a la
mateixa hora per fer una segona entrevista.

Quina rad tenies Mar quan em vas dir que en la seglient entrevista em posarien a
prova i que intentarien posar-me en situacio d’estrés.... Vaig arribar a I'entrevista el
dijous puntual, i I'entrevista no me la va fer el Joan, que hi era present tota I'estona,
sind I'altre Joan, que encara que ara digui que no ho recorda em va apretar dient-me
gue el cami de la ciéncia era com una rosa, ple d’espines fins que arribes a la flor, i no
tothom arriba a la flor, que estava mal remunerat...... si la Mar no m’hagués avisat
potser hauria sortit cames ajudeu-me amb llagrimes als ulls.

Al vespre el Joan molt content em va trucar per dir-me que havia estat seleccionat per
comengar la tesi amb un rollo anomenat encefalopatia hepatica, que com tothom
hagués fet, vaig mirar que era a internet.

Vaig marxar de vacances i ja havia conegut a dues persones que tindrien un gran paper
en la meva tesi doctoral:

Com no el Dr. Joan Cérdoba, el meu director i mentor dins del mén cientific i, el que
per mi té el mateix o més valor, un gran amic, company, esportista, confident, familiar
fora de la feina. Tothom m’ha dit que tinc molta sort de tenir un cap com el que tinc,
pero és que mai m’he queixat del que tenia i tan de bo ho sigui durant molts anys si em
puc fer lloc en aquest dificil cami d’espines. Tan sols puc donar-te les gracies per tot,
pero sembla que un tot és el que s’ha de dir, pero és que és la realitat, res no hauria

estat possible sense haver estat felic dins i fora de la feina.
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| el Dr. Joan Genesca, que a part d’haver donat el seu vist-i-plau a I’entrevista de feina,
té un paper molt important dins del Laboratori de Malalties Hepatiques, on a cada
moment demostra la seva passid per la investigacid, ens cuida a tots els que en
formem part i a més a més tinc la gran sort que avaluara la meva tesi doctoral formant

part del tribunal.

Els inicis diuen que sdn molt durs, i el meu el recordo durissim ja que a mitjans d’agost
guan tothom marxava a la platja jo entrava a treballar a les 8 del mati per passar visita
amb el Joan a planta. Durant quinze dies vaig poder veure al Joan treballant amb
emocio i devocid per la seva feina, formant a diferents resident en la seva carrera com
la Bea, la Riti, I'lfiigo que han passat a fer la tesi amb ell. Vaig tenir la gran sort de
poder veure a on aniria dirigit el que jo investigaria. Vaig poder veure pacients amb
cirrosi, pacients amb episodis d’encefalopatia hepatica i fins i tot un coma hepatic.
Quina gran sort de viure aquells moments, amb tots els metges analitzant els resultats
de les proves per intentar composar el trencaclosques d’un diagnostic correcte. La
meva més gran admiracid per tots vosaltres.

Aqui apareix la Bea, que si no m’equivoco estava a punt de marxar de vacances i estava
en el seu ultim any de residencia. Sin quererlo ni beberlo, es va encarregar que
conegués a tothom, que en els moments que hi havia silencis dificils per un nouvingut
ella els va omplir amb milers de temes diferents. Els teus agraiments no s’acaben aqui
Bea, pero vas marxar de vacances, aixi que tornaré més tard.

Cada dia després de la visita, tornavem al despatx i jo crec que no he llegit tants llibres
i articles com durant aquells dies, no feia res més que llegir i estudiar encefalopatia

hepatica, amoni, estrés, oxidacid, inflamacid, bla bla bla ....... ah i escriure un projecte
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del que, al final després de la correccié del Joan, només en va quedar el titol de collita

propia.

Passat aquest estiu tan meravellds del 2003, al setembre el Joan em va dir que no
tenia lloc a I’"hospital, pensava que ja em feia fora i no havia comengat a cobrar! Pero,
resulta que no tenia un espai fisic on poder estar, aixi que va parlar amb el Ramonet,
ay, perdod el Dr. Ramodn Bartoli de I'Hospital Germans Trias i Pujol perqué anés al seu
laboratori a aprendre a fer models de cirrosi hepatica i alhora anés agafant mans amb

els animals.

Aixi que com tot estudiant, em vaig apuntar als cursos de doctorat i vaig comencar a
anar a Can Ruti. Quins mesos més bons i tan intensos! Mira que vaig coneixer a gent,
mira que en vaig fer de coses, des de treballar en models de cirrosi hepatica fins a
treballar amb knock outs i mira si en vaig fer d’amics, en Josep, Eli, Vio, Anna, Gemma,
Ramdn. Aquella época genial que vaig passar alla es va acabar amb el Congrés Catala
de Digestologia que es va celebrar al desembre del 2003, el meu primer congrés i

sense pressid perque no tenia res a presentar.

El Nadal ja arribat, quina il-lusié i per tots vosaltres aquest petd (ah no, que aixo és de
la Marina i encara no ha nascut), pero si, el Nadal ja ha arribat, primer sopar de Nadal
amb el servei, que la veritat, quina pena que s’hagi perdut aquest sopar amb tothom,
tots els metges del servei, residents, infermeres i becaris, entenc que som molta gent,
pero que bonica és la germanor! Milers de gracies per tu Bea, sabes muy bien que en

esa cena parecia mi primer dia en la universidad, miedo escénico, sequedad en la boca,
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no saber que decir y casi se me secan los ojos por no pestafiear! No coneixia a ningu i
la Bea que em coneixia de dos dies a I’Agost em va dir, tu vine amb nosaltres. Vaig
seure al seu costat i em va alleugerar el pes que posen les mirades i la preséncia dels
jefes i el fet de coneixer una mica més a tots els metges de la planta amb qui al final

varem passar una bona nit de germanor, com no a Luz de Gas.

S’acaben les vacances de Nadal i tornem a la feina, pero ves per on, han trobat un lloc
on poder seure i tenir el meu propi ordinador! | us preguntareu a on? Doncs bé, que us
sembla si us dic que tenia finestres, on hi arribava una mica de claror, perd que si
plovia les gotes no arribaven a terra i la majoria de gotes que arribaven eren els orins i
femtes dels coloms, ah i se m’oblidava fins i tot crec que estava sota terra! On és?
Doncs el famds “zulo”, on crec que si m’hagués passat alguna cosa no m’haurien trobat
fins que hagués fet pudor. Pero en aquella cova ja hi habitava algu, la Judit, qui m’ha
ensenyat més truquis i qui m’ha ensenyat a moure’m per I’hospital com peix a I'aigua.
Em va presentar a tothom que manega el funcionament de I’hospital, paletes, fusters,
manteniment, a més de ser la primera companya de feina de la meva vida, amb qui
varem riure, plorar, xerrar i més riure; gracies per tot el que vas fer per mi en aquella

etapa!

Febrer del 2004, quin mes tan important per mi; el Joan em va dir que havia de marxar
a Montreal per anar a aprendre una técnica quirdrgica anomenada anastomosi porto-
cava o shunt para los amigos; quina pena que em va fer marxar, jo a 'altra banda de

I’Atlantic, pero si no I’havia creuat mail.

10
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Quins dos personatges que vaig coneixer alla, només arribar a I'aeroport vaig coneixer
al Dr. Nicolas Chatauret a qui tots coneixeu per Nico, el tio més treballador, metodic,
maniatic, clar i sincer que mai he conegut, pero el tio més amic i defensor dels seus
amics que tothom |i agradaria tenir a prop. Va ser ell qui em va ensenyar les
verdaderes entranyes de la feina amb els animals i de I'encefalopatia hepatica. A
I’aeroport, quan jo arribava, ell marxava a Berlin, el Dr. Christopher Rose, o millor dit el
Chris, el tio més amigable, intel-ligent, cool pero alhora el tio amb més jeta, que mai
coneixereu si en teniu oportunitat, pero el tio té alguna cosa que el fa ser entranyable,
algl que enganxa i un grandissim amic. Alla també vaig poder coneixer el laboratori del
Dr. Roger Butterwoth, un dels grans de I'encefalopatia hepatica, un avi entranyable
gue no té res dolent, un senyor perfecte, qui em va acollir a casa seva durant la meva
estada a Montreal, potser a canvi de netejar-li de neu el sostre de la seva casa, pero va
ser tot un mati sense importancia! A vosaltres us hagués agradat anar de visita
turistica? No home no, millor és fer el canadenc treien neu de la teulada d’una casa.

La gent del seu laboratori, Javier, Mirei, Claudia i Nico van estar per mi tots els dies,
perd si em pregunteu com és Montreal, fins al 2010 no el vaig coneixer, ja que el Nico
em tenia treballant tots els dies a I'estabulari, d’on no podia sortir perque no tenia
clau, de casa a I'estabulari de I’estabulari a dinar, de dinar a I’estabulari i de I'estabulari
a casa i aixi com el dia de la Marmota. No vaig coneixer com era Montreal, pero vaig
tornar a Barcelona sabent fer shunts i microdialisi. Si no ho hagués fet aixi hauria

tornat de buit.

11
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Mentre era a Montreal la meva avia paterna va morir el dia del seu aniversari, no vaig
poder estar al funeral, perd aquest fet va fer que la Mar fes més pinya amb la familia,

no només em té el cor robat a mi, sin6 a tots.

Per fi tornava a Barcelona, amb ganes de comengar a fer coses, ja feia molt de temps
gue m’havien agafat per fer recerca i fins ara només feia que anar amunt i avall. Pero
és que la gent em deia: buf, tranquil, la recerca necessita el seu temps, tot és molt lent
i la veritat és que amb el temps he comprovat que a vegades per molt que vulguis
correr, tot té el seu tempo.

Decidit a iniciar el meu cami en la recerca em vaig dirigir a I’estabulari, on gairebé no hi
havia ningu treballant i si el veiéssiu ara gairebé t’has de barallar per tenir un trocet de
taula. Aqui és on conec la Marta Rosal, veterinaria de I'Institut de Recerca i que és una
treballadora insaciable, estima el que fa i que dedica el temps lliure a la feina a
treballar més. Sabeu el que em va dir? que no podia comencar a treballar fins que no
passes el comite etic d’experimentacié animal. Heus aqui que les paraules que tot és
lent en la ciéncia, ja les comenco a entendre. Per la gent que no sapigueu el que és el
comite etic d’experimentacié animal, doncs us puc dir que és la inquisicio, quina por
gue vaig passar al presentar el meu projecte, pensava que el resultat del judici era “a la
hoguera”. Sort que la Marta va lidiar amb tot aquell personal i em va ajudar a preparar
i passar el projecte i és que senyors/es que llegiu aquest rollo, si algun dia necessiteu
saber alguna cosa sobre animals, fisiologia, comites, cirurgies, la Marta és com una
enciclopédia. Marta, aquesta tesi té en gran part la teva ajuda, sdn molts projectes i

idees que hem portat a terme que sense la teva ajuda no hauria estat possible.

12
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Durant aquests primer any del 2004 vaig treballar sol, als matins compartia despatx
amb la Judit, a les tardes estava sol. A més a més si estava a |'estabulari també estava

sol tancat a la sala 5, mare meva quantes hores he passat alla dins.

Un dia en ple silenci, s’obre la porta, i ...” Hola, que haces? Puedo mirar? Me das un
abracico?” Y este mimosin quien sera? Doncs bé aquest personatge tindra gran
importancia pel laboratori, perdo no ara sind als voltants del 2008. Si necessites algu
perque t’animi i t'acompanyi en qualsevol moment de soledat, sempre esta el Mario
per fer-te una abracada; el pots trucar quan vulguis inclis a les 3 del mati perqué
vingui a fer una copeta a la disco! Vaya crack!

Qui diu que dins de I'estabulari no es poden fer amiguets? A mi només em coneixia la
gent que entrava a |'estabulari, pero es fan amics sense veure com sén, si si, no és
broma, entre mascaretes, gorros, esclops i pijames fets a mida el que al final tens és
amistat sense prejudicis, coneixes a la gent dins de l'estabulari per la forma de
treballar, la sala on es posen, pero en quant surts d’alla ni els reconeixes! Al cap del
temps en surten molts com la Carmeta, Marcos, Carmen, Mario, Lidia, Jordi Bove (alies
Bovins), César, Francisco, Raquel, Alex, Montse, Cristina, Marielle i Marta de

I’estabulari.

Al final pim pam, shunts vienen shunts van i sembla que ja ens podiem plantejar
comencar, pero no, la ciéncia fa que tot vagi lent (no recordo qui m’ho va dir per
primera vegada!!) i ara m’havia de convertir en expert en neurofisiologia animal i per
ser-ho havia de recdrrer a una especialista, quins inicis eh Nuria Raguer, al final seré

doctor abans que tu, perd com ja saps aquesta tesi és part essencial teva, ja que la

13



AGRAIMENTS

neurofisiologia és la base. Moltes gracies pels consells, ajudes i explicacions senzilles

d’aquest mdn tan complex.

Durant I'agost del 2004, el meu iaio va morir deixant un fort forat, ja que la meva avia
materna ho havia fet al 1996. N’estava molt de mi, em cuidava i n’estava al corrent de
tot el que feia, el meu confident, i junt amb ell, érem els inquilins de I’atic (pis de dalt

de casa dels meus pares).

El laboratori d’insuficiéncia hepatica i malalties metaboliques era el meu cap, el Joan i
jo, vaya doble skull format sobretot en la confianca que sempre ha tingut el Joan cap a
mi i aix0 ha fet que respongués de la millor manera que he sabut, hem passat epoques

més dures, pero crec que ens ha sortit prou bé, no?.

Gener del 2005, el despatx ja estava arreglat, ens el van deixar més mono!! Les taules
eren poiates reciclades, armaris i prestatges d’un laboratori groc! Amb la Judit amb qui
s’ha creat una amistat ben forta, passi el que passi, encara que entri el Dr. Baselga fent
crits, em vaig quedar de pedra sense saber que fer ni dir, ho recordes Judit? casi em
pixo a sobre!

Doncs en aquell despatx va venir la Bea, just al costat meu, mirant les vistes d’'un mur
de totxo vermellenc entre els vidres bruts pels coloms. Quines tardes de conversa,
quins riures, quin silenci, quins plors i quants journal club i quanta feina es va fer en
aquells petit espai perdut a les entranyes de I’hospital general. Als matins estava amb

la Judit i a les tardes amb |a Bea, gracies a les dues!
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Pero com es diu, on hi caben tres hi caben quatre, i el Nico va venir a fer el seu post-
Doc a Barcelona, i aixi ja deixava de ser un monosil-lab a I'estabulari! Ja tenia el
recolzament d’una béstia parda, i amb el Nico es van acabar les contemplacions, els
descansos de 10 minuts i els dinars d’'una hora; on vas si pots dinar en 15 i treballar
45!1 A més a més, no podia escollir un model animal que no fos el de fallida hepatica
aguda; si el dia té 24 hores, doncs perqué no pots treballar 18? Aixi que com podeu
veure el Nico i jo mateix varem treballar molt, perdo varem compartir moltes altres
coses com futbol, runnings, sopars, viatges, congressos en els que vaig tenir la gran
oportunitat de coneixer al Nico, la persona que més clar té les coses i que com a bon

frances, tot el que comprava era de Franca o empreses franceses.

Fixa’t tu per on, algl comencava de nou a treballar al Laboratori de Malalties
Hepatiques amb el Joan Genesca i la Maria Martell, la Mar Coll. Jo tan sols coneixia al
Joan, perd sabia de l'existéncia d’un laboratori que forma part del servei on hi
treballen tres grups diferents. La Mar és la primera becaria del Joan i la Maria que
iniciaven una nova linia de treball amb la hipertensié portal. A la Mar tan sols me la
van presentar, aixi que fins que no la conegui no en parlaré, pero si que us puc avancgar

en aquesta historia, que ens hem fet amics.

El 5 de setembre del 2005 ja s’acosta, un dia magic, bé millor dit un cap de setmana
magic. Com si d’una boda gitana es tractés, la Mar i jo ens varem casar als jardins de la
Ciutadella de Pamplona un divendres a les vuit del vespre rodejat de 105 amics i els
familiars més proxims, pero és que les celebracions es van fer durar fins al diumenge.

Boda, festa, dormir, sopar a la sidreria al dissabte, festes als pobles proxims i és que,
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qgue us haig d’explicar del meu poble navarrico, un petit poble anomenat Aoiz, banyat
pel riu Irati, rodejat de muntanyes i on viuen amics de veritat, amics que encara que
passin els dies i no els vegis, o no et truquis saps que sén alla i que no et fallaran mai. |
on viuen familiars tan especials com el Miguel, la Maria Luisa, el losu i I'lbai que m’han
acollit a casa seva com si fos un fill o un auténtic germa i aixd no s’oblida mai.

Quina gran boda, rodejat dels amics del poble, dels amics de rem com el Riki, el Jaime,
el Jordi o la Cristina amb qui he suat cada entreno, amb qui m’he abracat a cada
derrota i amb qui he plorat cada victoria, amics de Barcelona, els anomenats d’Horta i
amics de biologia amb qui cada any que passa som millor grup (amics de veritat, dificil
de trobar en aquests temps), pares, mares, tiets, sogres i tot el repertori familiar i com
no de la meva dona, que a pesar de la rocambolesca historia que ens envolta, cada dia
gue passa som més forts i ens estimem més. Les arrels que subjecten el nostre tronc ja
han estat sacsejades i el resultat ha estat que encara sigui més robust, un tronc que no

para de créixer.

Com ha crescut el laboratori en molt poc temps, d’una epoca una mica fosca, s’iniciava
un nou periode de temps, s’iniciava una epoca daurada del Lab.

La Miss Neck va arribar al laboratori als voltants del gener del 2005, va arribar una
nena petita, bufona i eixerida que fent xerinola no ha perdut mai el seu somriure, crec
gue no conec a ningu tan feli¢c (bé potser la Nahia s’hi acosta pero encara no és el seu
torn). Ella tota contenta feia la seva recerca centrada en la part més molecular de la
ciéncia, pero els nostres camins es van trobar quan la Mar va haver de fer models
animals. | ara ho dic amb veu baixa, ella sempre deia que no treballaria amb rates, que

li feien molt de fastic. Encara em cauen les llagrimes de recordar el primer dia a
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I’estabulari a la sala 5. Casi plora de veritat, quins crits que feia, semblava |'Hotel
Kruguer. Potser va ser perque li vaig posar una rata a les espatlles i al girar-se es va
trobar cara a cara amb els bigotis d’'un petit rosegador blanc. La Mar i la Tere
treballaven juntes amb les ratetes, |i preparavem les rates cirrotiques i elles extreien
mostres, perdo abans de sacrificar-les, les dormien, les acariciaven, els hi posaven un
coixi perque no els fessin mal les cervicals.... tot un ritual per expiar les seves culpes
per matar-les (perdé Marta y Alex, eutanasiar-les). De la Mar es pot escriure un llibre,
ja que té mil coses per explicar sempre, no calla, pero ella és innocent, felig, senzilla,
olimpica, treballadora i feminista amb qui he pogut gaudir molt dins i fora de la feina.

M’ha agradat aix0 de I'época daurada del laboratori, aixi que aquests sén els inicis i

mica en mica anira arribant la gent fins a formar el grup que hi ha ara.

Com ja he dit al laboratori hi ha tres grups, i del que no he dit res és del Josep Quer, qui
s’ha guanyat el sobrenom de Tio Gilito, i és, no hi ha ningl tan bo com ell, té cura de
tots, és comprensiu i honest. On s’ha vist un jefe de laboratori que es preocupi tan
perque no ens falti res, que no ens faltin sopars, paelles o qualsevol mena de material.
Doncs bé, el Dr. Quer va agafar una becaria, qui amb els seu to de veu canari no queda
indiferent, la Maria Cubero, dedicada a la seva pantalla de Matrix i amb les seves
frases tipiques com “Damirin que eta hasiendo?” ens ha animat sempre a tots, mai li
falta un somriure o unes classes magistrals de com viatjar a casa o demanar cursos

d’estadistica a Hawai; haig d’aprendre moltes coses de tu MariaQ.

Arribem al 2006 i al marg per fi surt publicat el meu primer article, sembla impossible

gue tant d’esforg s’acabi en cinc pagines d’una revista, pero pel que veig, aixo, sera
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tota la meva vida, obro la porta, entro a I’habitacio, busco a veure que hi ha i tanco la
porta, obro una altra i a seguir buscant dins de les habitacions que es van obrint.
Sempre he admirat aquesta capacitat per buscar noves portes del Joan, trobar
relacions, recordar-te d’un article, d’un autor, fer que formis part del brain storming

que fas, és fascinant veure’t treballar.

S’acostava el dia, pero el Nico i jo ens feiem de pregar i no va ser fins al setembre-
octubre del 2006 que no ho varem fer. No se si era la por a lo desconegut o
simplement que sortir del “zulo” per pujar al Laboratori de Malalties Hepatiques era
com sortir de I'ou que ens tenia protegits. Al final, el Joan ens va obligar a sortir del
forat amb I'ordinador sota el brag cap a I'Institut de Recerca. Maria, no lo entiendo ni
yo porque no subimos antes, asi que aunque me lo preguntes mas veces no sabria que
decirte. Marie, mon amour, com ens has cuidat, com m’has cuidat durant la meva
estancia al laboratori. M’ha fet molta il.lusié que poguessis estar en el tribunal de la
meva tesi, encara que sigui de suplent, qui millor que tu que saps el que hem fet. Mira
que tenim fotos junts i sempre et queixes que surts malament, pero en tenim una
d’espectacular a la boda de la Mar que descriu perfectament molt més del que puc
expresar en aquestes lletres. Gracies de tot cor per ajudar-me en tota aquesta petita

historia que ha durat més de 7 anys.

El 6 novembre del 2006 podria ser un dels moments més felicos, un dia que em va

canviar la meva vida. De ser una bala perduda a tenir sota la meva responsabilitat una

nena, la Marina Oria Rutllant, tal i com es diu, fruit de I'amor d’una parella, pero no fa
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falta explicar a ningl com es fan, no és massa dificil, després es sumen altres factors
com la sort, el moment ....

No puc explicar amb paraules uns sentiments tan intensos, en quan la vaig tenir als
bracos no vaig poder dir res, vaig mirar als metges i em vaig posar a plorar, encara ara
quan recordo el moment, o quan escric aquestes paraules se’m posen els ulls
vidriosos.

Es la Marina, part de la Mar i part de mi, que a partir d’aquest instant passem a ser la
seva mami i el seu papi amb qui varem compartir, compartim i compartirem una vida

plena de sorpreses, ensurts, plors, jocs i rialles....... guina sort que tinc.

Ja han passat gairebé dos anys des que el Nico va arribar al grup, pero la feina el
retorna al seu pais del que va sortir molt jovenet, torna a Franca per muntar la seva
vida alla. Ens deixa un bon treball i una bona manera de treballar. Tornava a estar sol,
pero no durant molt de temps ja que al juny del 2007 va arribar la Laia Chavarria, va
venir per obrir una nova linia de treball que al Joan sempre li ha agradat molt, la
Ressonancia Magnetica. La primera vegada que la vaig coneixer va ser a I'estabulari, si
si, amb totes les seves gales, gorro, polaines, mascareta i bata de color verd, la millor
manera per no tenir prejudicis, pero aixo si, els seus ulls no deixen indiferent a ningu.
Alguns li diuen Laia, altres Laila perd per nosaltres és la Robolaia, és un dels nostres,
com la pel-licula de Martin Scorsese, una més del grup, la noia del grup com diuen a
polseres vermelles, acostumada a estar entre homes, reservada en la seva esfera
personal, que lluita pel grup, una noia que encara no s’ha quedat calba tot i portar més

de tres anys darrera d’un iman, una flor que s’ha fet estimar com la que més dins del

grup.
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El lab ja no era una parella, sind un trio, pero el cap del Joan encara tenia més idees
per seguir explorant, quina ment privilegiada que no descansa mai. Aixi que li quedava
un ultim cartutx per disparar i el que ens faltava a la Laia i a mi era un post-Doc que
portés la linia més molecular. Heus aqui el hombre perfecto, un gentleman, el hombre
del bafiador amarillo va venir el grup, el Lluis Palenzuela o Luigi encara que tots sabem
altres molts sobrenoms que li han posat. Heus aqui I’home més metodic i purista que
hi ha en la recerca molecular, aixo si que sén protocols, triplicats i controls perqué tot
surti perfecte, amb una mica de didogenes pero tan se val, la resta de nosaltres tampoc
som extremadament maniatics, ipero la sala 5 de I'estabulari que no la toqui ningu!.

Quantes aventures, histories, congressos que hem compartit, inclis la seva despedida
de solter vestit de tenista o la seva boda fent el seu moviment peculiar de cames
tocant I'acordio, MariaQ no te rias de sus piernecillas tiqui-tiqui-tiqui, que te veo!. Ell
ha estat qui ha posat el punt de cordura al grup, qui ha fet treballar de forma precisa i
metodica a tots, excepte quan es va produir I'lniestazo el 6 de maig del 2009. Sap que
no me m’oblidaré mai d’ell, hem cremat una etapa junts, una etapa intensa que no

podria deixar indiferent a ningu i menys un cop et varem veure amb el banyador groc.

A mitjans de I'época daurada ens trobem, i el Josep no volia ser menys, aixi que va
contractar a en Daniels, Damier (digueu aquest tota I'estona repetidament), o Damrio,
bé, és igual el cognom és Cesic, Cehic, ostres tu Damirin, és que no deixes indiferent a
ningu i més quan arriba al laboratori tot engominat amb el seu somriure profident,
pero que no us enganyi que és un pitufo gruion. A pesar de les seves queixes i que el

seu cotxe només deu tenir primera i sisena, és un auténtic amic. Ja sigui per coses
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bones o dolentes he tingut la gran sort de compartir moltes estones amb ell, de poder
coneixer-lo, hem fet esport, hem xerrat de mils temes diferents, hem buscat la seva

jagueta negra junts i hem rigut i rigut encara més.

Els grups anaven incrementant el seu nombre de persones, i és clar, la Maria i el Joan,
no podien ser menys, aixi que van decidir contractar una técnic, ostres, em sembla que
aquesta noia la conec. Va fer I'entrevista i vaig sortir corrents a preguntar-li si la
coneixia d’alguna cosa i....... bingo, havia estudiat amb mi biologia a la universitat
encara que no havia parlat mai amb ella, que en soc de ruc no? Perd és que en aquella
gpoca vaig estar entrenant, remant, entrenant i remant encara més aixi que entenc
gue no ens trobéssim massa a la carrera. Pero que us puc dir de la rinxols d’or, doncs
gue a part de forjar mica en mica una amistat que semblava retrobada del passat, és
com si pel sol fet d’haver estudiat junts i de tenir amics en comd, ja ens donava un
punt de confiangca mutu. L’ Imma ha estat la meva confident, qui ha escoltat totes les
meves histories sense mai queixar-se, ha estat la meva entrenadora personal, he
confiat més en el que ella m’ha dit que no pas en el meu entrenador quan he sortit a
nedar. Mentre nedo, encara que I'entrenador em digui alguna cosa, penso ...... que em
va dir I’ Imma que havia de fer? | és que seria el laboratori sense la Raurell, esta bé,
potser dinariem tots més tard perque la nena té gana, pero que seria una festa sense

la Suellen amb el seu Martini i la musica de Coldplay de fons.

2008, un altre any en el que per fi publiguem el que durant anys hem estat treballant,
un nou metode que no podem patentar ja que el varem publicar primer. Pero és el

treball que més ens identifica, la base de la linia de treball del Joan i meva, una nova
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eina que ens obre les portes a molts més estudis futurs. Una metodologia que dona un

sentit i que permet tancar aquesta tesi. Per mi tot un exit a base del treball ben fet.

“Marcus dame un abracico anda” aixd passava I'abril del 2008, tres mesos després que
I'lmma arribes al laboratori. Que tal Mario como estas? Oye tu no necesitarias a un
técnico? La veritat és que com el grup estava en la seva epoca més algida i el Joan
estava una mica cansat del quartets va decidir buscar a un técnic, el chico que
trabajaria para todos. Doncs el Mario em va presentar al Jordi, encara que a mi
m’agrada més dir-li Jorx. Si el Mario me’l recomana i ell n’esta d’acord no se hable
mas. El que primer em va sorprendre del Jordi és que no podia caminar amb ell, tota
I’estona el paraven i parlaven amb ell, el saludaven, era com estar amb la persona més
popular del colei jo .....estaba con él! Em va preguntar que si era nou, pero la veritat és
que normalment estic a I'estabulari i quan surto vaig per I'ombra. Pero és que el Jorx
va ser com un flechazo, tot estava “correcte” des del principi, semblava com si ens
coneixéssim de tota la vida, aixi que va haver bon enteniment des de l'inici. El grup
d’encefalopates ja estava al complert i com a un llibre d’aventures, a partir d’aquest
moment és quan millor ha funcionat tot i més capitols bonissims hem anat llegint tan
rapid que ara em costa recordar tants i tants bons moments. Hem anat a congressos
amb la Rita i la Maria com a Valéncia, que quina sort que tenim que el jefe sempre té

Ill

unes monedes a la butxaca per pagar el “tasis”, hem anat a Madrid on, a pesar del que
diguin les males llenglies, varem ser els que més xerrades varem presenciar i on els
nois del laboratori ens varem agafar les mans com bons companys de feina. El Jordi ha

estat I'anima de la festa, del retrobament, de fer amistat, de xerrar, de fer pinya,

indispensable pel grup, ja que ha estat també el nexe d’unié entre tots els estudis.
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Hem estat treballant dia i nit a 'estabulari, hem guanyat sis titols escoltant la radio a
I’estabulari, hem guanyat un mundial posant Roja Directa. Pero és que treballant mai
ha tingut un no per resposta, ha estat a cada experiment que hem fet, fins I'Gltim
minut encara que fos de matinada. Mai perd la seva forma de ser, ni perd els seus
costums de salir a pasillear com els avis. Saps que ets part important d’aquesta tesi,

saps que te I’has treballat com jo, cada minut de feina i cada hora sense dormir.

El 2009 ja ha arribat i la Nahia porta la felicitat, i és que si la Mar es felic de mena, la
Nahia (millor dit deseo) només fa que riure i sempre té una resposta idonia per tots el
moments ...si, de verdad? Que guay!...i és que la Nahia com diu ella, si que és guay, és
com un dofi preparat per saltar les onades, no vol estar tancada en un aquari i sempre
preparada per sortir al mar per ser lliure.

| ja som al complert, cada boig amb les seves bogeries, cada grup amb el seu tema,
pero qui diu que I'amoni no es porta bé amb el sindrome hiperdinamic, sdn amics de
veritat i saben que les mutacions de la regid NS3 del virus C estaran alla per fer-los
companyia, sense dubtar-ho, ja sigui a la feina o fora prenent el sol a I’heliport i que la
LOLA, OP, capsaicina o LDOPS, per noms diferents i jefes diferents que tinguin sempre

romandran amics al Laboratori de Malalties Hepatiques.

Durant el 2009 i pel meu aniversari la Mar i jo varem viatjar a New York, la ciutat dels
somnis de qualsevol persona, on cada raco t'és conegut encara que no hi hagis estat
mai. La Bea, com no la Bea, que ja havia defensat la tesi I’any anterior, ens va deixar
estar amb ella al seu apartament, compartir el seu espai i les seves vivéncies

newyorkines, I’"haurieu d’haver vist, estava radiant, en una ciutat feta a la seva mida.
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Sén molts records gravats en centenars de fotos, videos, e-mails, articles, pero és que
el que queda gravat al cor, no deixa indiferent a ningd. Quin laboratori tenim ara...pero
encara que sembla que ara trontolli, ja sigui perque marxa el Lluis, perque la Mar sera
mami i marxara a un altre laboratori o jo mateix que m’estic organitzant per marxar a
Londres; n’estic ben segur que I'esperit del lab i la dinamica de treball i felicitat (que ja
us dic jo que sdn compatibles) que hi ha ara no desapareixera. A més a més ara es
comencen a renovar neurones amb la Sarai, técnics que venen i van com la Silvia,
Transi o Eulalia i d’altres que aniran arribant. Els grups van creixent, com la Laura i la
Maria infermeres dels grups d’hipertensié portal i d’encefalopatia, que van sempre
juntes com el Zipi i Zape amb les que compatim feina i tinc la gran sort de coneixer i de
ser amic.

Ara venen anys de molt treballar, estabulari, experiments, reunions, congressos, nits i
nits fent experiments per la Laia, Lluis i per mi, sempre amb I'efica¢ ajuda del Jordi.
Que n’ha sortit de feina! Pero que bé que ens ho hem passat i per mi aixo, no té preu.
No explicaré totes les anecdotes que han passat dins i fora de I'estabulari perqueé tots

les recordem amb un somriure als llavis.

Ja s’acaba el 2010 i per fi ha sortit a la llum I"dltim article publicat que forma part
d’aquesta tesi, un treball que varem iniciar el Nico i jo i que el varem acabar tot el
laboratori d’encefalopates, la Laia, el Lluis, el Jordi, el Benja (que només va estar un

mesos, pero ja és com un més del grup) i el cap de tots nosaltres, el Joan.
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El 15 d’abril del 2010 va morir el meu avi patern, la llei de vida s’'imposava i va fer que
en aquell instant em quedés sense avis. Aquells que han creat i han vist créixer a tota
la familia. Vaig poder anar al poble a enterrar-lo tal i com m’hagués agradat fer per la

meva avia.

2011 i el final del trajecte s’acosta, amb un ultim article enviat on testem un nou
farmac amb el nostre nou metode que tant ens va costar crear. Ja em disposo a
defensar la tesi tan bé com sapiga, amb il-lusié i entusiasme com si fos el primer dia,
nerviods, encara que digueu que no se’m nota (n’estic, us ho ben asseguro) i seré dret
davant de tots vosaltres, els que heu vingut i els que no heu pogut, ajudant-me a
presentar tot el que hem fet junts. Aquesta tesi és part de tots vosaltres, amb les
vostres idees, ajudes, somriures, aplaudiments, rialles i la vostra companyia, amistat i
amor incondicional. Gracies per ajudar-me en el meu cami i encara que els nostres
camins es separin, ben segur que es tornaran a trobar, i cada petjada que hem realitzat

junts no s’oblidara.

Per finalitzar aquests agraiments tan extensos i una mica diferents, i si heu arribat fins
al final, veure-ho que les darreres paraules les dedico als tres pilars més forts que he
tingut:

-A tu Joan, per la teva confianca dipositada, per tot el que m’ensenyes (cada reunid és
una xerrada magistral), per tot el teu suport en els bons moments i en els dolents
encara que no fossin de caire professional, per deixar-me crear com a cientific i com a

persona, pels entrenaments que hem fet junts, pels viatges tan enriquidors, per tota la
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feina que hem realitzat, pels set anys més macos i excitants de la meva vida, pels set
anys recollits en aquest llibre (tesi).

-A la familia, a la que esta en els bons moments i en els no tan bons, a la que t’estima
encara que no estigui d’acord amb tu, la que t’aconsella i t’ajuda sense esperar res a
canvi, la que mostra amor a cada minut. La familia que sempre m’ha recolzat i ajudat
en cada moment de la meva vida i com no en aquest anys de recerca cientifica. Sense
ells hauria estat molt dificil. La mare que ara ja ha heretat el nom de iaia (llei de vida),
el pare (també és 'avi ara), la meva germaneta Irati, els meus tietos Dani i Elena amb
la Carla i la Claudia, los tios Miguel i M2 Luisa, amb els meus cosinets-germans lbai i
losu, els tiets postissos Encarna i José amb el Ferran i I’'Eva i com no als iaios i avis que
seran sempre amb mi.

-1 la meva familia, a la que s’ha creat durant els transcurs d’aquesta tesi, vaig entrar
com a solter i en sortiré com a casat i amb una filla; és la meva familia. La Mar, per qui
vaig lluitar amb cor i anima per poder estar al seu costat, qui m’entén en tot moment,
qui m’ha permes entrenar, estudiar i investigar, qui m’ajuda cada dia per ser millor
persona, qui em té enamorat i a qui admiro cada dia que passa. | la Marina, qui ha
desbancat a la Mar com a reina de la casa, la nineta dels meus ulls, qui em té el cor
robat i que sense saber-ho, m’ajuda a evolucionar en el meu cami cap a ser millor

home i millor pare.

Us estimo a tots.
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3 INTRODUCIO

3.1 Aspectes generals de |‘encefalopatia hepatica

L’encefalopatia hepatica és una sindrome neuropsiquiatrica que consisteix en unes
alteracions de la funcid del sistema nervids central degudes a insuficiencia hepatica o a
la presencia de col-laterals porto-sistemiques. Aquesta definicio tan general reflecteix
I'existéncia d’'un ampli espectre de manifestacions neurologiques associades a
diferents malalties hepatiques (Adams and Foley, 1953). Un punt en comu que tenen
totes elles és la possible reversibilitat de les manifestacions neurologiques un cop les
alteracions al fetge son corregides, aixi com la importancia de les col-laterals porto-
sistemiques que causen la derivacié de sang provinent de la circulacié esplancnica a la
circulacid sistemica. L'encefalopatia hepatica s’ha de diferenciar de la concurréncia de
simptomes neurologics i hepatics secundaris a un mecanisme patogenic comu, com el
dany cerebral i la lesié hepatica produits per alcohol o per coure (malaltia de Wilson).
L’encefalopatia hepatica s’ha de diferenciar també de les alteracions neurologiques
produides directament per I'acumulacié de bilirubina, hipoglucemia, alteracions en la
coagulacié sanguinia o altres alteracions ben definides que sén secundaries a la

insuficiencia hepatica.

3.2 Classificacio de I'encefalopatia hepatica

L’encefalopatia hepatica s’associa a malalties greus del fetge. En funcié del tipus de

malaltia hepatica es classifica en tres formes cliniques (Ferenci et al., 2002):

* Tipus A: Encefalopatia hepatica associada a fallida hepatica aguda, com a resultat
d’una inflamacid severa i/o necrosi del fetge de rapida evolucié. Les causes més

freqlients de fallida hepatica aguda (fulminant) sén la intoxicacio per paracetamol
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i les hepatitis virals agudes, (hepatitis B, hepatitis A). També poden causar hepatitis
fulminant la intoxicacié per Amanita Phalloides, la reaccio idiosincratica a farmacs
o un nombre variat de malalties. Aproximadament, una tercera part és de causa
desconeguda. L’hepatitis aguda fulminant és poc freqlient. S’estima que a Espanya
tenen lloc 100 casos anuals (Escorsell et al., 2007).

Tipus B: Encefalopatia hepatica, com a resultat de col-laterals porto-sistemiques
sense malaltia del parenquima hepatic, com les que apareixen després de
trombosis portal o anomalies congenites de la circulacio hepatica. Aquest trastorns
son molt poc freqilients, i la majoria d’ocasions no causen encefalopatia (Minguez
et al., 2006).

Tipus C: Encefalopatia hepatica que acompanya a la cirrosi hepatica. L’ etiologia de
la cirrosi hepatica pot ser variada com per alcohol, infeccio virica, obstruccio biliar,
drogues o toxines. La pressié portal incrementa com a resultat de la cirrosi; com a
consequiencia de la hipertensid portal es formen col-laterals porto-sistemiques que
permeten el pas de toxines d’origen intestinal (com exemple amoni, manganes,
citoquines) cap a la circulacio sistéemica. La cirrosi hepatica és una malaltia freqlient
i és la principal causa d’encefalopatia hepatica. Les causes més habituals de cirrosi
hepatica sén el consum excessiu d’alcohol i les hepatitis virals, en especial
I’hepatitis cronica C. La cirrosi hepatica és responsable d’ aproximadament 7000

morts i 1000 trasplantaments de fetge anuals a Espanya.
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3.3 Manifestacions neurologiques

L'encefalopatia hepatica que apareix en la fallida hepatica fulminant (tipus A),

progressa rapidament des d’un estat de confusié lleu a coma profund en poques

hores. Un aspecte caracteristic és el desenvolupament d’edema cerebral que pot

causar la mort per herniacié del cervell secundaria a un increment de la pressio

intracranial (Kato et al., 1992;Traber et al., 1987).

L’ encefalopatia hepatica que s’observa de forma secundaria a col-laterals porto-

sistemiques (tipus B) o a la cirrosi hepatica (tipus C) pot tenir dues formes de

presentacio:

a)

b)

L’episodi d’encefalopatia: un sindrome confusional agut. Freqlientment comenca
amb alteracions dels patrons de son i trastorns de la personalitat, seguit per
alteracions motores que progressen cap a la letargia, estupor i coma. Son frequients
multiples episodis, habitualment precipitats per algun factor com una hemorragia
gastrointestinal o I'lUs de sedants. La duracid de l|’episodi d’encefalopatia és
habitualment d’uns dies. Un cop s’ha superat, habitualment amb la correccié del
factor precipitant, el pacient retorna a un estat similar al previ, sent capag de ser
autonom i portar una vida normal. S’estima que en Espanya poden tenir lloc uns

10.000 episodis anuals d’encefalopatia hepatica, dels quals 5.000 sén reversibles.

L’encefalopatia hepatica persistent és un trastorn cognitiu cronic que inclou des
d’alteracions cognitives lleus a la deméncia. La seva forma més lleu i alhora la més
freqlient s’anomena encefalopatia hepatica minima (Quero et al.,, 1996). Es

caracteritza per alteracions neuropsicologiques en proves d’atencid i psicomotores.
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L’encefalopatia hepatica minima té un efecte negatiu en la qualitat de vida (Tarter
et al., 1984), disminueix la capacitat de realitzar una labor manual (Kardel et al.,
1970) i incrementa el risc d’accidents de trafic (Schomerus et al., 1981). Es
considera que I’encefalopatia hepatica minima és un trastorn molt freqlient, s’ha
estimat una prevalenca del 50% en pacients amb cirrosi hepatica, pel que podria

afectar a 20.000 persones a Espanya.

MINIMA

SINDROME
CONFUSIONAL

Figura 1: manifestacions neurologiques en I'encefalopatia hepatica

3.4 Fisiopatologia de I'encefalopatia hepatica
Es considera que I'encefalopatia hepatica es desenvolupa per I'efecte d’unes toxines
gue no son eliminades pel fetge malalt (Butterworth, 1996). L’element patogenétic

fonamental es I'accés de sang del territori esplancnic, que en situacions normals es
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conduida per la vena porta, a la circulacié general. Aquesta sang no és aclarida pel
fetge i presenta una serie de substancies que exercirien un efecte toxic en el sistema

nervios central.

INSUFICIENCIA HEPATICA

TOXINES
¥-/

-~

COL-LATERALS PORTO-
SISTEMIQUES

Figura 2: Esquema de l'efecte de toxic en el cervell de les substancies provinents del

fetge i/o del territori esplancnic per la preséncia de col-laterals porto-sistemiques

3.5 Metabolisme de I'amoniac

La principal toxina que es considera responsable de I’encefalopatia hepatica és
I"amoniac. L'amoniac es genera en els intestins provinent dels compostos nitrogenats
de la dieta, per la desaminacid de la glutamina per la glutaminasa i pel metabolisme de
les substancies nitrogenades per part de la flora colonica. En condicions normals,
I'amoniac es metabolitza en urea en el fetge i per la formacié de glutamina en el

muscul i en els astrocits (Cordoba and Minguez, 2008).
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Figura 3: Trafic entre organs i metabolisme de I’'amoniac Cordoba J, Sem Liv Dis 2008

Les hipotesis actuals postulen que I'amoniac ocasionaria alteracions en la
neurotransmissid i que aquestes conduirien a les manifestacions cliniques de
I’encefalopatia (Butterworth, 2000). Les principals alteracions consisteixen en un
increment del to GABA (Cauli et al., 2009) i en diverses alteracions del sistema
glutamatergic: increment de la concentracio extracel-lular de glutamat, disminucié dels
receptors post-sinaptics, disminucié del transportador astrocitari, alteracions post-
receptor (Butterworth, 1997;Chan et al., 2000). S’ha proposat que I'amoniac podria
interferir amb el transit entre neurona i astrocit de glutamat i monoamines
(Butterworth, 1993), que sdn substrats i compostos neuroactius en molts sistemes de
neurotransmissido excitadora. A més lI'amoniac tindria efectes agonistes sobre la

transmissido GABA, que és el principal sistema inhibidor.
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Una hipotesi recent postula que hi unes alteracions del trafic de neurotransmisors

entre neurona i astrocit degut a I'increment del volum d’aigua intracel-lular a I'astrocit

(Haussinger et al., 2000). D’acord amb aquesta hipotesi el metabolisme de I'amoniac

en glutamina a l'astrocit conduiria a un increment de I'osmolaritat intracel-lular, que

incrementaria I'aigua intracel-lular i donaria lloc a canvis en la funcié astrocitaria. La

conseqliencia d’aquest canvis és la modificacid de la neurotransmissid a nivell de les

sinapsis.

magneética en pacients (Cordoba et al., 2003), no té una confirmacio experimental.

infeccions

|hemorragia digestival

hiponatrémia
sedants

NH,

edema astrpcitari

| S

funcid astrocitaria

1

1

l

transport

permeabilitat
barrera hemator
encefalica

receptors
benzodiazepines

neuroesteroides

pH vesicules
endosomiques

to GABAérgic

neurotransmissors

receptors

metabolisme

deposicions de
glicogen

Aguesta hipotesi, que ha estat recolzada per troballes de ressonancia

Figura 4: Principals mecanismes proposats on els factors precipitants poden provocar

encefalopatia hepatica induint alteracions en ’lhomeostasi i la disfuncié de I'astrocit.
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3.7 Alteracions motores

Una manifestacié frequent de I'encefalopatia hepatica és la presencia d’alteracions
motores. Les més comunes son l'asterixi i els signes piramidals, com els reflexes
tendinosos exagerats i el signe de Babinski (Adams and Foley, 1953). S’ha relacionat la
intensitat de les alteracions piramidals amb la gravetat de I'encefalopatia hepatica
(Andrefsky JC, 1997), pel que es podria utilitzar la funcié d’aquesta via motora com un
indicador del grau de disfuncié neuronal present a I'encefalopatia hepatica. Estudis
realitzats amb ressonancia magnetica en pacients han demostrat signes d’un
increment de la intensitat de la senyal T, a la via cortico-espinal que s’associa amb els
trastorns de funcionament d’aquesta via (Rovira et al., 2002). Aquesta hiperintensitat
s’ha atribuit a edema astrocitari a nivell de la via cortico-espinal. Aquests resultats
donen suport a la hipotesi que I'edema astrocitari causa disfuncié neuronal. Les fibres
cortico-espinals consisteixen en unes fibres mielinitzades de conduccié rapida que
s'originen en el cortex motor i que realitzen sinapsis amb motoneurones espinals a
través de neurotransmissié glutamatérgica (Shaw and Eggett, 2000). D’aquesta
manera les alteracions en la funcié del la via piramidal podrien ser explicades per un
empitjorament de la neurotransmissio glutamatergica secundaria a edema astrocitari i
reconciliar aquestes troballes amb les descripcions de trastorns de la neurotransmissio

depenent de glutamat a I'encefalopatia hepatica (Butterworth, 1997).

3.8 Tracte motor en larata
Existeixen dos tractes descendents destinats al control motor en la rata: el tracte
cortico-espinal i el tracte rubro-espinal el primer descendeix des del telencefal fins a la

medul-la espinal i el segon des del mesenceéfal fins a la medul-la espinal (Paxinos,
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2004). La majoria de les neurones del tracte cortico-espinal es localitzen a la capa 5 del
cortex motor primari. Aquestes neurones projecten cap a la regié cervical i des del
tronc cap a la regid lumbar. Les neurones del tracte cortico-espinal no estan
restringides al cortex motor primari, sind que també son presents a I'area motora
suplementaria, cortex parietal, cortex prefrontal i cortex infra-limbic. El tracte cortico-
espinal pateix una decussacié a la medul-la caudal i descendeix per la base de la
columna, encara que hi ha fibres que fan la decussacio al funicle ventral. Els axons del
tracte cortico-espinal acaben en totes les lamines espinals contralaterals, sobretot a
entre les lamines 3-7 de I'asta dorsal on fan sinapsi amb les motoneurones. El tracte
cortico-espinal juga un paper en el control del moviment, perdo no és essencial pels
moviments fins de les extremitats.

El tracte rubro-espinal consisteix en els axons del conjunt de neurones magnocel-lulars
i parvocel-lulars del nucli vermell que projecten cap a la medul-la espinal. Hi ha una
organitzacié somatotopica en el nucli vermell. La majoria d’axons acaben en les
lamines 5-7 de forma contralateral i estableixen contactes amb interneurones
inhibitories i excitatories. Les lesions en el nucli vermell de la rata comporten

alteracions locomotores, com dels moviments fins de les extremitats.

3.9 Models animals en I’encefalopatia hepatica

L'estudi de I'encefalopatia hepatica requereix disposar de models experimentals en
animals de laboratori. Aquest models han de reproduir dos aspectes fonamentals
presents en la malaltia humana: les manifestacions neurologiques i la presencia
d’insuficiéncia hepatica. D’acord amb les guies de la “Interantional Society for Hepatic

Encephalopathy and Nitrogen Metabolism” (ISHEN) (Butterworth et al., 2009) és
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possible classificar els models animals d’acord amb la malaltia hepatica que provoca

manifestacions neurologiques en dos grups:

3.9.1 Tipus A: Fallida hepatica aguda

Les caracteristiques essencials que han de tenir els models aguts d’encefalopatia
hepatica per considerar que reprodueixen la malaltia humana és que les
manifestacions progressin fins I'aparicié de coma i que a més aparegui edema cerebral
i les seves complicacions (hipertensid intracranial, herniacid cerebral). Idealment
haurien de tenir potencialitat per revertir, perd0 aix0 no es considera un criteri
imprescindible. Durant el progrés de la malaltia s’ha de desenvolupar un increment de
la concentracié d’amoniac i de glutamina en sang i cervell (Vaquero and Butterworth,
2007). La patologia hepatica i cerebral ha de poder ser ben caracteritzada. A més a
més les toxines emprades com a hepatotoxiques en els models experimentals han de
tenir una minima perillositat cap el personal. Un aspecte a tenir en compte durant el
desenvolupament del model és que la temperatura ha d’estar controlada. La
hipotérmia evita I'aparici6 d’edema (Jalan et al., 1999;Stravitz and Larsen, 2009).
També s’ha d’evitar 'aparicié d’hipoglucemia, que és secundaria a la insuficieéncia
hepatica i causa per si mateixa manifestacions neurologiques. Es disposa de diversos
models de fallida hepatica aguda. Els més ben caracteritzats son els deguts a I'abséncia
de vascularitzacié hepatica (models anhepatics) i els hepatotoxics. Els model
anhepatics son models animals en el que es priva la circulacié sanguinia al fetge. Aixo
es pot aconseguir per isquémia hepatica o devascularitzacié hepatica, que consisteix
en realitzar una anastomosi porto-cava seguit d’una lligadura de |'artéeria hepatica. Els

animals més emprats soén rates (Rose et al., 2000), conills (Andres et al., 1990) i porcs
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(Rose et al., 2007). També és pot evitar el pas de la sang pel fetge realitzant una
hepatectomia, deixant I’'animal sense fetge, en el que se li ha realitzat una anastomosi
porto-cava, lligadura de les venes suprahepatiques, arteria hepatica i conducte biliar
préviament a la extraccid del teixit hepatic. Aquest model es realitza sobretot en rates
(Olafsson et al., 1995) i porcs (Knubben et al., 2008). Un altre model agut anhepatic és
el d’anastomosis porto-cava + infusid d’amoniac en el que en rates es realitza una
anastomosi porto-cava a les que se’ls administra per infusid continua amoniac
(Cordoba et al., 1996).

Per altre banda també hi ha el models hepatotoxics en els que un toxic és I'encarregat
de provocar la insuficiencia hepatica aguda. Hi ha molt tipus de toxics que
s’administren a diferents tipus d’animals com la galactosamina en rates (Wright et al.,
2010), conills (Andres et al., 1990) i porcs (Kalpana et al., 1999), acetaminofen en rates
(Chen et al., 2009), gossos (Francavilla et al., 1989) i porcs (Newsome et al., 2010),
tiocetamide en rates (Rama Rao et al., 2010) o azoximeta en ratolins (Belanger et al.,

2006).

3.9.2 Tipus Bi C: Fallida hepatica cronica

Les caracteristiques essencials que han de tenir els model cronics d’encefalopatia
hepatica son una fallida hepatica cronica amb col-laterals porto-sistemiques, que
desenvolupi un ampli rang de simptomes que van des de I'encefalopatia hepatica
minima fins al coma. L’estudi neuropatologic ha de mostrar astrocitosi Alzheimer tipus
I a estadis avangats, han de desenvolupar hiperamonémia, increment de

I’'amoni/glutamina, els episodis d’encefalopatia hepatica poden estar associats o ser
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sensibles a factors precipitants i també han de tenir una resposta clinica a tractaments
establerts per I'encefalopatia hepatica.

Dins dels model animals per fallida hepatica cronica hi ha els models animals
d’encefalopatia hepatica basats en col-laterals porto-sistémiques (Tipus B) i sén els
models d’anastomosis porto-cava propiament dit en rates (Lee and Fisher, 1961),
gossos, conills (van Niekerk and Koopman, 1986) i porcs (Luo et al., 2003), els models
d’anastomosi porto-cava congénits tant en gossos com en gats (Lamb and White,
1998), el model de lligadura calibrada de la vena porta en rates (Coll et al., 2008) en el
gue es fa una lligadura de la vena porta deixant un diametre determinat més petit per
provocar hipertensié portal, el model d’anastomosis porto-cava + infusié amoniac
continua en rates com també el model de lligadura del conducte biliar (Jover et al.,
2006)(manifesta alguns aspectes del Tipus C) en rates en les que es fa una lligadura i
disseccio de la via biliar. Com a models experimental de fallida hepatica cronica també
hi ha els models animals d’encefalopatia hepatica resultant d’una cirrosi hepatica

descompensada (Runyon et al., 1991)(Tipus C), pero estan molt mal caracteritzats.

3.10 Validacié dels models animals

La validacio d’un model és un metode cientific per millorar la confidencia en un model.
No és la demostracié de que el model és igual que la malaltia, sind que és possible
interpretar els valors que d’ell s’extreuen. No tots els models animals sén valids en
totes les situacions ni per tots els proposits. La validacié permet un Us especific del
model, que pot estar obert a discussié (van der Staay et al., 2009).

El primer criteri que ha de complir un model animal és la fiabilitat del model, ens indica

gue els resultats sdn consistents quan s’analitzen sota les mateixes condicions. La

40



INTRODUCCIO

reproductibilitat ens indica quin és el grau de concordanga entre els resultats del
mateix experiments realitzats independentment en el mateix o diferents laboratoris.
La validesa interna ve determinada en funcié d’'una bona fiabilitat i una bona
reproductibilitat i és la referéncia de la qualitat de I"avaluacié experimental del model
animal.

Un segon criteri que ha de presentar un model animal és la validesa aparent, es creu
gue aquest criteri és un dels més importants dins de la validacié d’un model. La
validesa aparent és el grau de similituds que té un model animal amb els humans.

En tercer lloc un model animal ha de tenir validacié predictiva, ja que ha de permetre
una extrapolacié dels efectes dels factors que milloren o empitjoren en humans.

La quarta condicido que ha de tenir un bon model és la validesa de construccio per
determinar el grau de similitud dels mecanismes torics implicats (fisiopatologia,
comportament, etc...). D’aquesta manera s’acumulen evidéncies empiriques sobre les
relacions teoriques que donen suport i fonamenten el concepte de les alteracions.

La cinquena condicié que ha de complir un model animal és la validesa externa a on els

resultats obtinguts amb un model animal son consistents en diversos laboratoris .

3.11 Limitacions dels models experimentals en I’encefalopatia hepatica

Els models experimental d’encefalopatia hepatica tenen limitacions, ja que en els
models per fallida hepatica aguda, tot i estar ben caracteritzada la patologia cerebral i
hepatica i que la seva determinacié neuronal és clara, aquest models sén terminals i no
hi ha una reversibilitat de la patologia.

En els modes de fallida hepatica cronica en canvi, un model optim d’encefalopatia

hepatica per cirrosi descompensada (tipus C) no existeix ja que I'administracid
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d’alcohol no produeix cirrosi micronodular en petits animals de laboratori. Un model
molt emprat és el de I"'administracio de tetraclorur de carboni o també el model de
lligadura del conducte biliar. Perd ambdds sén dos models molt variables en I'aparicié
de la descompensacid. A més a més sovint tenen factors de confusid: pateixen
infeccions, es lesionen entre els animals, deixen de menjar en alguns casos, presenten
ictericia i altres complicacions.

En els models animals d’encefalopatia hepatica tipus B i C la determinacié del grau
d’encefalopatia és realitza basant-se en estudis de comportament (Bengtsson et al.,
1986), estudis locomotors (Jover et al., 2006), ritmes circadians (Cordoba et al., 1997),
aprenentatge (Mendez et al., 2010), alteracié de reflexes. Tots aquestes sistemes de
determinacié del grau d’encefalopatia sén metodes no quantificatius, sind qualitatius
gue depenen en part de I'experimentador i aixd afegeix més variabilitat a la del propi
model animal.

Una de les principals limitacions és I'absencia de models animals que permetin
investigar el funcionament d’una via neuronal determinada (Chamuleau, 1996). La
realitzacié d’una anastomosi porto-cava en rates provoca alteracions neuroquimiques i
conductuals que es consideren un model experimental d’encefalopatia hepatica
minima. No s’ha pogut mesurar |'existéncia d’alteracions neurologiques en la cirrosi
hepatica experimental, que es considerin equivalents a I'encefalopatia hepatica que

apareix en pacients.
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4 ESTUDI 1: ALTERACIONS FUNCIONALS DE LA VIA MOTORA EN

MODELS EXPERIMENTALS D’ENCEFALOPATIA HEPATICA

4.1 Hipotesii Objectius

4.1.1 Introduccio

En I'encefalopatia hepatica es desenvolupa un trastorn de la funcié de la via motora
central, que en humans correspon al tracte cortico-espinal. Postulem que el trastorn
de la funcid de la via motora central és I’expressio d’un trastorn en la neurotransmissio
secundari a un increment de I'aigua intracel-lular en els astrocits. L’alteracié de la
neurotransmissié afectaria principalment a la transmissié glutamatergica com a
consequencia d’un defecte dels transportadors de glutamat astrocitaris, que es veurien
alterats per lincrement d’aigua astrocitari. El trastorn de la neurotransmissio
glutamatergica afectaria a la concentracid de glutamat en la sinapsis entre la primera
motoneurona (via cortico-espinal) i la segona motoneurona (periférica), i produiria la
disfuncié de la via cortico-espinal que és observada en I'encefalopatia hepatica i que
seria responsable dels déficits motors que apareixen en pacients amb encefalopatia

hepatica.

4.1.2 Hipotesi
Els models d’encefalopatia hepatica secundaria a insuficiencia hepatica presenten

alteracions funcionals de la via motora.
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4.1.3 Objectius
Estudi A: Efecte del propofol sobre els potencials evocats motors en rates normals.
e Registrar potencials motors induits per estimul eléctric central i
periferic.
e Analitzar I'efecte de tres dosis de propofol sobre I'amplitud i laténcia
dels potencials motors. Aquest experiment sera util per decidir la dosi

de propofol adient pels seglients experiments.

Estudi B: Potencials motors en rates amb anastomosi porto-cava.
* Mesurar els potencials evocats motors en rates que han estat sotmeses
a anastomosi porto-cava abans i després de la intervencid quirudrgica.
e Comparar els resultats amb un grup control de rates amb intervencié

ficticia.

Estudi C: Potencials motors en rates amb cirrosi per tetraclorur de carboni.
* Mesurar els potencials evocats motors en rates en les que s’indueix
cirrosi hepatica amb tetraclorur de carboni a intervals peridodics des de

I'aparicié d’ascites.
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4.2 Resum de I'estudi

Es van mesurar els potencials evocats motors amb un meétode neurofisiologic
convencional amb I'animal anestesiat i utilitzant un cargol cerebral per estimular a
nivell central i eléctrodes d’agulla per estimular i registrar els potencials evocats

motors.

Figura 5: Imatge del meétode neurofisiologic convencional per I'estudi dels potencials

evocats motors en animals d’experimentacio .

Estudi A: Efecte del propofol sobre els potencials evocats motors a la rata

La disminucio de la dosi de propofol va incrementar I'amplitud del potencial evocat
motor. L'amplitud amb la dosi alta va ser de 43+ 18 %, amb la dosi intermitja de 53+16
% i amb la dosi baixa de 67+ 9 %, aixi com la disminucié de la dosi de propofol va
disminuir la laténcia del potencial motor. La laténcia amb la dosi alta era de 5,23 £ 0,21

ms, amb la dosi intermitja de 5,07 £ 0,24 ms i amb la dosi baixa de 4,81 £ 0,28 ms.
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Estudi B: Potencials evocats motors en rates amb anastomosi porto-cava

L'amplitud del potencial motor en les rates del grup d’anastomosi porto-cava (67+11
%) i d’intervencid ficticia (62116 %) abans de la intervencid quirdrgica era similar a la
de I'estudi A amb la dosis baixa de propofol. No hi va haver diferéncies entre els dos
grups. Després de la intervencid quirdrgica es va produir una disminucié de I'amplitud
del potencial motor (41£16 %) en el grup d’anastomosi porto-cava, pero no el grup
d’intervencio ficticia (62+ 13 %). La laténcia del potencial motor en les rates del grup
d’anastomosi porto-cava (4,80+0,21 ms) i d’intervencié ficticia (4,88 = 0,36 ms) abans
de la intervencié quirdrgica era similar. Aquests resultats son comparables als
obtinguts en I'estudi A utilitzant la dosis baixa de propofol. Després de la intervencio
quirargica no van haver canvis significatius en el grup d’anastomosi porto-cava
(4,60%0,30 ms). Tampoc va haver cap canvi en el grup d’intervencio ficticia (4,88+0,27

ms).

Estudi C: Potencials motors en rates amb cirrosi per tetraclorur de carboni.

L'amplitud del potencial motor en les rates del grup de cirrosi amb ascites en el
moment basal (60+7%) va ser similar a la del estudi A amb la dosis baixa de propofol
(6719 %).

Després del desenvolupament d’ascites es va observar un lleu descens en I'amplitud
del potencial evocat motor, que no va arribar a ser significatiu (52+12 %).

La laténcia del potencial motor en les rates del grup de cirrosi amb ascites en el

moment basal (4,65+0,43 ms) era similar a la del estudi A amb la dosis baixa de
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propofol (4,81+0,28 ms). Després del desenvolupament d’ascites es va observar un
increment significatiu en la laténcia del potencial evocat motor (5,15+ 0,67 ms).

Una de les rates cirrotiques que ja feia dos setmanes que presentava ascites, va entrar
en coma en el moment del registre neurofisiologic, abans de posar-li 'anestesia. El seu
comportament va ser igual al d’'una rata de model de fallida hepatica aguda per
devascularitzacié (Zwingmann et al., 2003). Aquesta rata, havia perdut els reflexes
oculars, era incapa¢ d’incorporar-se de nou i presentava tremolors amb rigidesa
muscular. A aquest animal se li va fer un estudi electrofisidlogic sense anestésia ja que
es trobava en estat de coma. Posteriorment al registre la rata va morir. L'estudi
microbiologic del liquid ascitic obtingut d’aquesta rata en el moment de l'estudi
neurofisiologic va mostrar existencia d’E.Coli. Es va interpretar que la peritonitis
bacteriana espontania induia una encefalopatia hepatica secundaria. En aquesta rata
els potencials evocats motors van mostrar grans alteracions tan en I'amplitud com en
la laténcia. L'amplitud va disminuir de 62% a 16% i la laténcia va incrementar-se de 4,7
ms a 6,5 ms.

En conclusid, el nostre estudi demostra la presencia d’alteracions funcionals de la via
motora central en rates amb anastomosi porto-cava i en rates amb cirrosi induida per
tetraclorur de carboni. Aquestes troballes mostren que és possible reproduir en
models experimentals les alteracions de la via cortico-espinal que presenten els
pacients amb cirrosi i encefalopatia hepatica minima. Els trastorns observats sén molt
lleus i tenen l'inconvenient de que I'anestesic pot haver afectat els resultats. Per
aquest motius considerem necessari investigar models d’encefalopatia hepatica més
greu, com el provocat per devascularitzacié hepatica, que podrien mostrar alteracions

similars a les observades en aquest estudi en una rata amb cirrosi i peritonitis
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bacteriana espontania. A més creiem que seria molt util poder estudiar els animals
sense anestesia. La reproduccié de les alteracions motores en models experimentals
ofereix la possibilitat d’investigar els mecanismes involucrats en la patogenesi de

I’encefalopatia hepatica i provar noves estrategies terapeutiques.
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Abstract furreduction: Hepatic encephalopathy 1s a neurologic syndrome secondary 1o
liver failure that causes cognitive and motor abnormalities. Impairment in the function of the
first neuron of the motor tract (corticospinal tract) has been demonstrated in patients with
cirrhosis and minimal hepatic encephalopathy. Aim: Investigate the function of the first neuron
of the motor tract in experimental models of minimal hepatic encephalopathy. Marerial
ained methods: Rats with portocaval anastomosis (#=8) and rats with carbon tetrachloride
induced cirrhosis (n=11) underwent neurophysiological recording under light anesthesia
with propofol. Motor evoked potentials were elicited applying a transcranial electric pulse
and were recorded in the tibialis anterior muscle. The effect of the dose of anesthesia was
assessed in a group of normal rats (n=10). Resulrs: Rats with portocaval anastomosis
exhibited o decrease in motor evoked potentials amplitude following surgery (67 £ 11 10
41+ 16%, P < 0.001). Cirhotic rats exhibited an increase in motor evoked potentials
latency after the appearance of ascites (465 £0.43 10 5.15 £ 0.67 ms., P =0.4). Increasing
doses of propofol produced a decrease in the amplitude and an increase in the latency of
motor evoked potentials. Conclusion: It is possible to reproduce functional abnormalities of
the central motor tract in rats with portocaval anastomosis and carbon tetrachloride induced
cirrhosis. The development of motor abnormalities in experimental models of minimal
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hepatic encephalopathy offers the possibility to investigate the mechanisms involved in the
pathogenesis of hepatic encephalopathy and test therapeutic sirategies.

Keywords Hepatic encephalopathy - Portocaval anastomosis « Cirrhosis - Motor evoked
potential - Propofol

Introduction

Hepatic encephalopathy is a frequent neuropsychiairic syndrome secondary to liver fail-
ure (Adams and Foley. 1953; Butterworth, 2003; Adams and Foley, 1953). Cirrhosis is
the most comimon cause, especially if associated with large portosystemic shunts, such
as surgical shunis performed to prevent variceal bleeding. Patients that develop hepatic
encephalopathy have a bad prognosis and are usually considered candidates for liver
transplantation,

The clinical manifestations of hepatic encephalopathy include a decrease in the level
of consciousness and motor alterations. A wide number of motor disturbances have been
described. One of the most typical are signs of corticospinal tract impairment: paresis,
exacerbated deep tendon reflexes and Babinski's sign (Adams and Foley, 1953; Andrefsky
and Frank, 1997). These manifestations correspond to an impairment of the first neuron of
the motor pathway. Studies in patients with cirrhosis and mimimal hepatic encephalopathy
have confirmed this impairment using neurophysiological techniques (transcranial motor
stimulation) (Cordoba er af., 2003b). Furthermore, the functional impairment has been
associated with signs of increased brain water along the corticospinal tract detected by brain
magnetic resonance (Rovira ef al., 2002}, According to a current hypothesis that postulates
that hepatic encephalopathy is the clinical manifestation of astrocyte swelling (Haussinger
et al,, 20000, functional and imaging abnormalities of this tract normalize in parallel following
liver transplantation (Cordoba ef af., 2003b).

Hepatic encephalopathy is reversible after the correction of liver failure and/or por-
tosystemic shunting. A Key factor in its pathogenesis is the exposure of brain 1o
blood arising from the splanchnic circulation. Portal-vein derived toxins, such as am-
monia, induce a series of neurochemical abnormalities that affect normal neurotransmis-
ston. However, the investigation of the pathogenic mechanisms is limited because the
available experimental models reproduce only part of the human disease (Chamuleau,
[996).

This study was undertaken to investigate the funciional motor tract abnormalities in
two experimental models that could be used to mnvestigme the pathogenesis of hepatic
encephalopathy. First, we investigated whether motor evoked potential (MEP) could be
affected in rats after portocaval anastomosis (PCAJ. Our aim was o explore if MEP could
be an index of the neuronal dysfunction present in hepatic encephalopathy. Secondly, we
repeated the same experiment in cirthotic rats with ascites induced by carbon tetrachloride
gavage. This model has the advantage that mimics better the situation in humans ( presence of
cirrhosis and ascites). However, minimal hepatic encephalopathy in this model has not been
assessed due 1o the confounding effects of ascites and muscular weakening on behavioral
correlates. The development of a neurophysiological index that correlates to the degree
of hepatic encephalopathy would be very useful to measure directly neuronal function.
In parallel to these experiments we investigated the effects of the anesthetic on MEP by
assessing different doses of propofol in normal rats.

'ﬂﬂpringn:r
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Material and methods

This study was performed in male Sprague-Dawley rats (Harlan, Barcelona Spain). Animals
were housed in policarbonate cages with humidity at 55% and temperature controlled ar 22°C
with a light/dark cycle of 12/12 h. Rats were fed a standard diet A04 (Panlab, Barcelona Spain)
and water ad libitum. The experiments were approved by the Animal Care Committee and
were conducted in the animal facilities of the lnstirnr de Recerca de I Hospital Vall o Hebron
and the fastitue de Recerca de U Hospital Germans Trias | Pujol,

Experimental design

The study consisted of a neurophysiological assessment of the function of the motor tract
with the determination of MEP in rats under anesthesia with intravenous propofol admin-
istered through the 1ail vein (induction bolus: 200 ul, followed by different maintenance
doses). Three different groups of rats were studied.

Sty A teffects of propofol on MEFP in normal ratsp: Neurophysiological recordings were
performed in ten rats (weighing 270 4 21 g). Three different doses (1, 0.5, 0.25 mg/kg/min)
of propofol were used. MEF were recorded 10 min after the change in the dose of propofol
to reach stable plasma levels.

Study B (MEFP in PCA rats); Thirteen rats were included in the PCA group (weighing
288 £ 23 g) and six in the sham-operated group (weighing 300 % 40 g). The dose of propofol
duning the neurophysiological recording was 0.25 mg/kg/min. Five rais of the PCA group
died after the intervention. The analysis of the data is limited to the 8 rats that had the MEP
recorded one day before and 7 days after surgery.

Sty C (MEP in cirrhotic rats): Eighteen rats (weighing 1104 10 g before the carbon
tetrachloride gavage) initiated the protocal of induction of cirrhosis. For the neurophys-
iological recording the dose of propofol was | mg/kg/min: lower doses of propofol were
insufficient to induce enough sedation. MEP were recorded before the initiation of the carbon
tetrachloride gavage and were repeated at weekly intervals after the appearance of ascites
until the rat died (1 to 4 weeks after the appearance of ascites). Eleven of the initial |8 rats
developed ascites and underwent neurophysiological recordings. Five rats died before the
appearance of ascites and two never did develop ascites. The last recordings were considered
the final data and were used for the analysis, except for one rat that was spontaneously in
coma (without anesthesia) at the time of the last neurophsyiological recording, In this rat,
the prior recording (one week before) was used instead.

Animal models

Porrocaval anatomosis: The PCA was performed according 1o the guidelines of Lee. 5.H.
and Fisher, B. (Lee and Fisher. 1961) under isoflurane anesthesia. The PCA was constructed
under aseptic conditions using a continuous suture technigue (710 prolene suture) with the
aid of a microscope, The total surgery time was below 15 min. Sham-operated rats underwent

a similar intervention without vein section and had the portal vein clamped during 15 min.
Cirrhosis induced by carbon tetrachloride: The induction of cirrhosis followed the guide-
lines of B. Runyon with some modifications { Lorenzo-Zuniga ef a/l., 2003), The rats received
1.5 mmol/L of phenobarbital in the drinking water (ad libitin) and 20 pLikg/week of car-
bon tetrachloride in water by gavage (Popper and Sons, New Hyde Park, NY). The dose
of carbon tetrachloride was calculated according 1o the weight determined 5 days before
ﬂ.‘ipl‘ingr_r
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its administration. Carbon tetrachloride gavage was started when the body weight reached
200 g. In the 100-200 grams period the animal received only phenobarbital in the drinking
water. Ascites appeared at 8-14 weeks after the initiation of carbon tetrachloride. Rats with
cirrhosis induced by carbon tetrachloride develop spontaneous bacterial peritonitis in a high
percentage of animals. Before the neurophysiological recordings ascitic fluid was sampled
and cultured to control for the possible effect of concurrent infection on neurophysiological
recordings.

Neurophysiological studies

The motor potentials were evoked and recorded according to the guidelines of Schlag MG
ef al. (Schlag er al., 2001 ) using chronically implanted cranial electrodes (stamless screws),
that allow repeated stimulation at the same point.

lmplantation of electrodes: For this purpose the animals were anaesthetized with inhala-
tory isoflurane anesthesia and the rat’s head was fixed in a stereotaxic frame, The skull
was perforated with a drill (Dremel, Madrid, Spain) with a drill bit 1.1 mm &, avoiding
to touch the dura of the brain. A 4 mm long and 1.4 mm # electrode was positioned -
2 mm posterior 1o lambda at a depth of 1.5 mm. The electrodes were fixed with dental
cement.

Electrophysiological recordings: The electrophysiological recordings were performed
with an electromyographer (Medironic Keypoint Portable, Denmark). The central motor
potentials were induced with electric pulse using the posterior cranial screw (cathode) and
one needle electrode positioned in the skin of lower jaw {anode). For the induction of the
compound motor action potential (CMAP), which corresponds to the potential evoked by
peripheral stimulation, two needle electrodes were positioned at the sciatic nerve level. The
potentials were recorded from one monopolar needle electrode positioned in the tibialis
anterior muscle (cathode) and a monopolar needle electrode implanted in the footpath (an-
ode). A ground elecirode was positioned at the lumbar level. The recordings were started by
measuring the maximum amplitude of the CMAP with supramaximal intensity stimulation
of the sciatic nerve with a single pulse of 0.1 ms duration. In order to evoke the motor
potentials (MEP), progressively increases electrical pulses of (1.1 ms duration were applied
at the cranial screw level until the supramaximal intensity was reached, which is the intensity
at which the amplitude of the MEP is maximal and does not further increase with higher
intensities of stimulation. Once the supramaximal intensity was obtained, seven MEP were
recorded at this supramaximal intensity (Fig. 1).

Statistical analysis

Results are expressed as mean =+ standard deviation. Intragroup comparisons of the same
variable were performed with paired T-Student’s test for two determinations and ANOVA
for repeated measures for multiple determinations, followed by pairwise comparisons with
the Holm-Sidak method. Comparisons of continuous variables between two groups were
performed with the T-Student’s test. The Sigma Stat package was used for statistical calcu-
lations.

ﬂ Springer
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Results
Study A: Effects of propofol on MEP in normal rats

The amplitude and the latency of the MEP relates to the dose of propofol. Higher doses were
associated with lower amplitudes (Fig. 2). The amplitude of the MEP at 0.25 mg/kg/min
was 67 £9%, at 0.5 mg/kg/min was 53+ 16% and ai | mg/kg/min was 43+ 18%
(P < 0,001). Higher doses were associsted with longer latencies (Fig. 3). The latency
of the MEP at 0,25 mg/kg/min was 4,81 £0.28 ms, at 0.5 mg/kg/min was 5.07 £0.24 ms
and at | mg/kg/min was 523021 ms (P < (L001).
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Fig. 2  Amplitude of the MEP (1 £ SD) under three different doses of propofal in normal ruts (6= 100,
Each rat received three different doses of propofol, staring with the higher dose. The electrophysiological
recordings were performed 10 min after the change of dose. Increasing doses of propofol induced a decrense in
the amplitude of the MEP (ANOVA p < 00000 p < 0,01 0.25 mg&eg/min vs, (005 me/Kefmin and | mgkefming

Study B: MEP in PCA rats

The amplitudes of the MEP at baseline (before surgery) were not significantly differemt
between PCA and sham (67 £+ 1 1% vs. 62 £ 16%. P =10.56). These amplitudes were not sig-
nificantly different from those measured in study A with the low dose of propofol (P =0.98).

Motor Evoked Potentials
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Fig. 3 Latency of the MEP (v 5D urwder three different doses of propofol in nommal mats (0= 100, Each ra
received three different doses of propofol, starting with the higher dose., The electrophysiological recordings
were performed 10 min after the change of dose, Increasing doses of propofol induced an increase in e
Fatency of the MEP (ANOVA g = 0.000; *p = 001 025 mgkgfmin vs, 0.5 mgfkgmin and | mekegfming
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Fig. 4 Amplitude of the MEP (v £ 500 in sham-operated rals (n=6), mts with portocaval anastomaosis
(PCA, n= 8y and rats with carbon tetrachloride induced cirrhosis (o= 11, PCA mts exhibited a decrease in
the amplinede of the MEP (*pr < 00001 final v, baseling)

After surgery (Fig. 4), the amplitude of the MEP in the PCA decreased to 41 £ 16%
(P < 0.,001), while there were no significant changes in the sham-operated rats (62 £ 13%,
P=097).

The latencies of the MEP at baseline (before surgery) were similar in the PCA and sham
rats (4. 80 £ 0.2] vs. 488 £0.36 ms, F=0.96) and were comparable to those observed in
study A (propofol 0.25 vs, PCA: P =0.98; propofol 0.25 vs. sham: P =0.95). After surgery
{Fig. 5), there were no significant changes in the latencies neither in the PCA (4.60 £ 0.30ms,
P =10.3) or sham-operated rats (4.88 £0.27 ms, P =0.52).

Fig- 5 Latency of the MEP
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Study C: MEP in cirrhotic rats

In the cirrhotic group, at baseline (before carbon tetrachloride) the amplitudes (60 £ 7%)
and the latencies (4.65 £ 0.43 ms) of the MEP did not differ from those obtained in study A
with the low dose of propofol. Following the appearance of ascites (Figs. 4 and 5), there was
an increase in the latency of the MEP ({final recording: 5.15 & (L67 ms, P =0.04) and a trend
towards a decrease in the amplitudes of the MEP (final recording: 48 4+ 16%, P =0.13).

One cirrhotic rat that presented ascites for two weeks, went into coma before the anesthesia
induction. The behavior of the ral was similar to rats with acute liver Failure induced by hepatic
ischemia (Zwingmann ¢f al., 2003). The cirrhotic rat had lost both the righting and the comeal
reflexes and presented tremor with muscular rigidity. Electrophysiological recordings were
performed without anesthesia since the animal was immobile and unresponsive to pain
{Fig. 6). Alterations in the amplitude and also in the latency were observed. The amplitude of
the MEP decreased from 62% at baseline to 16% during coma and similarly the latency of
the MEP increased from 4.7 ms to 6.5 ms. This recording was not included in the analysis
of the data of the cirrhotic group.

Discussion

The present study demonstrates the development of functional abnormalities of the motor
tract in the rat after portocaval anastomosis and after the development of cirrhosis induced
by carbon tetrachloride, In PCA rats we observe a decrease in the amplitude of the MEP and
in cirrhotic rats an increase in the latency of the MEP.

The rat with PCA has no intrinsic liver disease but has been extensively used for the study
of hepatic encephalopathy. because it reproduces part of the neurological manifestations
(Erceg er al., 2005:Cordoba ef al., 1997; Hawkins ¢ef al., 1996; Bengtsson ef al., 1988).
This rat shows apparently a normal behavior, but presents neurochemical disturbances and
subtle cognitive abnormalities, such as disrupiion in the circadian rhythm of activity and
learning impairment. For these reasons, the rat after PCA is considered a model of minimal
hepatic encephalopathy { Mullen and McCullough, 1989}, Our study provides additional data
to support the validity of this model because it reproduces a neurological dysfunction present
in patients with cirrhosis and minimal hepatic encephalopathy (Cordoba ef al., 2003b).

The rat with cirrhosis induced by carbon tetrachloride reproduces the disease of the liver
that is present in patients. However, the neurological manifestations are less documented.
In this model the development of coma usually occurs shortly (hours) before death. At
this stage neuropathological studies find typical signs of hepatic encephalopathy (Pilbeam
ef al., 1983), At lower stages behavioral correlates of the human disease have not been
assessed. Furthermore, the assessment of hepatic encephalopathy may be confounded by
the mobility limitations caused by ascites and muscle wasting (Picardi e af., 1997). The
impairment in the function of the central motor tract that we have found in rats with apparent
normal behavier is consistent with the presence of mild forms of hepatic encephalopathy.
The further impairment of the MEP with the progression to coma induced by spontancous
bacterial peritonitis in a rat is in accordance with this interpretation.

Meurophysiological recordings have the advantages that they are objective and re-
producible methods o assess encephalopathy. In addition, they are more specific than
behavioral indexes. However, neurophysiological methods have received scant attention
{Popken eraf., 1983). The induction of MEP by electric stimulation is a widely used method
to investigate the function of the central motor tract (Haghighi er al.. 1996b; Keller er af..
1992 Haghighi er af., 1990b; Lopez-Vales er al., 2005; Zandieh er al., 2003b), We have
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Flg. & Resulis of elecirophysiological recordings in o rat with cirfosis and asciles induced by carbon
tetrachloride. The upper panel shows the recording at baseline (before mibating the admimstration of carbon
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observed impairment of two variables that define the MEP (amplitude and latency) in two
models of hepatic encephalopathy. These resulis imply that this method could probably be
a good system to monitor hepatic encephalopathy in experimental models. An advantage
of this method is the capacity to relate its function lo a specific neuronal pathway. In
comparison, behavioral indexes relate to complex neuronal circuits that are difficult 1o
investigate (i.e. hypothalamic circuits modulate the circadian rhythm of locomotor activity ).

The functional abnormalities of the motor tract found in these two models parallel those
reported in humans (Cordoba ef af., 2003b). The decrease in the amplitude of the MEP is
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in accordance with a lower neuronal excitability or an increase in the inhibitory tone (Hess
ef al., 1987), The decrease in neuronal excitability may reflect alterations of glutamatergic
neurctransmission. Glutamate 15 the main neurotransmitter in the corticospinal tract and
abnormal glutamatergic neurotransmission has been demonstrated in hepatic encephalopathy
{Butterworth, 2000). In respect to the other parameter of the MEP that was impaired, the
increase in the latency implies a decrease in the speed of motor conduction. The main
factor that determines motor conduction is the degree of myelination of the motor fibers.
Cirrhotic patients exhibit a decrease in the central motor conduction time recorded by
transcranial magnetic stimulation (Cordoba ef af.. 2003b). However, histological studies have
not described significant alterations of myelin in these patienis. A possible explanation is that
astrocyte swelling, a common abnormality in hepatic encephalopathy, produces functional
alteration in the myelin. Accordingly, changes of central motor conduction time have been
correlated with the presence of increased water along the corticospinal tract detected by
magnetic resonance (Rovira er al., 2002},

Hepatic encephalopathy does not exclusively affect the motor tract. Disturbances of
multiple neuronal pathways can be demonstrated by different neurophysiological techniques
{i.e. evoked potentials, EEG), even in minimal HE (Montagnese er al., 2004). The resulis
of magnetic resonance imaging and trnscranial magnetic stimulation suggest that this tract
may be more vulnerable 1o the neuronal impairment that characterizes HE (Cordoba e al.,
2003a). Our results in two experimental model are in accordance with this interpretation. The
reasons for a higher vulnerability are unknown, but may include higher energetic demands
at this level or the fact that glutamate is the preferential newrotransmitter of this pathway.

A potential source of confusion in our study is the use of anesthetics, which are necessary
to induce MEP in rats. Alterations of MEP have been observed with those anesthetics thar
are commonly used in these experiments: deflurane {Haghighi er @f.,, 1996a), isoflurane
{Haghighi er al.. 1990a) and ketamine/xylacine (Zandieh er al., 2003a). We decided 1o use
propofol (Fishback er al.. 1995), because it has a short life and the depth of anesthesia
can be rapidly change by modifying the rate of infusion. Furthermore, pharmocokinetic
stuches in patients with cirrhosis indicate that plasmatic levels are not affected by liver
failure (Servin er al.. 1990). In our study, high doses of propofol caused a proportional
decrease in the amplitude and an increase in the latency of the MEP. To palliate this effect,
the electrophysiological recordings were made under the minimal dose of propofol that
maintained the rat sedated. Although the anesthetic dose can affect the measurements of
MEP. it is unlikely that the alterations in the amplitude and the latency reported in this study
iare the consequence of an effect of the anesthesia since we found different abnormalities in
each model (amplitude in PCA rats, latency in cirrhotic rais).

Conclusions

Our study reports functional abnormalities of the central motor tract in the rat with PCA
and in the rat with cirthosis, These findings demonstrate that it is possible 1o reproduce in
two animal models, the corticospinal tract abnormalities present in cirrhotic patients with
minimal hepatic encephalopathy. Monitoring motor abnormalities in animal models of liver
failure offers the possibility to investigate the pathogenic mechanisms involved in hepatic
encephalopathy and test new therapeutic strategies.
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5 ESTUDI 2: NOVA METODOLOGIA PER MESURAR LA FUNCIONALITAT

DE LA VIA MOTORA SENSE ANESTESIA.

5.1 Hipotesii Objectius

5.1.1 Introduccio

La neurofisiologia és una bona eina per estudiar la funcionalitat de la via motora en la
rata tal i com es va demostrar en I'estudi 1. Per altra banda, esta ben descrit i es va
corroborar en l'estudi anterior, que els anestesics tenen un efecte directe sobre les
variables amplitud i latencia dels potencials evocats motors. En el nostre cas, com
utilitzem models experimentals d’insuficiencia hepatica, i la totalitat o part dels de la
metabolitzacid de I'anestesia es dur a terme en el fetge, aquest procés podria interferir
en els resultats; la insuficiencia hepatica podria incrementar la concentracié sanguinia
dels anestesics. La implantacié d’electrodes subcutanis permetria estudiar la
funcionalitat de la via motora en rates despertes i en lliure moviment, evitant I'efecte

inhibidor dels anestésics.

5.1.2 Hipotesi
Es possible desenvolupar una metodologia per estudiar els potencials evocats motors

en la rata sense anestesia.
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5.1.3 Objectius

1- Desenvolupar una nova metodologia per monitoritzar els potencials evocats
motors en rates despertes i en lliure moviment basada en la implantacio
d’electrodes subcutanis.

2- Estudiar la tolerancia i la reproductibilitat dels registres neurofisiologics.

3- Un cop la metodologia estigui desenvolupada, estudiar 'efecte dels anestésics
més comuns en experimentacid en neurofisiologia. Es van escollir dosis
estandards d’anestesics i repetir els experiments amb dosis més baixes per

veure el seu efecte.

5.2 Resum de I'estudi

El manuscrit descriu una nova metodologia experimental per estudiar la funcionalitat
de la via motora. Aquesta nova metodologia esta basada en la implantacié de sis
electrodes subcutanis més un cargol transcranial. Pel registre dels potencials evocats
motors central i periféric, un eléctrode és implantat al muscul tibial anterior (catode) i
un a I'empenya (anode). Per la induccié del potencial d’accié motor compost després
de I'estimulacié del nervi periferic dos eléctrodes sén implantats prop del nervi ciatic.
Per la induccié dels potencials evocats motors centrals un electrode s’implanta a la
barbeta (anode) i com a catode s’utilitza un cargol implantat sobre de la dura a 1-2 mm
posterior al punt craniometric lambda i fixat amb ciment dental. Com a terra
s'implanta un electrode a lI'esquena de I'animal. Tots els eléctrodes es passen
subcutaniament fins a I'esquena per evitar que I'animal se’ls pugui treure i

s’identifiquen cada un amb un color.
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Per analitzar la tolerancia dels electrodes per part dels animals es va fer un estudi
(n=6) a les que es va mesurar la pressié arterial mitja per veure el nivell d’estrés dels
animals a 4 diferents temps. Basal, durant I'estimulacié per obtenir el registre periferic
i central, i durant la manipulacié de I'animal. Els electrodes van ser ben tolerats per
part dels animals, mostrant poc nivell d’estres durant I'estimulacio periférica i central.
En canvi va demostrar major estres durant la manipulacié de I'animal per part d’un
experimentador.

Per a demostrar I'estabilitat dels potencials evocats motors, es van implantar els
eléctrodes subcutanis a rates normals (n=10) i es van fer registres durant els primers 4
dies després de la implantacié y després un cop per setmana durant un total de 3
setmanes. Alguns animals es van treure els eléctrodes i a la tercera setmana quedaven
6 animals per I'estudi. Els registres es van mostrar estables durant totes les setmanes
excepte durant els primers 3 dies. L’alteracié durant els primers dies es poden atribuir
a l'efecte de la cirurgia i per tant per I'estudi repetit s’ha de tenir present la
implantacio dies previs a I'estudi.

Un cop la metodologia estava definida i s’havia demostrat la tolerancia dels electrodes
i I'estabilitat dels resultats durant almenys 3 setmanes es va realitzar un estudi dels
efectes de 3 anestesics més usats en estudis neurofisiologics (propofol, ketamina
combinada amb xilacina i pentobarbital) a tres dosis diferents, essent la dosis alta la
dosis recomanada per anestesiar els animals. Els 3 anestésics mostren un efecte de
tipus dosi-depenent en les variables latencia i amplitud dels potencials motors pero no
tenen un efecte sobre els potencials evocats periferics. Gracies a la seva rapida
metabolitzacié el propofol sembla ser el millor per a fer estudis neurofisiologics a dosis

baixes.
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Figura 7: Exemple de registre neurofisiologic d’una rata control sota l'efecte de
I'anestesic Pentobarbital. Registre 1 i 4 son el registre periféric (registre control) i el

registre 2 a dosi baixa i registre 4 a dosi alta.
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Figura 8: Exemple de registre neurofisiologic d’una rata control sota lI'efecte de
I’anestésic Propofol. Registre 1 i 4 sén el registre periferic (registre control) i el registre

2 a dosi baixa i registre 4 a dosi alta.

La contribucié més important d’aquest estudi és que estableix un metode per mesurar
els potencials evocats motors en rates despertes i sense restricci6 de moviment, que
evita I'Us d‘anestésics. El model mostra uns registres excel-lents dels potencials evocats
motors. Aquest estudi mostra que els diferents anestésics tenen un efecte important
sobre els potencials evocats motors. Aquest metode pot ser de gran ajuda per

seleccionar anestesics durant les cirurgies que requereixen el monitoratge dels
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potencials evocats motors. Per altra banda aquesta nova metodologia permetria la

investigacio de noves terapies en 'estudi de les lesions medul-lars.
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A New Method for Measuring Motor Evoked Potentials
in the Awake Rat: Effects of Anesthetics
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and JUAN CORDOBAM

ABSTRACT

The goal of this investigation was to develop a method to study the neurophysiological integrity of
the central motor tract using motor evoked potentials in the awake rat and assess the effects of dif-
ferent anesthetics in this model. Rats were implanted with six subcutaneous electrodes (pediatric
myocardial pacing leads) and one cranial screw. Motor evoked potentials of the hind limb were
elicited after cranial and scintic nerve stimulation. Experiments were repeated on different days
during three weeks studying the effect of three different ancsthetics (propofol, ketamine/xylazine,
pentobarhital) at three different doses. Stimulation of motor evoked potentials in the awake rat was
well tolerated with no effects on behavior. The electrodes could be kept chronically in place with-
oul signs of infection. The repeated recordings on different days showed high reproducibility alter
the Fourth day Following implantation of the electrodes. All three ancsthelics indueed an increase in
the latency and a decrease in the amplitude of the motor evoked potentials which were dose de-
pendent. Propofol (up to 1 mg/kg - min~ Iy affected motor evoked potentials to a lesser extent than
the other anesthetics, Based upon these findings, we believe that our approach provides a new method
of chronically implanting electrodes in the rat to assess the neurophysiological function of the mo-
tor tract without the need of anesthetics. This model may prove useful in the investigation of vari-
ous diseases that affect the motor pathways without the confounding effects of anesthesia.

Key words: ancsthetics: chronic implantation; expenmental models; free moving: motor evoked poten-
tials

INTRODUCTION al_. 2002} and monitor possible lesions during surgical

procedures, particularly a1 the level of the spinal cord

oToR EVoRED POTENTIALS (MEP) assess the  (Nagle et al., 1996), As an investigational ool, MEP

Mﬂh:\-‘&.inlugitul integrity of central nervous system  are used in the expenmental model of spinal cord in-

maotor pathways {Merton et al., 19800 In climcal prac-  jury 11"|.!|I|.II1_|'_":\- et al., 1987}, where they can deman-

tice. they are used 1o understand the extenston and — sirate the effects of different therapeutic approaches
prognosis of different newronal injuries (Hendricks et iFehlings et al., 9849,
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MEASURING MOTOR EVOKED POTENTIALS IN THE AWAKE RAT

Several functional and pevrophysiclogical it mod-
els have been developed 1o investigate injury 1o central
mor tracts (Sipski. 2003). Behavioral ests are im-
portant to demanstrate significant recovery after spinal
cord injury, but may lack sensitivity to detect mild
forms of improvement (Shi ¢t al.. 19971 In sddition,
neurophysiological studies ane essential w0 indicate
which tracts are affected amd how they regenerate fol-
lowing therapy (Yo et al., 2000 ). One of the limitations
of using MEP 1o study the motor tract is the need for
conducting the tests under anesthesia, because anes-
thetics have w direct effect on the induction of MEP.
Anesthetics moy explain the high variability of MEP
parameters reporied in different studies (Kawagochi ¢
al., 1956; Keller er al., 1993; Zandieh et al., 2003), The
comparison of the charncteristics of MEP elicited un-
der different doses or of differend thmes after iniliation
of anesthesia have led 1o promote some anesthetics over
others (Goss-Sampson ¢t al., 1991,

Ancther indication of monitoring MEP could be the
detection of peuronal dysfunction in metabolic dis-
eases, We have found impairment of MEP in two ex-
perimental models of hepatic encephalopathy (Oria et
al,, 2004}, However, one possible source of confusion

i ihese studies s that liver faillure influences the me-
tabalism of the anesthetic, For this renson, our aim was
1o develop o method to monitor the function of the mo-
tor tract in freely moving rats. We developed this
method vsing subcutaneous electrodes and tested the
tolkerance and the reprosducibility of the recondings.
Onee the new method was developed, our aim was to
asagss o what extent anesthetics commonly wsed in
meursphysiological experiments aifect MEP. We tried
stundlard doses of three anesihetics and repeaied the ex-
periments under lower doses, o show that even light

anesthesia may affect MEP.

METHODS

Crenernal Aspects

This stedy was performed in Sprague-Dawley male
ruts { Harlan, Barcelona, Spain), weighing 250-275 . An-
imals were housed individually in polycarbonate cages
with humidity and fempersture controlled ai 55% amd
12°C, respectively, with a lightidork cycle of 1207120,
Animals were fied standard rat chow (AO4, Panlab SA,
Barcelomi, Spain) and drinking water e Jibinnm,

FIG. 1.

Schematic representation of the subcutaneous elecimdes used for the neurophysiological recordings in the rut, The elec-

trodes implanied in the tibialis anterior muscle (black line: cathoded and the foot pad (red lise: onode ) wene used for reconding
the molor evekod podemtial | MEP)L The elecimides maplamied adjacent o the séialic nerve (vellow line: catbode) amd cline 1o ihe
aciatic nerve, under the akin iblue Hine: anode) were used for the inclsction of compound motor scton potential (CMAPL The
MEP were induced afier stimulation on a cranial serew (eathodie) andd on elecinode implanged in the bower jov (orenge line! =n-
odel. An sddnional electrode was implanied {n the lumbar region for groumsd (preen linel. MEP amsl CMAPF were induced by elec-

irde stimilathon f i

267
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ORIA ET AL,

The experiments were conducted in agreament with the
guidelines for amomal rescarch of the Spanish legishition,
were approved by the Animal Core Committee of the
Catulan Government, and wiere conducted in the ambmal
fucilities of the Instinn de Becerca de 1"Hospital Wall
o Hebron

Develaprent of the Model

We developed o method of chronically implanted ¢lec-
trodes 1o perform nesrophyvsiological recondings without
anesthetics in the ral. This method was o modification of
a prior model (Schlag et al., 2000). The main difference
in our method is the implantation of subcutaneous clec-
trodes, instead of the wse of needles for peripheral nerve
stimulation and recording of evoked potemtials,

Plecemenr of elecrrades. Alter muliple assays with
different elecirodes, we choose pediatric myocandial
pacing leads (6492 maodel unipolar temporary atrial
pacing lead: Medtronie Inc., Minneapolis, MN). The
pocing lead consists of an electrode and an inselated
multi-filament conductor which are crimped together.
The distal extreme contsins s blue monofilament,
proximately coiled, for fixation of the lead. The fila-
ment is attached o the electrode and terminates dis-
tally in an atrawmatic myecardial curved needle, which
is wsed for fixation of the electrode, The coil and the
lead are imserted in the tissue (musche or subcutaneous
tissue) by gentle traction of the needle. Once the elec-
tromde i fixed with o koot the strmight énd of the
monofilament is cot off and the curved myocardial
needle is discarded, The electrode has o diameter of
0.6 mm and provides a surface area of 5.0 mm?, This
small diameter and the high flexibility of the electrode
provide good telerance and minimal trauma during im-
plantation. The proximal extreme has o connector pin
{mascled of L6 mm. which is connected 1o the elec-
tromyogoph, The connection was performed through
a specifically designed cable of 0.5 m length (Medi-
ronic) that has o female conmector in one extremse and
a tetchproof connector in the other end. The lLater
connects (0 the clectromyograph.

In our method, a total of six subcutancous electrodes
were implanted under inhalational isoflurane anesthe-
sia (Fig. 11. For the recording of MEP and compound
motor action potential (CMAP), one electrode was im-
planted in the tibialis anterior muscle (cathode) and one
implanted subcutancousty at the foot pad level (anode),
For the induction of CMAP following peripheral nerve
stimulation, one electrode was implanted in the muscle
feithode) and another subcutaneously (anode), bath
near the sciatic nerve. For the induction of MEP (after
central stimulation) one electrode was implanted sub-

cutanecusly at the level of the lower jaw (anode) and
a cranial screw was used for the cathode. For around,
an electrode was implanted subcutaneously in the lum-
bar region.

First, S=10-mm incishons were micde at the level of the
shoubder blades (toexit the connectors ) amd ot all the sites
of placement of electirodes (mentioned above)l, Second. a
Blunt mosgquite wos waed o make unnels i the skin go-
ing from the shodlder blade ncision towards each of all
the other incisions. Once the mosquite had reached the
opening at the implantation site of the electrode, it was
used to pull the connector end of the pace lesd under the
skin and to exit it in the back of the animal. This proce-
dure was repeated for the six electrodes. Once the elec-
troddes were all passed subcutaneously, they were insered
by genthe traction of the atmumatic myocandial needle ci-
ther in the muscle or in the skin epidenmis made sooes-
sible by the surgical incision. In these cases, the coiled
thread was locited ot of the tisste and & knol was per-
formed 1o secure the electrode imo place. The needle end
of the suture was then cut off and discarded. The con-
nector of each electrode wias uniguely identificd by col-
oned tapes. Omee all the electrodes were implanted. all
bt the shoulder blade incisions were closed up using 4.0
absorbable suture. The total length of the pace lead was
15 em; the excess wire was hidden under the skin in the
back of the animal of the kevel of the shoulder blade in-
cision. The incision was closed up once only the con-
nectors and 1 em of wire were lefi protruding from the
skin. The tip of the conncctor pin exited the skin of the
back of the neck of the animal. All elecirode wires {with
connector pins) were taped together and sutured o the
skin to aveid mt interference, Placement of electrodes
wis performed under surgical ontisepsi=. The surgical
wound was cleansed periodically fevery 2-3 days) with
povidone-indine.

Crimiad sorew. The cramial serew wirs implanted as the
cathade for eliciting MEP. For this purpose the animals
were anesthetized with inhalmtional soflurane and the
ral’s head was fixed in o stereotaxic frvme (Kopl Instru-
ments, San Diego. CAL The skull was drilled (Dremel,
Madrid, Spaini with a 1.1-mm-diameter deill bit {nef.
S05,111; Panoptica, Barcelona, Spain), avoiding the per-
foratbon of the dura of the brain. The screw was made
fromm stainless steel, had a kength of 10 mm, a dimeter
of 1.4 mm. and o capof 2.8 min (ref. O0.028; Panoptica).
The cranial screw was positioned 1-2 mm posterior to
lumibda at a depth of 1.5 mm and was fixed with demtal
cement. The connection of the cranial screw 1o the clec-
tromivograph wos performed through a coble that had in
one extreme an alligator clip and a wuchprool connector
in the other extreme,
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Elecrraptostologival recerdings, Dunng all the neu-
rophysiclogical recordings, the ruts were freely moving
in their individual cages. The cables of the electromyo-
graph were hanging from a swivel and were conmected
o the connector pins of the tme of the electrophysio-
logical recordings.

The MEP were induced and registered with an elec-
tromyograph (Medironic Keypoint Portable), The band-
pass used for recording the evoked potentials was 2 He
o 10 KHz. Throughout the experiments, the duration of
the pulse wos (L1 msee. The recordings were started by
miessuring the maximum amplimde of the CMAP. This
wias achieved by stimulating the sciatic nerve with a sin-
ghe pulse of supramaximal intensity, In order o induce
MEP. progressively increasing stimulating  intensities
were applied at the cranial screw level until the MEP am-
plitude was maximal and did not further increise with
higher intensities of stimulation. The mean of four mo-
tor podentials were recorded af the supramaximal inlen-
sity. The amplitude and lotency of MEP and CMAP were
calcubited according 1o stundard definitions (Fig. 2). The
CMAP and MEP lstencies were expressed in millisec-
onds (msec) and amplitudes in milivedts imV'). To stan-
dordize results, MEP amplitude was also exprissed as the
rate of penipheral response MEP/CMAP (%),

Sherre-term study. The Feasibality ad the wolermoe 1o neu-
roghysiobogical recordings were formally evaluated in o
group of six ros. During the reconding, anerinl pressure
wias monioned as wn index of seute sness, For this purpose,
animals were anesthetized with inhalational 1soflurane ad
the nght common camotid was cannulated with a PE 30
catheter ilntramedic Clay  Adams:  Becton  Dickinson,
Sparks, MDD and flushed with 1% heparin solution, The
catheter was introcuced | em in e carotid, fised with o
A silk swiure, and passed subowaneously o the back of
the animal o avold reneval of the catheter. The catheter
wirs connected W a transducer system (CardiocapS; Datex
Obanedsn, Louisville, OO0 ind calibruted with respect 1o w-
mospheric pressure. Four different amerial pressure mea-
surcments wene assessed: (1) basal (before recording), (2§
while mampulating the rat, (30 during induction of CMAP,
aned (4) durinig nduction of MEP.

Lewg-term shudy, The stability of the neurophysiolog-
ical recordings was assessed in a group of 10 s, Each
ral underwent seven repested measures following im-
plantaiion of electrodes: duly during the first 4 days amd
once o week during the following 3 weeks.

Admimistration of Anesthetics

The study emploved nearophiysiological assessment of
measuring the effects of commaonly vsed anesthetics on

MEP

FIG, 2. Typical troce obtiined afier peripheral stimulaiion
fcompoumd motos action potentizl [CMAP]) and after central
stpmulstbon (mdor evoked poiential [MEP]) in the awake rat.
Amplilude (mV ) was measured From the {nitaiin of the neg-
akive wave (20 o ids maximal beight forest, 3). Lalency (msec
was medsiered froun the sliministraiion of the electrical pulse (1)
1w Ehar Iu.:F'q'l.ﬂi:nF of the rE'FI:IiTE wave (21,

mitor trsct funciion, Three dafferent groups of rats (n =
6 for cach anesthetic) were siudied with threee differcent
ancaletics af three different doses, The anesthetic study
was performed 3 days after the implantation of electrodes,
und the three different doses were assessed with §doy of
rest between each study, beginning with the lowest dose,
The meuwrophysiological  recordings  were  performed
10=15 min after the adminisication of the anesthete. The
higher doses were selected acconding 10 standard recom-
miendations (Flecknell, 1987 ; the other two doses corme-
sponded to 25% and 50% of the higher doses. Propofol
was administered iniravenously as a bolus dose of [
mg/kg, followed by different madntenance doses (.25,
0.5, and | mpfkgfmini. Pentobarbital was administersd
intraperitoneallly at the following doses: 20, 40, and 80
mekg, Ketamine/xylozine was administersd introperi-
toneally at the following doses: 20025, JIVE, and 3IV]0
mp/ki,

Sraristical Analvsis

Results are expressed as mean = standard deviation.
Imtragroup comparisons of the same variable were per-
formed with paired Student’s r-test for two determina-
tions, amd repeated-messures  analysis of  voriomce
(ANOVA) wirs used for muliiple comparisons, followed

2k
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by pairwise comparizons with the Holm-Sidak method.
The Sigma Stat package was used for statistical calcula-
Tiexas,

RESULTS

Characteristics of e Mode!

Shore-term study, Electnic stimulation imduced MEP of
stmitlar morphology (Fig. 21 as described for MEP of
brainstem origin in prior studies under  anesthetics
{Zandieh et al.. 2003), The mecordings were well toler-
ated by the rats, which were behaving normally withou
exhibiting evasive behuviors, Some mts exhibited subtle
sigis of stress (change in respiratory thythm. occasiomil
tiny squeaks) during sciatic nerve stimulstion: this was

[
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FIG. 3. Lulencics tupper higunch of molor evoked polential
(MEP, msee) and compound mator acthon potential (CMAP,
misec ) and amplinides lower lgure) of MEP (mV), CMAP
{imVi, and MEPACMARF (% ), expressed as mean = sandond de-
vintion (503 de = 100, donmg 21 days afer the implantation of
the clectmsdes. The recordmgs were performed withoui anes-
thesia.
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FIG. 4. Latencies jopper figured of mostor evolicd petentiol

(MEP., msec) and compound mobor action poteminl (CNVAP,
misec) ancl amgdinade (lower Ggurc) of MERNCMAP (%), ex-
pressed as mean = standasd deviation (5D i = 6). befioe and
alier ihe mbminkstrofion of propolol af three different doses
025, 0.5, and | mpkgfmin. An effect of dose on lstency was
shenim by repeaied-measiares analysis of vanance (ANOVA)
(e = (L0 R " << (U5, *p < (L0 dpairedd r-test pre-anesthetse
ve, pust-nnesthelicl,

not observed during central stimulation. Mean arterial
pressure (baseline 131 = 11 mm Hgh increased during
penpheral electne stimulation (135 £ 11 mm Hg. =
(LM v, baseline) to similar values 10 those observed
while touching the ral (139 = 1] mmHg, p < 00 vs
baseline). The inerease in mean arerial pressure after
central electne stimulation (136 2 13 mm Hegl did not
reach statistical signification.

Lewg-revem stindy, The behavior and siate of the animals
wiere nornul during the 3 weeks of repeated stimulastions.
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Iniitial signs of stress i some mts disappesred over time.
The mits gained weight and exhibited normal health. The
latencies and amplitudes of CMAP and MEP remained
stable during repeated stimulation, except for the 3 first
days (Fig. 33 The amplitude of the MEPPCMAP in-
creased progressively from 36 = 20% o the first day (o
61 = 19% at the secomd doy, 68 = 15% ot the third day,
and 70 = 10FE af the fourth day (p = UM, ANOVA for
repented meastresh, Aller the third day. the mean coef-
fichent of variation of the MEP latency was 4% and of
the MEPACMAP amplitude was 9%,
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FlG. 5, Latencees (upper figire) of mwdor evoled polential

IMEP, msee) and compound motor action polential (CMAP,
msecd and amplinede (bower ligure) of MEPCMAP 05 L ex-
pressed as mean = standard deviation (S0 (n = &), before aml
afier the admnistration of pentobarbital at three dilferenit doses:
20, ik, and B mpfke, An elfect of dose on luency (p = (05}
and amplitide ip = 003} was shown by repeated-measings
analysis of vorignee (ANCOVA), *p < (05, **p < (0] {paired
Flesd pre-anesthetic vs, post-anesthetic ),
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(MEP, msech anid compoursl neger action potential (CMAP,
mse) and amplitude (hvwer figusel of MEPYCMAP (% b cx-
pressad s mean = sunidand devintion (SD e = &), before aml
after the admimistraten of ketammne'sylazme al thnee difTerem
disga: LS, AVE, and 80610 mekg. An elfect of dose on lo-
temcy Up s LT b amd amplitude (p < 0000 ) was shown by re-
pented-memsunes analyvsis of vonones (ANOVAL *p o= D5,
Sop e (L0 (patred rest pre-anesthelic v, posi-anesthelic

Effects of Anesthetics

Pre-anesthenivs, The lateicies of the MEP and CMAP
ansh the amplitudes of MEP/CMARP prior to the sdminis-
trdion of the different anesthetics (Figs, 4-6) were not
statistically significant different between the three groups
af rats and did not diffier from the results obtained in the
long-term study performed witlout anesthetics, The in-
trggroup mean coeflicient of varaton (variability of the
pre-anesthetic recordings of the same mt in 3 differem
diysi of the MEP luency was 5% and of the MEP/CMAP
amplitude wos 12%.
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Pest-aneathenics, The luencies of the MEP after the
administration of the different anesthetics showed an in-
crease that was proportion] to the dose used (Figs, 4-6),
Similardy. the ancsthetic induced a decrease in the MEP
amplitudes, that was significant for ketomine/xylazine
{melium and high doses) and Tor Pemobarbital {Table 1),
Since the anesthetics did not cause any significant effect
ofi the amplitude of the CMAP, the mtio of ampliude
MEPMCMAP showed a decrease (Figs. 4-6) The com-
parizon of the intergroup mean coefficient of varaiion
{variability within the thoee groups of rots) before and af-
ter the sdministration of the anesthetic did not show sa-
tistically significant differcnces either for MEP Intencies
(pre-anesthetic at B% wvs. post-anesthetic s 9%) or
MEPACMAP amplitedes (pre-anesthetic m 185 vs. post-
anesthetic ot 24%),

DISCUSSION

MEP have been widely used in espenmental models,
The main goals have been as follows: (a) investigation
of mator pathways (Zappolla et al., 1988), (h) nssessiment
af newronal recovery after spinal cord injury (Fehlings e
al., 1989, and (¢} selection of anesthetics for monitonng
mastor tract injury during spinal surgery (Zentner of al.,
1997). Alhough the origin and conduction pathway of
MEP are controversial (Yo of al., 2000), they are useful
i momnitor spinal cord injury and can be performed in ad-
dition 10 behavioral and  histelogical  investigations
(Fehlings et al,, 1995, MEP identified discomplete spinal
cord injury { Dimderijevic et al, 1983), a state character-
ized by some controd of supraspinal peurons o motor
function below the level of cord injury. This notion led
i new therapeutic approaches, such as the demonstra-

Do that aminopyridine improves the impulse conduction
of the jured cord (Qaao et al., 1997 ), Since recovery af-
ter spinal cord injury was slhow, it was peccssary fo de-
velop methods for repeated monitoning of MEP in the
same animal under different experimental conditions and
for long periods of fime,

The most imponan limitation of chronic monitonng
is achieving reproducible MEP, The location of induc-
tion and reconding electrindes i1s one of the cntical fac-
tors. Thes may be in part resclved with the use of cranial
serews, that allow the repeated mduction of depolonza-
tioa an whe same point withouw the need of craniotomy
{Gruner et al., 19935 Another important source of varni-
ability is ancsthesia. Differences in resulis berween snad-
ies may be explained by the charoctenstics of anesthesia,
It has been demonsizted that it is pecessary o achieve
a certmin plane of anesthests 1o obtain goosd repro-
ducibility and that the depth of anesthesia to record wd-
equately s different for scanesthesic or motor evoked po-
tentials (£andich et al., 2003}, The influence of anesthesia
resgiires a high precision in controlling the dose and the
time of reconding. Additional problems ane the register-
ing of MEP in models that may affect anesthesia imetab-
alism, such as mts with liver failure and the impossibil-
ity 1o investigate cortical excitabiliny under anesthesio.

The present study demonstrates the feasibality to maon-
itor MEP in the rat without anesthesin. MEP are induced
after transcranial electnic stimulation of central motor
pathways, Although not specifically mvestigated in our
stusdy, the characteristics of the MEP are m accordance
with a brainstem origin (Schlag et al., 20005, In rodents,
the main motor pathway corresponds o the rubrospinal
tract (Zappulls et al, 1988y In comparison o other ex-
perimental preparations, our method s simple 1o perform
and can be generalized to many laboratories. There is no

Tamir 1. Aswvimvoe of CMAP s MEP (aYy

CMAPr MEP

Pre-anexthenic Prst-mrexthetic Pre-meatfiviie Poar-anesifictic
Propafiol (125 #3372 LT £ 59 15.2 = 46 134 = 49
Propofol 0% 197 = 10 MY = 1k 127 = 42 H2+=3i0
Propafol 1 183 = LS M4 = 1.2 0% = 26 88 =08
Kelamine/sylazsine 202 3 9.0 = 1.7 199 = 1241 118 = K9 e =73
Ketuminesyluzine 45 s =110 170 = 9.6 145 = KR R = 6T
Ketamine'sylazine W10 20097 186 = &6 1LY + 4.2 45 = 47
Femobarbitd 20 216 % 102 234 = 102 160 = 6.3 112 = 53me
Pentoharbiual 41 230+=92 227 = /7 184 = B0 116 = o e
Peniobarbitl & b4 = K3 M3=497 184 = T4 54 = a7

T (LS, << DU { pre-anesiheiic v, post-apesibetic).

CMAP, compound motor pctim polentiol; MEP, mator evoked potential,
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need for craniotomy and the implantation of the differ-
et electrodes is done wnder anesthesia in one session of
less than 30 min. The surgery is casy o perform and con-
sists simply of drlling a serew to the skull and implant-
ing subcutaneous commercially availuble electrodes.
Four days later. the animal is ready for use, The only pre-
caution is to cover the extreme of the electrode and keep
the animals in mdividual cages 1o avord displacements of
ihe electrodes by the same or other animals, The method
1= saifie; prioe o its development, we were concermed about
ihe tolerance o electrie stimulotion withoul anesthesia.
To assess tolerance during the experiments, we carcfully
monitosed rat behavior and did not observe any major
signs of stress, The rats gaimed weight and did not ex-
hibit escape behaviors,

The lack of the imterenng effect of ancsthesia allows
a good reproducibiling of MEP with this method. We have
observed o low cosffickent of variation. The best results
are obtained comparing the same rat on repeated testing
{coefficient of variation, < 12% ). The intra-group coeffi-
cient of vanation s higher (3<24% ), which may be ex-
plained by rat differences in the nesponse to electric stim-
bation or more probably. small differences in the location
of recording clectrodes between different ruts. The fact
it for specific rat the electrodes are placed in the same
location for a long period of time, may account for an
important part of the elevated reproducibility, In wddi-
tion, due to the lock of anesthesia, the MEP obtmined with
our metlnsd ane of lower ltency and higher amplinede
than in other studies. These characterstics may make thi=
miethaod mone sensitive 1o detect njury or regeneration of
the meotor tract.

One of the aims of our stedy wis 10 show that even
low doses of anesthetics affect the MEP. We chose anes-
thetics that are commaonly vsed in expenmental studies
{Haghighi et al,, 1990; Keller et al., 1992; Zondieh et al.,
J003); the higher dose cormesponds to the usual dose re-
pored in most studies, We observed an effect of the anes-
thetics on the ltency and amplitsde of MEP. In contrast,
CMAP induced by peripheml nerve stimulation wene not
affected by the anesthenics an the doses wsed in this study.
The stabality of CMAP is useful 1o define MEPFCMAP,
which wppears o be a better variable than MEP to assess
amplitude, The effect of propofol and of low-dese keta-
minefxylizine on the amplitude of the MEP became sta-
tistically significant after adjusting for CMAP. This wd-
Justment controls better differcnces between rats and
allows 1o perform studies with fewer number of animals.

The differences in the effects of ancsthetics on central
and peripheral induced potentials con be explained by
their mechanism of action ( Belelli et ol, 1999, Propofiol
and pentobarbital enhance inhibiiory tmnsmission via the
y-aminobutyric acid A (GABA ) receptor. Ketamine in-

hibits glutamuergic neurotransmission blocking the chan-
nel of the NMDA receptor and xylazine inhibits nor-
drenergic neumtransmission by sclivating  presynaptic
pdrepergic alpho-2 receptors. Inhibation of newrstmns-
mission meay decrease the efficiency of synaptic conduc-
tion between the first (central) amd second {peripheral)
neuron of the motor pathway and consequently decrease
the amplitede and merease the Imency of MEP. Anes-
thetics may also have an effect on volage-gated channels,
which may impair the transmission of the action poten-
tial through the nerve and block peripheral nerve con-
duction, affecting CMAP. However, this effect is not the
primary mechanism of action of the anesthetics used in
the current study (Jones et al., 1996), The infloence of
anesthesia may have limited the vilue of MEP in detect-
ing injuiry 1o the spinal cord (Sloan. 1998, Several stud-
pex have been conduciad o demonsirae the superionity of
a specific anesthetic (Nathan et al., 2003; Skoan., 1998).
We did not use o neurological scale to monitor the depth
of anesthiesio and for this reason a direct comparison be-
pween e ancsthetics s not possible. However, in all ex-
peniments the rals appeared to be deeply anesthetized, ex-
cept at bow doses of propofol (0025 mgfke - mind, in which
they were easily arousable. Higher doses induced a grade
of anestlesia similar to the one observed with the other
twis ancsthetics. However, the extent of the cffect of ancs-
thesia on MEP was mose marked with high doses of pen-
tobarbital and ketamine/sylazine than with propofol. This
findding 1= in accordance with the lendency 10 promosde
propofol based anesthesia over other anesthetic regimens
{(Mothan et al., 20035 The short half-life of propofol makes
this ancsthetic very appealing because the depth of mes-
thesin may be rapidly modified with a change in the me
of infusion.

An achditional spphicanon of our method i= the nves-
tigation of the effects of liver failune on the maotor trsct.
Patients with advanced carrhaosis of the liver exhibat a dys-
function of the motor tract, which cosresponds to o man-
ifestation of hepatic encephalopathy (Cordoba et al.,
20003 1. We have reproduced this abnormality in ras with
carbon wernchlonde induced cirrhosis and in rats with
four weeks porto-caval anastomosis, which are experi-
miental models of minimal hepatic encephalopathy (Oria
et al., 20060, However, liver failure may enhance the ef-
fects af anesthetics. Preliminary data confinm the superi-
oty of using o model without anesilesia to study rats
with liver failure (Chatauret et al., 2007},

In conclision, we have developed o new method 1o ix-
sess the Tunction of the motor et in awake mis ¢limi-
nating the effects of anesthesia. The method consisis of
induction and recording of MEP with chronically im-
planted subcutaneous clecirodes, 11 i casy 1o apply and
shows. adequate reproducibility, which makes it feasible
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for repeated assessment in models of metabolic or stric-
tural imjury o central maotor racts.

ACKENOWLEDGMENTS

This study was supported by Instituto de Salud Carlos
1 (PLOSORO0). N.C. is a recipient of un Intrscuropean
Marie Curie Fellowship (2005-515397),

REFERENCES

Belelti, T, Prais, M., Peiers. LA, and Lambert, 11, (19949),
Ceeneral anpesthetic oction of  tronsmitter-gated  hibatory
amindg ackl receplors. Trends Phamimacol. Sci. 20, 496-302.

Chataurer, M. Oria, M., Roguer, N, and Cordoba, J, (2007},
Carsclerizacidn de las alteraciones de ka funcidn molon awo-
ciailas con |os estmbios iniciales de encefalopatia en la mia
con devascularzacion hepalica: wn nuevo método para eval-
uar iratamicnios. Gastroenierol. Hepabol, 30, 142143,

Cordoba, J.. Raguer, M., Flavia, M., et ol (20030 T2 hyperin-
lensiy along the coftico-spinal ract in curhosis relaes
fumcibnal abnormalities. Hepatology 38, 10261033,

Dambtripevic, MR, Faganel, ., Lehmbuhl, D, and Shepaood,
A, (1983, Mobor control in man alter partial or complete
spareal cord njury. Adv. Nearol. 39, 913926,

Feldings, MG, Tater, CH.. Linden, B.D.. and Piper, LR
(1957, Motor evoked potentials recorded from normal and
spinal cord-injured ris. Nearosurgery M, 125-130,

Fehlings, M.G.. Toter, C.H., and Linden, R.D, (19891, The ef-
fect of nimodipine and dexirn on axonal funciion and Bood
flove following experinental spinal cond injury., 1. Neurosars,
Tl 403416,

Fehlings, M.G., and Tawe, CH (1995, The relationships
among the severiny of spinal cord injury. residual nearolsg-
ical function, axon counts, and coumts of netmgradely abeled
neurons afier expenmental spanal conl injury. Exp. Neumnd.
132, 200-228.

Flecknell, I (1987 k. Ladworatiry Aumiman Anpesthesia, Acade-
mic Press: London,

Gioss-Sampaon, M.AC and Kross, A (1901 L Elfects ol pento-
harbital aml ketamine-xylazine anaesihesin on somubosen-
sory, brainsiem awditery and peripheral sensory-motor ne-
sponses. in the i Lab, Anime 25, 360-366,

Grurer, 1A, Wade, C.K._, Menna, G, and Siokes, BT, (1993),
Myoelecinie evoled poicntials versus locomolor recovery in
chronise spinal cond injured rts, ). Nearotrauna 10, 327-347.

Haghighi, $.5.. Madsen, B, Groen, K.Do Oro, 11, and
Kracke, G.R. (1990}, Suppression of molor evoked poten-

tinls by inhalation ancsbetics. J. Meurosurg, Ancsthesiol,
3 T3-Th

Hendrecks, H.T., Zwans, M, Pla, EF.. ond Van Limbeek, ).
(N2} Svsbematic review Tor the early prediction of molor
and fincthonal owcome after sirokie by sing motor-cvoked
pofentials, Arch. Phyve Med. Relobil, 83, 1303-1 308,

Jopes, §J.. Hamison, R. Kob, KF. Mendora, N, and
Crockard, H.A, (19961, Motor evoled potential monionng
during spinal surgery: responses of disial limb muscles o
trumseranial comeeal stimalation wilh pulse troins. Eleciroen-
sephalogr. Clin Neurophvsial. 108, 375343,

Eowaguchi, M., Shimiw, K. Fumya, H., Sakamotwo, T,
Oihnashi, H, and Kormerwa, 1, (19960, Effect of soflurane on
motior-evolied polentials imduced by direct elecincal stimai-
Lation of the exposcd mator cortes, with single, double, and
wiphe stimuli i rals, Aneabesiology 85, 11761133,

Keller, BP., Hoghighi, 5.5, Om, L1, ond Eggers, LW, Jr.
(1902). The efiects of propolol anesthesia on iramscortical

clectric evoked polentials in the ol NMewmsrgery M,
557-560,

Memon, PoA G and Momton, H.B. { F980), Stimulstion of the oere-
bral cortex in the intoct haman subject, Nafure RS, 227

Nagle, K., Ememson, R.G., Adams, DU, b al. {19960, Inim-
operative mnionng of molor cvoked potentials: o review of
116 coses, Nenrology 47, 99 1004,

Nothan, N., Tobarood, F., Locroix, F.et ol (2003} Influence
of propolol concentrutions on mubipuls ranscranial motor
evoked potentials. Br, 1. Ansesih. 91, 493497,

O, M., Raguer, M., Chatsurel, N et al. (20061 Functional
abhpommalities of the motof et in the rat afler portocasal
anasdomosis and after carbon ictmchloride induction of cir-
rhosis. Metab. Brain Dis 20, 207- M08,

Qian, 1., Hayes, K.C., Hsich, L.T., Power, PI, and Delaney,
GLA, (1997 Effects of 4-aminopyridine on molor evoked
petentials i patients with spanal cond mjury. ). Neurotraama
14, 135149,

Schlag. MG, Hopl, B and Redl, H. {2000, Serial reconding
af sepsory, coflicomobor, and bropsen-derived  molor
evioked polentials in the ro. Somaiosens. Mo, Res. 18,
101 16,

Shi. R, and Blight, AR, (1997, Dilferential ¢ ffects of low aml
high concentrutions of 4-ammopynidine on axonal conduc-
tion i mevmal and injured spinal cond. Neuroscience 77,
553-562,

Sipski. ML (20030, From the bench io the body: key ssues
nssocinbed with nesearch aimed @t o care for SCL 1. Rehabil.
Be= Dv. 40, |-7

Sloan, TB. (1%95). Anesthetic elfects on elecimophysiologic
recordings. 1. Clin. Meurophvsiol. 15, 217-226.

Yu. k.. Rong. W, Li, L, et al. (2000 ). Newrophysiological ev-
wlence of spared upper molor combuction ibers in clindcully
comphele spinal cord injury: discomplete SC1 in ras. 1 Neu-
ml Sci, 189, 13-36.

4

77



ESTUDI 2

MEASURING MOTOR EVOKED POTENTIALS IN THE AWAKE RAT
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ESTUDI 3: VALIDACIO DELS POTENCIALS EVOCATS
MOTORS COM UN SISTEMA OBJECTIU D’AVALUAR
L’ENCEFALOPATIA HEPATICA EXPERIMENTAL.
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6 ESTUDI 3: VALIDACIO DELS POTENCIALS EVOCATS MOTORS COM UN
SISTEMA OBJECTIU D’AVALUAR L'ENCEFALOPATIA HEPATICA

EXPERIMENTAL.

6.1 Hipotesii objectius

6.1.1 Introduccié

En el segon treball s’ha validat la metodologia de mesurar la funcionalitat de la via
motora a través dels potencials evocats motors. Els model experimentals
d’encefalopatia hepatica estan limitats per la dificultat de mesurar objectivament la
funcié neuronal. Els potencials evocats motors serveixen per mesurar la funcionalitat
de la via motora i en pacients cirrotics s’ha demostrat una alteracid. Aixi doncs creiem
gue els potencials evocats motors podria ser una bona eina per avaluar I'encefalopatia

hepatica experimental d’'una manera objectiva i sense interferéncies.

6.1.2 Hipotesi
La funcié de la via motora és una mesura valida de I'encefalopatia hepatica

experimental en la rata.

6.1.3 Objectius
1- Investigar la preséncia d’una disfuncié de la via motora en diferents models
d’encefalopatia hepatica:

a. Rates amb fallida hepatica aguda per devascularitzacié hepatica.
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b. Rates amb anastomosi porto-cava que desenvolupen encefalopatia
hepatica episodica precipitada per sang en el tracte digestiu o per
inflamacié.

c. Rates amb cirrosi hepatica causada per lligadura del conducte biliar.

2- Estudiar la relacié entre els potencials evocats motors i I'edema cerebral
tractant les rates amb fallida hepatica aguda amb hipotermia o manitol.

3- Estudiar la relacid entre els potencials evocats motors i el metabolisme de
I'amoni en els models de cirrosi i en els models precipitats en rates amb

anastomosi porto-cava.

6.2 Resum de I'estudi

Els potencials evocats motors es registren després d’estimular a nivell cranial i els
potencials periférics o potencials d’accié motors compostos s’indueixen estimulant el
nervi ciatic. Aquests experiments s’han dut a terme utilitzant la metodologia descrita
en l'estudi nimero 2, on es realitza I'estudi funcional en rates despertes sense
anestesia gracies a la implantaciéo de 6 electrodes subcutanis. L'aigua cerebral es
mesura a través de columnes de kerose i bromobense per gravimetria, els metabolits
cerebrals s’analitzen per ressonancia magnetica espectroscopica i els aminoacids
obtinguts per microdialisi del cortex cerebral per HPLC.

En el model de devascularitzacio hepatica es van observar alteracions en els potencials
evocats motors en relacio a la intensitat de les manifestacions neurologiques.
Alteracions similar es van trobar en rates amb anastomosis porto-cava després de
I’administracié de sang al duodé o lipopolisacarids, perd en canvi no es van trobar en

rates amb lligadura del conducte biliar.
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Figura 9: Registres neurofisiologics dels potencials evocats motors (MEP) de rates amb
lligadura del conducte biliar (BDL) a les setmanes 4, 5 i 6 després de la lligadura.

Resultats expressat en % canvi respecte el registre periféeric (control) (n=6)

Hipotérmia (352C) i manitol prevenen el desenvolupament de I'edema cerebral en la
fallida hepatica aguda, pero només la hipotermia evita I'alteracié de la variable
amplitud dels potencials evocats motors.

Les alteracions en els potencials evocats motors causades per I'administracié de sang
al tracte digestiu en rates amb anastomosis porto-cava estan associades a I'increment
d’ammoni, glutamat i glutamina en el microdialitzat cerebral.

Aquestes dades ens indiquen que la monitoritzacié dels potencials evocats motors de
la encefalopatia hepatica en models experimentals es una metodologia valida i

objectiva.
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Figura 10: Exemples de registres neurofisiologics d’una rata control (sham+saline),
d’una rata amb fallida hepatica aguda (ALF+Saline), d’'una rata amb anastomosi porto-
cava i administracié de sang al duodé i lipopolisacarid endovends (PCA+GIB+LPS) i
d’una rata amb anastomosis porto-cava i administracio de sang al duodé (PCA+GIB). Els

registres estan fets a diferents temps (1- al finalitzar I'estudi).

Aquesta nova metodologia ens ha mostrat la poca eficacia del manitol, una terapia que

disminueix I'edema cerebral i a més a més ens ha relacionat les alteracions de la funcié

neuronal amb I’amoni i els seus metabolits.
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Motor-Evoked Potentials in Awake Rats Are a Valid

Method of Assessing Hepatic Encephalopathy and of
Studying its Pathogenesis

Mare Oria,"** Nicoles Chatanret,' Laia Chavarria,"** Jordi Romero-Giménez," Luis Pabenuck,'
Bemijamin Pul‘r.l.u-'l'llli.'-.\,"‘- _III'H, Anitonio .-'l.ITJ.Ih'.,i Guillermo Hln,!q,',ﬂ," Nurk H:q{lu-r,""" and Jusin Cordoba '

Experimental models of hepatic encephalopathy (HE) are limited by difficulties in objec-
tively monitoring neuronal funciion. There are few models that examine a well-defined
neuronal pathway and lack the confounding effects of anesthetics. Movor-evoked poten-
tials (MEPs) assess the function of the motor tract, which has been shown o be impaired
in patients with cirrhosis, MEPs were elicited by cranial stimulation (central) and com-
pound motor action patential by sciatic nerve stimulation (peripheral) in several models
of HE in the rat. The experiments were performed wsing subcutaneous electrodes without
anesthetics, Brain water content was assessed by gravimetry, brain metabolites were meas-
ured by magneiic resonance speciroscopy, and amina acids in microdialysates from the
frontal cortex were analyzed by high-performance liquid chromatography. Abnormaliries
of MEP were ohserved in acute liver failure (ALF) induced by hepatic devascularization in
relation to the progression of neurological manifestations, Similar disturbances were seen
in rats with portocaval anastomosis after the administration of blood or lipopolysaccha-
ride, but were absent in rats with biliary duet ligation. Hypothermia (< 35°C) and manni-
tol prevented the development of brain edema in acute liver failure, but only hypothermia
avoided the decrease in the amplitude of MER Disturbances of MEP caused by the admin-
istration of blood into the gastrointestinal tract in rats with portocaval anastomosis were
associated with an increase in ammonia, glutamine, and glutamate in brain microdialysate,
Conclusiom Asessment of MEP in awake rats is a valid method o monitor HE in models
of ALF and precipitated HE. This method shows the lack of efficacy of mannitol, a therapy
that decreases brain edema, and relates disturbances of the function of the motor tract 10
ammuonia and its metabolives, {Heraropogy 20000500 TR T}

sperimental models are necesary o study the
pathophysiology  of  hepatic  encephalopathy
Thee models

induce diverse gudu al liver failure and may be com

(HE} and o test new i!:ug\.l

bined with POFtOsyEieTmic u|||.|n1in!_§ and Prech piating
factor 1o stmsilate the different tvpes of HE: (1) asoxci-
arcd with acure liver failure (ALF); (2) resulting from
porosystemic shunring: or (3] acoompanying chronic
liver failure (CLF).2 Thens are various merhods in assess
the neurological manifestations. Among them, neuro-

phiysiological recordings have the advantage of provid-
ing an abjective ascament of neuronal funcrion,”

In previous siudics in patenes with cirrhosis, we
have described, using magnenc resonance (MR)L signs
s.'ll:lllp:lihh.‘ with Ium'-p‘r:l!.r edema along, the CONTICOS]E-
mal Il-.|-.'l.r' These abnormalicies were related o func-
rional impairment detecred by ranscranial  magneric
stimulation and reversed after liver transplanation.”
Similar dissurbances were found in ras with ponocaval
anastomosis  [MCA) or carbon  retrachlonde-induced
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cimrhosis.? Because anesthesia could have affeaed these
rexilis, we devdoped a method o ases the funcion
of the motor trct using subcutancouws  electrodes.
which provides reproducible resulis on repeared exami-
nation for at least 6 weeks.”

The aim of the curremt study is to investigate the
presence of dysfuncion of the motor rac in different
modds of HE, using the method that we developad
for awake ras. Mowr-evoked poientials (MEPs) were
measured in: (1) rats with ALF induced by h:pun'c
devascularization: (2] ms with PCA thar develop epi-
sodic HE precipitated by the administration of boad
inte the pltmimuslin;ﬂ tract or inflammation, and (3)
rats with CLF caused by bile duct ligation (BDL). In
addition, ras with ALF were treated with hypothermia
and mannitol w siudy the relatonship berween MEP
and bhrain edema and s with PCA underwent brain
microdialysis and magnenic reonance (MR) spectros-
copy of brain cxmacts w0 siudy the association between
MEP and ammonia-related memabolites.

Materials and Methods
Awinard Models

This siudy was performad in Sprague-Dawley male
ras (Harlan, Udine, l;ly) weighing  200-250 g,
housed in polycarbonate capes under sandard labora-
tory conditions, All procedures were performed in ac-
cordance 1o Spanish legisliion and approved by the
Caralan Animal Research Comminnes,

PCA + Hepatic Avievy Ligation (HAL). TCA and
sham operation were performed as described' under
woflurane anesthesia wdng a 7/0 Prolene sumure, Ani-
mal body vemperature was kept sable st 370 *
0,570 and glucose was kepa above 1000 mgfml.

PCA +  Gestrofmtestingl  Blosd  (GIB), Bovine
blood was adminisiered through a dusdenal cathewer
15 days afice PCA. The tip of the catheter (Vegreen
250605 mm: Vygon, UK) was inserted in the duode-
nium via a hole distal o the pylorus and was fwed
with a purse-string  sutane  {4/0 silkl. The other
extreme was mnncled subcomneowsly w the back of
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the rar and exweriormed. T“rm}'—fnul hours after the
imsertion of the atheter, fowr doses of 6 mL of boving
ervihrocyte packed cells or saline (gastroiniessinal -
line [GIS]) were adminisraed at O hours, 1 hours, 2
howrs, and 3 hours. Bovine erythrocyre packed cells
were prepared by a single cenirifugation siep of 15
minutes ar 450 rpm ar 4°C and stored ar —80°C
prior usage.

BDL. The inerveniion was peformed under iso-
fliurane anesthesia and consisted on the bocalizacion, Bi-
gation, and section of the common bile ducr. Formalin
(100 pl 100 mg body weight) was injecoed inside the
bile duct to prevent the formation of billary cias, In
sham animals the bile duct was solaed, bur was por
ligated.

Experimental Desipn

ALF in Rars With PCA+ HAL

Experiment A, Asewment of MEP a2t haseline, 6
hours, precoma (loss of Aghing reflex), and coma
loss aof corneal reflex) in PCA+HHAL ms (n = 10).
Controls {sham +sham, n = 6) were siudicd a1 parallel
times (haseline, 6 houm, 11 = | hour and 15 = 3
beowsrs),

Expevimenr B. Measurement of water in conex and
brainstem in conerol mis (n = B) and PCA+HAL raes
sacrficed at baseline, & hours, precoma, and coma (n
= & an each seage).

Expevimens £ Assessmeni of the dfea of hypother-
mia an MEP and brain water. PCA+HAL s were
kept ar 35°C (n = %) or 37°C (n = 8) after HAL.
MEP were assewsed at baseline, 6 hours, and 8 hours
in POA+HAL me and sham+sham rats at 37°C (p =
6). Raxs were sacrificed after the last asesment of
MEP 1o measure water in corex and brainstem,

Experiment D Manniwl (2 molkg) or iso-oamaotic
aline were infused in the jugular vein through a cathe-
ter for 10 minuies 2t 6 hours after HAL ar sham
intervention (n = & per group). MEPS were assessed an
baseline, & hours, and 1 hour afier the adminsiraion

of manniml or saline. Ras were sacrificed after the last

The suttur participaied
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assgssment of MEP o measure warer in corex and
braimstem.

Precipivated HE in Rars With PCA+GISR

Experiment £ MEPs were induced an baseline and 2
howurs, 4 hours, & howrs, 8 hoors, and 24 hours afwer
the intmation of the adminiarason of blood (GIB) or
saling ((GIS) (n = 8 per group).

Experiment £ M’llmlnginl manifestations (assessed
with a reflex score) were determined at 1[u*ciﬁr:d i me-
poinis (0, 2 hours, 4 hours, & hours, 8 hoors, and 24
hours) in PCA ras after the administration of hlood
{GIB) or sline (GIS) (n = & per groupl.

Experimens (. Measurement of water in corex and
brainstem in PCA+GIE rs ar 6 hours posi-blood
administration and sham controls (n = 8 per group}.

Experiment H. Amino acids and ammonia were
measured in microdialysaie cmples of brain comex in
PCA ras ar 8 hours after the sdministration of bleod
(GIB) or saline (GIS) (0 = 6 per group),

Experrment [, Brain meabolites were measured by
MR-spectroscopy in tissue samples of sham, PCA rans
bhefore blood administration (time = ), and PCA rs
sacrificed ar & and 24 hours afier blood sdminiszration
(n = 6 per group).

Experiment . MEPs were elicined in PCA mts that
received blood (GIB) ot baseline (before administration
of blood) and following the adminismtion of lipo-
polysaccharide (LPS) (3 mgllg of Kldkdelle prenine-
nrre LA268; Sigma-Aldrich in 0.5 mL of saline intra-
pertonally) at 2 howrs, 4 howrs, 6 hours, § hours,
and 24 hours (n = &) (PCA+GIB4+LPS). The mesulis
were comparad o those of PCA ms thar received sa-
line through a duodenal catheter plus LPS (n = 10
(PMCA+GIS+LPS).

CLF in Ratse Wich BDL

Experiment K. MEPs were elicieed at 4, 5, and 6
weeks afer BDL or sham intervention (n = 6 per

groupl.
Newraplysiolagical Study

Six subcutaneous electrodes and a cranial screw were
implanted for reconding cemrally-originated MEPs and
peripherally-onginated compound movar action poten-
tial (CMAP).” Elecrrophysiological recordings were
performed ai least § days afier the placement of elec-
trodes in rats that moved freely in their individual
cages. MEPs were induced by cranial stimulation and
CMAP by sciatic nerve siimulation and registered with
an decromyograph  (Medironic  Keypoint  Poriable,
Denmark). Two paramerers were obuinad averaging
frour mopor potenals recorded ar supramasimal ineen-
s batency of MEP (milliseconds) and amplitude of
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MEP adjusted o peripheral response (MEPACMALR
%), Feulis are expresed as percent change compared
1o haseline.

MNenrological Manifestations

A group of ras (experiment F) were monitored nou-
rologically by westing 13 different reflexes including
pain, gnspinF. posttion, and corneal reflexes, similarly
as described.'’ For each reflex prescil one poing was
giver; thus, a pormal rae had a reflex sore of 13
points. Three different assessors. blinded o the experi-
mental group, mted the presence or absence of cach of
the reflexes ar specified dme poin.

Wirter Measuremeni

Warer content in central mervous system (CNS) ris-
sue was measured gravimetrically using a density gradi-
ent of bromobensene-kerosene in a 100-ml column
precilibeated with K.80," Six camples of conex
(gray matter) or brainstem (white maner) of approxi-
mately 1 mm® wene placed in the Ruid of the column
and the equilibration points were measured afier 2
minutes, The specihic density of the toue was alos-
Laved and the msulis were expressed as percentage of

wiler conteni.

Brain Micradialysis

Rars were ancrhetized under isoflurane ancsthesia
and placed in a stercomxic frame (Kopf Instuments,
Tujunga. CA). An incision was made over the skull,
which was drilled (Dremel. Madrid, Spain) with a 1.1-
mm diameter drill bir (Panoptica, Barcdlona, Spain). A
disposable plasticfsiliconized intracercbral guide can-
nula (CMA-12) was inscred through the hole o the
required depth (coordinates: 432 mm sagioal, <1.5
mm laeral, and =25 mm depth rdanve o the
bregma, based on the atlas of Padinos and Warson).
The guide was fxed with denral cement and dosed
with a dummy guide. Twenty-four hours after the
imerton of the cannule, the dummy probe was
removed and microdialysis probes (CMA-12; 2 mm
bong. 0.5 mm optical diametes) were carcfully inseried.
The sptem wed was CMAMicrodiabsi (Stockholm,
Sweden). The mes were housed in 2 bowl for frecly
moving animals (CMA-120), A microinjector  pump
CMA-400 perfused the probes ar a constant How of 2
pliminuie. The artificial cerehrospiral Auid (MNaCl
145mM, KCI 3.0 mM, MgClp-6HO 1 mM, Calll,-
2HLO 226 mM: pH-adjusted w0 7.4) was preparal
freshly using deionized water. Samples of microdialy-
sae were collected after 1 hour in fmctions of 30
minuees and callected wsing a CMA-142 microfracion
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collector, Microdialysis fmctions were frozen immedi-
arely and swored a1 —80°C unril analysis,

Biochemical Measurements

Ammaonia was mesured with Cobas Integra Ana-
lyzer (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) by stand-
ard methodology and physiologic free amino acids
were analveed by reverse-phase high-performance lig-
wid chromarography (HPLC) as phenyldhiocarbamy-
lared derivarives using a binary solvent gradicnt an
SO0 and spectrophowmetric detection ar 254 nm,
Prior 1o chromatography, an internal standard (norleu-
cinel was added and samples were deprowinized by
ultmhlraton and derivarized with phenylissthioo-
nate (Mico-Tag methodology and insruments: Warers,
Milford, MA).

Brain Mecabalites

MR speatroscopy was performed in a 94-T magner
inrerfaced w an AVANCE spectromerer (Bruker, Wis-
sembourg, France] using a 5-mm probe mned o TH,
Moetabolites of  brain  wssue  were  extracred  as
described" and were dissolved in 600 mbL of [0,
"H-spectroscopy was acquired using a WATERGATE
sequenice (spun rotors = 20 He, 126l = 59 seconds,
04 scans, 30°C), Areas of each metabolite were mcas-
ured by integration  using XWINNMR  software
(Bruker, "'H"'l.ﬁmﬂ:-nulg. France} and compared o the
ared of lrirnﬂhﬂ—sylil-pmpinnic acd (TSP Sigma-
Aldrich GmbH, Steinheim, Germany] added as inter-
mal standand.

Statistical Analysis

Resules are expressed as mean = smandard deviation
(SD). Imragroup comparisons of the sme variable
were performed with paired Smdent ¢ rest for rwo
determinations and repeated measures analysis of var-
jance (ANOVA] for muliple compansons, lollowed by
pairwise conmparisons with the Holm-Sidak method or
the nonparameiric Duan's s, Intergroup comparisons
were ]J:'ﬂi:rrnud with ANOVA, Intrclass correlation
coctficient and Cronbach’s alpha coefficient were calos-
laged o etimate the consistency of assessing the reflex
score among different asssssors. The Sigma Sme pack-

ape was wed for suristical caleulations,

Results

Effects af ALF, ALT induced progressive abnormal-
itics in the amplitude and the biency of MEP (expen-
ment A} The amplinde decreasad at 6 hours and
became lower ar coma; the laency increased ar pre-
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Fig. 1. Amplituce and Eafency (% change from bassiing) expressed
a5 mean = 50 in ALF rats (n = 10). The mcondings were periommed

& basaline, § hours, precoma, and coma stages. #F < 005 (paired
i FCA+HAL wemus sham+sham), *P < 005, **P < 001

{ARONA, mpasted measures).

coma and was higher at coma (Fig. 1: Supponing In-
formation Fig. 1).

ALF was assocaied with an increase of water in
CNS (experiment B). The increase was already present
ar 6 hours in braimstem and ar precoma in corexs fur-
ther increases were achieved in coma (Table 1).

Effeers af Intervenvions an ALE Hypmhermia pro-
teciad from some of the neurophysiological abnormal-
itics induced by ALF lexperiment C). Alier the induc-
iion of hypothermia (35°C), the amplitude of MEP
did noi decrease (Table 1) compared 10 the neme-
thermic control (37°C). On the other hand, there was
an increase in the laency, which may be explainad by
the dircct efects of wemperamure on the velocity of
nervous  conduction.”  Hypothermia  prevented  the
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Table 1. Tissue Water Content in Central Nervous System

Assessed by Gravimetry
Corten |%) Brainutem %)
cute ler Bl [epenment B)
@) Sham--gham 164 = 03w 7533 = D43
b} PCA = HAL-& howrs. BLTE = 01T TEEE = 0
th PCA-HAL-precoma 8198 = 0.23 TEDS = 04
) PCA-=HAL-Coma B2.40 = D32 TEAS = D4R
Infergioop difitences; P 005 & ey o avenus hod
bo veruns b wermn d
Efect of Fypotermm (axpesmeni )
&) Sham - sham B1.73 = .64 7564 = (.78
1) PCAHAL-3TC for B houm 8217 = 040 614 = 036
I} PCA+HAL-35°C hor 8 haus. H154 = L33 7552 = 035
inerproup diflesences; P < 005 fwemn 1 vermms g
Efiect of mannidtol (expeament D)
h| Sham =sham: 7 hoor- postuadine 8191 = 00 THE2 = 039
i Sham+sham-T eurspostmamil 8181 = 032 7551 = 036
1§ PCA-HAL- T hours-pmnts aling 8200 = 0,12 T6.20 = 041
k| PCA+HAL-T Bouss- postmasriol B1.48 = 035 TdB1 = 040
intergronp dfferences; P < 005 K verss Rk K vemn J b
| versma i | v iLh

increase in water comtent (experiment Cl; after 8 hours
of hypothermia, water content in cortex and braimtem
were lower than in normothermic conorols (Table 1).

Mannitol did nor modify the neurophysiological
changes present in ALF (experiment 1Y), One hour af-
ter starting the adminisiration of mannitol the ampli-
wde and laency of MEP were nor significandy differ-
ent from rats with ALF that received saline infusion
{Table 2). However, the administration of manniwal
decreased warer conent of ALF ras in comex and
brainszem (Table 11.

Effeces of GIB in PCA GIR in PCA rars caused
change in neurophysiological parameters in the same
direction as ALF, but of lower intensity and shorier
duration (experiment E). The amplitude of MEP was
!.ignlﬁr.m:l:r lower ac 4 and & hours and the latency
was significantly prolonged ar 6, 8, and 24 hours (Fig.
2; Supporing Informaion Fig. 1L The neurological
manifestations recorded by the reflex score showed
lower values in PCA+GIB ar 2 hours and 6 hours
(Fig. 3). However, there was a low agreement berween
asscssors (immaclas correlation cocthciem = 033 and
Cronbachs alpha cocfficient = 0.4%). Warer in brain
did not dilfer berween PCAHGIB sacrificed ar 6 hours
{comex = B1L.16% = 0.44%, bramsiem = 74.52%
0.87%) and sham controls (comex = B1.57%
0.36%, brainsem = 74.86% = 0.72%).

GIB in PCA ms induced changes in plasma ammao-
nia that increased from 153 = 27 pM ar baseline 1o
291 = 75 pM ar 6 hours and o 214 = T2 b ar 24
hours. The increase in ammionia was abso found in

samples of microdialysis (Fig. 4) and was accompanied

I+

I+
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by an increase in glitamine and gluamare and a
decrease in isaleucine (experiment H). These changes
in ammonia-relared metabolites were not ohserved in
whole brain tisue (experiment [). The specorum of
PCA rars showed the charcieristic inorexe in gluea-
mine and a decrease in myo-inositol (ming (Table 3),
However, spectmums of brmin cortex and  brainsiem
{dara nor shown) of PCA s ar 6 and 24 hours afver
GIB did nor differ from PCA withow GIB [da a
time = 0},

Effects of LPS e PCA. The adminisration of LIPS
in rais with PCAHGIS was followed by a deorcase in
the amplimude of MEP ar 2 hours, 4 hours, & hours,
and & howrs compared 1o baseline (experiment [). The
combined  administration of LIPS and  GIR
(PCAHGIB+LPS) caused, in addition 1w a decrease in
the amplitude, an increase in the latency of MEP tha
wis signihicant at & hours and B hours (Fig. 5 Sup-
porting Informanon Fig. 1),

Effeces of CLE MEDP did not differ beoween BDL
and sham raws at 4 weeks (amplimde [MEPCMAMS];
TEA2 + 541 versus 7073 + 321 latency (ms): 4.21

Table 2. Effects of Interventions on MEP
A Amplitede |%) A Laiwncy %)
Efece of Fypothanmes
{eappsmen C)
8} Sham-8 hous 10015 = 1765 10415 = T18
b) PCA-+HAL & 37°C BLT1 = 17.89* 11000 + Se0"
for 8 hows
o) PCA=HAL mt 35°C 6128 = {988 138G = Bagr
Tor B s
interpoup diffeeences; P < 00N avw kbwe aviE bV E
intmgmen dflemnons: P 0LO5 VR OmE = 0
Ertect of mannitl [expedment D]
d) Sham—sham
o & hours {peemannitol| 111.14 = 1872 10023 = 483
o T Boun {postrmanniol) 10361 = 2254 10134 = T84
e} Sham-=gham
M 6 Pous (pEENeg| 10008 = 2,77 10001 = 358
il T Boun (poitialing) 10030 = 1077 10556 = Q02
T PCA+HAL
i B Boun {premaimlol) TLET = 12.00% 11660 = B55*
i T hous {posdmanniinl) 4581 = 1223 1X2 = 1185
£l PCA--HAL
6 Bours (paaling Bl.42 = 20.73* 11494 = JL7E"
i T Bous {poaisaling) EL.T0 = 2223 11801 = 10.24*
intergoup differences
P00 o6 bows: d vesus M6 bous: d weesul
L o vers 0 L v veman 1
ot T houy: dveses ot T bouse d werss
LE o vermus £g L o verman [
rCapup differenoes
P 005 *vermn ime =
P00 o T-hour vesui B-hour

Walues o oome = 0 (1008, sSokie shies nol shiwn| wes compaed
stsoiite valoes tn values at G-how, T-hour snd B-how Sme poists.
A, pemeniage compansd b walues ot Sme = 0 fhassline)
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MEP amplitude in PCA+GIB
[experdmant E)

nmg

L]
e
=0 PCE-GIE
T il POAGES
a 4 | | k| '|'I m .III-
Time (Hours)
MEP latency in PCA#GIB
[experiment E}
LF )
—o— PCA-GH
—— PRSI
Lt

Tema (Hours)

Fig. 2 Amplitude and lstency (% change fom baseling) expressed
a5 mean = S50 n PCA4-GIB s (n = B) and PCA4GIS mis (n = 8).
The mncondings wese perfonmed al baselioe, 2 howrs, 4 hours, § hours,
B hours, and 24 hours. #F < 005 (paied [ e PCAHGE versus.

* 042 versus 4.52 = 022, ar 5 weeks 11mplillni-:
|IMEMCMAMG]: 81.79 = 10 versus 77.97 = 10,03,
batency (ms): 448 = 036 versus 4.54 = 0.36), and m
6 werks hmplit“dc [MEMCMAP®S:]: 7453 £ 6,89
versus 67.04 = 16,19, lavency (msk: 4.4 = 0,21 versus
4.57 = 0.9) (Supporting Information Fig. 2).

Discussion

The present study demonstrates the development of
functional abnormalities of the motor ract in the
with HE associated wiath ALF and HE precipitared by
bleading or LIS, and the lack of disturbances in CLE

The hepanc devascularized rat 15 a ALF moddel tha
manifesis a reproducible progression of encephalopathy

ESTUDI 3

HEPNTULOGY, Monsh 2010

MNeurclogical manifestations in PCA+GIB
{experiment F}

l

—_

Reflex score
L,

—g— PCAGIE
== PCA=GIZ

M M " 2 " an a4
Time (Hours)

Fig. 3. Meumlogical manifesiations moriicesd by theee Assessom
with the refles soone (masmal value « 13} in PCA4-GIB mts and con-
trols {PCA+GIS). The reccedings were performed at baseling, 2 hours,
4 hours, § hours, B hours, and 24 hoom. #F < 0.05 (pasned [ lest
FCA+ G vorsus PCA4-GIS).

and brain edema.’® MEP showed a decrease in the am-
plitude and an increase in the latency in relation w
the time of progression. MNeurophysiological abnommal-
iy were prosent at the fing recording (6 hours); in
this carly stage the mt shows 2 series of manifestations
that arc difficult 1o quantify (dececase in activity, less
reaction o pain).

The rar with PCA and the rar with BDL represent
models of HE associated with chronic liver impair-
ment, Behavioral abnormalities, probably representa-
tives of minimal HE, are very mild (eg. decrcase in

Aminocacids in GIE
(experiment H)

Beie 1 T 3 4 3 & T b
Time (nours)

Fig. 4. Brmin sming scds and brai smmonis (% diffesence com-
pased to PCA-+GIS) in microdialysss sameles ot basaline and hourdy
for & bours: (n = & per group).
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Table 3. Emin Metabolites by Magnetic Ressnance Spectroscopy
& mim ™ ™ L
Efiect of GE (oaporiment 1)
1) Shan 437 = 107 479 = 0 266 = .58 543 + 109 415 + 110
b} PCA+hundenal camhetsr {ime = 0 hows) 184 = 101 206 = 036 BEL + 2.08 575 = 148 481 = 135
¢} PCA+GE ot 6 hows 407 = 068 216 = 0.5 701 = 167 602 = 081 482 = O.78
d) PCAGIB: at 24 heurs 392 = 184 212 = 118 670 = 173 455 = 088 105 = 0.61
eterproup diflerences, P < QO] & versus hed e bed

Wakies in pmol/g of tssue.

Abbeeviatont Cr, oeatnine Gin, glutamate; G @utamine: mins, my-inosiint MAA, n-acetfaspadaie.

motor activity, leaming impairment).'® In the present
study the function of the motor et in these models
is preserved. Thus, the behavioral dismurbances thar
have been described invelve other neuronal circuitries,
Because behavioral abnormalities in modes of CLF ane
subtle. these rs are wually submined w challenges
with aggravating faoors!” The goal is v model a s
uation that s frequent in dinical practice: episodic HE
induced by prcipiating faaos. We observed  tha
GIB and LPS in PCA rats induces a reversible impair-
ment of MER During this period the rars exhibic mild
manifestations of encephalopathy, similar w0 those
observed in the carly stapes of ALE These neurological
manifestations are difficult w reproduce as shown by
the low correlation coefficients found in our sdy
when comparing different assessors; it is recommended
a Cronbach’s alpha coellicient >0.7 1o consider that a
specihic method has an acceprable reproducibility.

Monitoring MEP fulfills several criteria which indi-
cate thar is a good method 10 assess HE.'™ The firs
condition 15 the epmoducibility of MER which is dem-
onstrated in control rais assessed every 2 hours for 8
hours, daily for 2 davs, or weekly for 6 weeks. A sec-
ond advantage of this method is that it has face valid-
iny. Dismurbances of MEP resemble the abnormalivies
seen in humans, in which the dysfunction of the vol-
untary motor tract parallels the severity of HE ™"
Similarly, MEP showed: (1) marked disturbances in
ALF rans in coma: (2) milder changes in ALF ar 6
hours and in PCA after GIB; and (3) lack of dismr-
bances in BDL, which requine a complex rest to deteo
neurobehavioral abnormalities." These findings indi-
cate that the amplitwde and latency of MEP could be
usedd a3 objective quantifiers of HE in experimental
mondels,

Third, we observed that moniwring MEP has pre-
dictive validity, because it allows extrapolation of the
effeces of facwors that improve or worsen HE in
humans, We found thar hypothermia, the only inter-
vention that has shown der efficacy in the reammem
of ALE*'"? prevented the disturbances in the ampli-

tude of MEP in ALF rus. ln addition, monitoring
MEP m PCA s owas able wo detect the effect of
bleeding and inflammation. wo laciors known o pre-
cipitame HE.* The administration of blood w PCA ras

Effects of LPS on amplitude of MEP
{experiment J)
128
"0 4
108
% LR
E
[ B
o 4
0 [ i1 " » b1
Time: (hours)
Effects of LFS on latency of MEP
G {Experiment Jj
o =0~ PLASGIRLPS
= PLASGISLPE
128
-
5 1 4
&
k1]
4

o 4 ' 12 I P
T {hiours)

Fig. 5 Amplitade and latency (% change from baselng) expressed
PCA+GIB-+LPS (n = B) and PCA+GIS+LPS mis
cordings were pedormed a1 baseling, 2 hows. 4
mours, and 24 hours. *F < 005 (ANOVA, repeated

A
£
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decreased ampliude and increased latency in a reversi-
ble manner. LIS alone decreased the amplitude wich-
out modifving kuency and LIS in combinaton with
blord decreased amplinude and increased Livency,

The fourth conditon that & fulfilled by this method
is it construct validity, a theory=driven, cxperimental
substantiation of the nearobehavioral II'IrIﬂlII'IIIi-I}'.
Current hypotheses pnqmm thar HE & secondary 1o
the :-!T-n:u- of ammonia and their metabolites i brain
tiste ™ Ammonia 5 meabolized o glutamine in
astrocytes and induces cellular swelling™ that causes
brain edema, which is now well documented in
paticnts with HE* A higher sensitivity w0 develop
cdema, compared w the et of the brain, has boen
ohservad in the corticospinal tract in humans and has
been related 10 motor tract dysfunction.” In ALF, we
found an increase in bmin warer in the brainstam,
where the ruhmpin:] tract (the motor tract of the ratd
is located. This increase happencd before the rse in
the cortex and was present at 6 hours, a1 the same
time that MEP were impairad.

Another femre that s in accordance with current
h:rptl:hcscs is the observation n'F-ch.mgn I Ao
and amino acids bevels in PCA rs after GIB. Bleeding
increases blood ammonia through a mechaniom that
invalves the activation of protein caabolism  and
redates to a drop in isoleucine, which in the current
study was ibserved in the microdialysate. The differ-
ence berween brain fmsue and microdialysate indicaies
that there could be ammonia-rdated changes in the
extracellular compariment which are not relleciad in
the whole tissue. The p.lm“r:! course of the ch.insrs in
ammonia-related metabolites and MEP is in accond-
ance vo ammonia-induced mechanisms, Ammonia may
interfere with nevromransmision bocause it modifics
the concentration of glitamate in synapses™ or can
block the conduction of the action pntrnt'ul into the
presynaptic terminal. =

Additional advancage of using MEP for assessing
HE is the contral over confounding factors, apecally
the avoidance of ancsihetics, In a prer siudy, we
found slight disturbances of MEP in rats with PCA
and in rats with drrhosis induced by carbon tetra-
chloride.* The lack of impairment of MEP in PCA
and BDOL rais in the current siudy suggests that the
prior Anding was due 0 an effect of anesihetics, which
wie have demonsirated decrease the :lmpliludr and
increase the larency of MEP® The measurement of
MEP 5 an objeaive method thar s difficuli w be
influenced by the investigaon In comparison o behav-
ioml wesis that are affecied by the general siaie of the

animal (e by the presenie of asctes or muscular
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wasting), the results in BDL rais suggest that MEP are
independent of these factors.

The availability of a valid objective measure o assess
HE provides a wol o investigate s pathophysiology.
The observation of low-grade brin edema has led o
the hypothesis that nevronal dysfunction is secondary
10 the meabolic disturbances caused by the increase in
the volume of warer in the :stma:}'ln.."q' Changes in or-
ganic osmolytes, such as the decroase in mins presem
in PCA™ and the sctivation of agquaporin-4 detecred
in BDL rars,* are interpreted as compensatory mecha-
nisms that prevent the devdopment of brin edema
and may explain the lck of disturbances of MEP in
these models, Treamment focused on decreasing brain
water may be a therapeutic approach for HE™ We
teied mannital, a drig fraquently used 0 mat inima-
cranial hypﬂl:rnsilm."'.' in rats with ALF, and despiie
causing a4 decrease in brain water, MEP did not
improve. Clinical studies have only assesed the effecs
of mannitol on intreeranial presure. Although it may
be worthwhile o specifically investigaie the elfecs on
HE, the lack of neurophystological improvement in
our experimental model do noi suppont a beneficial
effect. We abso did not see an increase in brain waner,
bui abserved an impairment of MEDR afier the admin-
istration of blood w PCA rats, Similar lack of come-
spondence between brain water and behavior has heen
repored  in rs with BDL  that undage 1PS
challenge *'

In conclusion, we have shown the validity of MEP
o assess HE in experimenial models. For this neason,
this method may be a good wol o investigate new
drugs for HE. In additon, MEI" measure the funciion
of a discrere pathway that invelves only two synapses
and could be applicd o lnmllg;“:' the mechanbms
invalved in the pathogenesis of HE™
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ESTUDI 4: INVESTIGAR ELS BENEFICIS D’'UN NOU
FARMAC PER L'ENCEFALOPATIA HEPATICA |
ANALITZAR ELS MECANISMES D’ACCIO.
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7 ESTUDI 4: INVESTIGAR ELS BENEFICIS D’UN NOU FARMAC PER
L’ENCEFALOPATIA HEPATICA | ANALITZAR ELS MECANISMES

D’ACCIO.

7.1 Hipotesi i objectius

7.1.1 Introduccié

El quart estudi consisteix en veure si un farmac que ha demostrat que redueix
I'amoniac plasmatic i que ha demostrat que preve l'increment d’aigua cerebral en
models experimentals d’encefalopatia hepatica, és capac¢ de millorar la funcionalitat de
la via motora en rates amb anastomosi porto-cava que reben sang al tub digestiu. La
ornitina fenilacetat hauria de reduir 'amonémia del model. La hipotesi del farmac és
gue l'ornitina estimula la formacié de novo de glutamat, alhora que estimula, per tant,
la formacid de glutamina. Aquesta glutamina s’uneix al fenilacetat formant fenilacetil-
glutamina que s’excreta pels ronyons a l'orina. Aquest farmac, denominat ornitina-

fenilacetat, ha comencat a ser estudiat en pacients amb cirrosi hepatica.

7.1.2 Hipotesi
L’administracio d’ornitina-fenilacetat prevé les alteracions funcionals de la via motora i
del metabolisme de I'amoni induides per I'administracié de sang al tub digestiu de

rates amb anastomosi porto-cava.
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7.1.3 Objectius
1. Investigar l'efecte sobre la neurofisiologia i sobre I'amoni en plasma de
I'ornitina-fenilacetat administrada com a pretractaments en rates amb
anastomosi porto-cava que desenvolupen encefalopatia hepatica episodica

precipitada per sang en el tracte digestiu

2. Analitzarem en el mateix model I'efecte de I'ornitina-fenilacetat sobre:
a. Els aminoacids plasmatics arterials
b. Els aminoacids i amoniac de microdialisi cerebral

c. Elfenialacetat i la fenilacetil-glutamina en plasma i orina

7.2 Resum de I'estudi

L'administracié d’ornitina-fenilacetat durant 3 hores o 3 dies previngué la disminucié
de I'amplitud (3 dies de tractament, a les 6 hores de donar sang vs. basal: control -21%
vs. ornitina-fenilacetat -1%; p<0,01) i I'increment de la laténcia dels potencials evocats
motors (control +12% vs. ornitina-fenilacetat +1%; p<0,01).

El tractament amb ornitina-fenilacetat va atenuar I'increment d’amoniac plasmatic (6
hores, control 287488 vs. 162+84 uM, p<0,05) i del liquid de microdialisi (2029,6 vs.
956,2 uM, area sota la corba p=0.05). A mes a més, I'ornitina-fenilacetat també va
incrementar la concentracid plasmatica de substrats de la glutamina-sintetasa (ornitina
122450 uM vs 41418 puM i glutamat 119437 uM vs. 5627 uM) i es va associar a un
increment més rapid de glutamina (4 hores: 1127+165 uM vs. 818+240 uM P<0.05) i a
una més rapida disminucié en el plasma (8 hores: 935+254 uM vs. 11694270 uM

P<0.05) alhora que hi va haver una aparicio de fenilacetil-glutamina en l'orina (1945
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UM vs. 0.3+0.3 pM p<0.001). El tractament amb ornitina-fenilacetat previngué
I'increment de neurotransmissor glutamat en el liquid de microdialisi (39.65 vs. 15.64

KM area sota la corba P<0.05).
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Figura 11: Concentracions basals, abans de I'administracié de sang al tub digestiu, dels
precursors de la glutamina sintetasa (ornitina i glutamat) en sang arterial en rates

pretractades amb ornitina-fenilacetat (OP) o control (saline).

En conclusié, [I'ornitina-fenilacetat és capa¢ de previndre les alteracions
neurofisiologiques secundaries a |'administracié intestinal de sang en un model
d’encefalopatia hepatica experimental. Probablement es deu a que [I'ornitina-
fenilacetat atenua la hiperamonémia i les alteracions dels neurotransmissors. Els
efectes beneficiosos de ['ornitina-fenilacetat semblen estar relacionats amb
I'increment de I'excrecié de metabolits nitrogenats activant la sintesis i I’eliminacié de

glutamina.
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ABSTRACT

Introduction: Ornithine-phenylacetate (OP) is a new drug that has been proposed for the treatment of
hepatic encephalopathy because decreases plasma ammonia. The mechanism of action is based on
stimulating glutamine synthesis and disposal.

Aim: Assess the effect of OP on motor-evoked potentials, a surrogate of hepatic encephalopathy, in rats
with portacaval anastomosis that receive gastrointestinal blood (GIB).

Material & methods: PCA rats were pre-treated with OP (0.6 gr/kg/d i.p.) or saline for 3 hours or 3 days
(n=8 per group) prior to GIB. Motor evoked potentials (MEP) were assessed without anaesthetics.
Ammonia metabolites (plasma, urine) and neurotransmitters (brain microdialysis) were assessed by
HPLC and mass spectroscopy.

Results: OP (3 hours and 3 days) prevented disturbances in MEP induced by GIB in PCA rats. The effect
was more intense in rats treated for 3 days. In this group, 6 hours after GIB the amplitude of MEPs
decreased by 21% and the latency increased by 12% in the control group, but remained stable in OP
treated rats (-1% and +1%; p<0.01). OP attenuated the rise of ammonia at 6 hours in plasma by 45%
and in brain microdialysate by 48%, but induced a faster glutamine rise (4 hours: 1127165 uM vs.
818+240 uM P<0.05), and a faster disappearance from plasma (8 hours: 9354254 uM vs. 1169+270 uM
P<0.05) and the new formation of PAGN in urine (1925 umols vs. 0.3+0.3 umols p<0.001). In addition,
OP was associated with a lower concentration of glutamate in brain microdilysate (by 60%).
Conclusions: OP prevents neurophysiological abnormalities precipitated by GIB in a model of HE. This is
probably due to enhancement of glutamine synthesis and metabolism, which results in a lower rise of
plasma ammonia and the prevention of changes in brain neurotransmitters. Thus, OP may be a good

drug to prevent HE precipitated by gastrointestinal bleeding.

INTRODUCTION

Hepatic encephalopathy (HE) is a common complication of liver failure that is associated with poor
prognosis and carries a high economic and social burden (Cordoba and Minguez, 2008). Ammonia
appears to be a key factor in its pathogenesis (Butterworth, 1996). Accordingly, the goal of treatment is
reducing the exposure of the brain to ammonia. Current therapies, such as probiotics (lactulose, lactitol)
and antibiotics, act by decreasing the production of ammonia in the gastrointestinal tract (Bajaj, 2010).
However, the capacity of these therapies is probably limited (Cooper and Plum, 1987).

Data from patients indicate that muscle tissue has an important role in removing ammonia from
circulation in cirrhosis (Olde Damink et al., 2002). In muscle, ammonia is metabolized into glutamine by
glutamine synthethase. This observation has lead to the proposal of stimulating the synthesis of
glutamine with the administration of ornithine, which is transformed in muscle into glutamate, the
substrate of glutamine synthethase (Chatauret et al., 2006). However, recirculating glutamine could be
available for renewed ammoniagenesis via glutaminase, an enzyme present in the gut, kidneys, and liver

(Romero-Gomez et al., 2004). Thus, the administration of ornithine may transiently decrease ammonia
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but later the deamidation of the newly formed glutamine may be followed by a rebound in its
concentration (Jalan and Lee, 2009).

A new proposal is to combine the administration of ornithine with phenylacetate, a drug that is used
in urea cycle disorders (Enns et al., 2007), to trap glutamine as phenylacetyl-glutamine and excrete the
newly formed molecule in the urine (Jalan et al., 2007). The effect of the combined administration of
ornithine and phenylacetate has been explored in experimental models of acute and chronic liver
failure. In hepatic devascularized pigs (Ytrebo et al., 2009) and rats with bile duct ligation (Davies et al.,
2009), the administration of both drugs, but neither ornithine nor phenylacetate alone, decreased
plasma ammonia and attenuated brain edema.

Ornithine-phenylacetate (OP) is a new formulation that combines ornithine and phenylacetate in a
salt. This drug is currently undergoing pharmacokinetic studies in order to investigate its benefits on HE.
Results of experimental studies have been encouraging, but lack a correlate of the potential effect of OP
on behavior. The infusion of blood into the duodenum of rats with portacaval anastomosis (PCA) is a
model of HE that reproduces several of the metabolic disturbances present in patients with cirrhosis and
gastrointestinal bleeding (Olde Damink et al., 1997). We have previously shown that gastrointestinal
blood (GIB) in PCA rats induces a decrease in the amplitude and an increase in the latency of motor-
evoked potentials (MEP), a valid surrogate of HE (Oria et al., 2010). We designed a study to assess the
effects of OP on neurophysiology parameters in PCA rats with GIB. For this purpose rats were pretreated
with OP prior to GIB and underwent, in addition to neurophysiology assessment, the measurement of

ammonia and related-metabolites in plasma, urine and brain microdialysis.

MATERIAL AND METHODS

Animal model

The studies were performed in adult male Sprague-Dawley rats (200-250 gr.) purchased from Harlan
(Udine, Italy) that were housed individually in polycarbonate cages and fed standard chow diet and
drinking water ad libitum before the experiments. The rats were fasting for 8 hours before the
administration of gastrointestinal blood and were kept fasted until 12 hours after starting the
administration of gastrointestinal blood. They were kept on a 12:12 light/dark cycle with humidity and
temperature controlled at 55% and 222C. The study was approved by the Catalan Animal Research
Committee under the Spanish legislation.

Portacaval anastomosis (PCA) + gastrointestinal blood (GIB): This is a model that consists of two
steps. In the first step the rat undergoes a PCA as previously described (Chavarria et al., 2009) under
isoflurane anesthesia using a 7/0 Prolene suture. Four weeks after the PCA a duodenal catheter is
inserted in the duodenum by repeating the laparotomy under anesthesia. The tip of the catheter (V-
green 25G-0.5 mm, Vygon, UK) is inserted via a hole distal to the pylorus and then fixed with a purse-
string suture (4/0 silk). The other extreme is tunneled subcutaneously to the back of the rat. Twenty-

four hours after the insertion of the catheter, four doses of 6 mL of bovine erythrocyte packed cells or

100



ESTUDI 4

saline are administrated thought the catheter at times 0, 1, 2 and 3 hours. Bovine erythrocyte packed
cells are prepared by a single centrifugation step 15 minutes at 4500 r.p.m at 4 2C and stored at -802C

prior usage.

Experimental design

Treatment

The experiments were performed using OP (Ocera, San Diego, CA) dissolved in saline or vehicle
(control group) into a final volume of 0.5 mL that was administered intraperitoneally to PCA rats before
the administration of blood (GIB). Experiments were performed in groups of 6 to 8 rats treated with OP
or saline. Two forms of treatment were investigated: a) Short treatment: one single dose of OP 0.6 g/kg
administered 3 hours before the experiment. b) Long treatment: six consecutive doses of OP 0.3 g/kg
every 12 hours (three days) followed by a dose of OP 0.6 g/kg administered 3 hours before the
experiment

Neurophysiology studies

Motor evoked potentials (see bellow) were assessed in two groups of PCA+GIB rats: a) short
treatment (experiment A) and b) long treatment (experiment B). In both experiments blood samples
(0.15 ml) for measurement of plasma ammonia were obtained by punction of the saphenous vein at
baseline and 2, 4, 6 and 8 hours. Plasma was immediately separated by centrifugation and kept frozen
until the assay.

Plasma amino acids

Amino acids were measured (see bellow) in one group of PCA+GIB rats that received long treatment
(experiment C). For this purpose an arterial catheter (PE 50, Becton Dickinson, NJ, USA) was inserted in
the femoral artery in a group of rat that received long treatment. The catheter was inserted under
isofluorane anesthesia 4 hours before the experiment and tunneled to the back of the rat, which
allowed the rat to move freely. The permeability of the catheter was maintained with heparinized
saline. Samples of arterial blood (0.1 ml) were withdrawn at baseline and 2, 4, 6 and 8 hours. Plasma
was immediately separated by centrifugation and kept frozen until the assay.

Brain microdialysis

Amino acids and ammonia were measured in samples of brain microdialysis obtained in one group of
PCA+GIB rats that received long treatment (experiment D). For this purpose 24 hours prior to the
experiment a microdialysis guide cannula with a dummy guide was inserted (see bellow). The dummy
guide was substituted by a microdialysis probe 3 hours prior to the administration of GIB and samples
were collected for 12 hours. The experiments were performed in a metabolic cage and samples of urine
were collected for 6 hours periods during 12 hours since initiating the administration of GIB.

Neurophysiology methods

Motor evoked potentials (MEP) were assessed using six subcutaneous electrodes and a cranial screw
that were implanted 5 days prior to GIB as previously described (Oria et al., 2008). MEPs were induced

without anesthesia at baseline and 2, 4, 6, 8 and 24 hours. Two parameters were obtained: a) latency of
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MEP (milliseconds) and b) amplitude of MEP adjusted to peripheral response (MEP/CMAP, %). Results
are expressed as percentage of change compared to baseline.

Brain microdialysis

For the insertion of the cannulas of microdialysis (CMA/microdialysis, Stockholm, Sweden), the rats
were anesthetized under isoflurane anesthesia and placed in a stereotaxic frame (Kopf Instruments,
California, USA). An incision was made over the skull, which was drilled (Dremel, Madrid, Spain) with a
1.1 mm diameter drill bit (Panoptica, Barcelona, Spain). A disposable plastic/siliconized intracerebral
guide cannula (CMA-12) was inserted through the hole to the required depth (coordinates: +3.2 mm
sagital, -1.5 mm lateral and -2.5 mm depth relative to the bregma, based on the atlas of Paxinos and
Watson). The guide was fixed with dental cement and closed with a dummy guide that was replaced
later by microdialysis probes (CMA-12; 2 mm long, 0.5 mm optical diameter). A microinjector pump
CMA-400 perfused the probes at a constant flow of 2uL/min. The artificial cerebrospinal fluid (NaCl
145mM, KCl 3.0mM, MgCI2-6H20 1mM, CaCl2-2H20 2.26mM-adjusted pH to 7.4) was prepared freshly
using deionized water. Samples of microdialysate were collected beginning three hours after the
insertion of the probes in fractions of 30 minutes and collected using a CMA-142 microfraction collector.
Microdialysis fractions were frozen and stored at -802C until analysis.

Biochemical measurements

Ammonia was measured in a Cobas Integra analyzer (Roche Diagnostics Indianapolis, IN, USA.) by
standard methodology and physiologic free amino acids were analyzed by reverse phase-high pressure
liguid chromatography (HPLC) as phenylthiocarbamylated derivatives using a binary solvent gradient at
502C and spectrophotometric detection at 254 nm. Prior to chromatography, an internal standard
(norleucine) was added and samples were deproteinized by ultrafiltration and derivatized with
phenylisothiocyanate (Pico-Tag methodology and instruments: Waters, Milford, MA, USA). The
chromatogram showed the concentration of 24 amino acids (aspartic, glutamic, serine, asparragine,
glycine, glutamine, taurine, histidine, criytruline, treonine, alfa-alanine, carnosine, arginine, proline, alfa-
aminobutiric, tyrosine, valine, metionine, isoleucine, leucine, fenylalanine, tryptophane, ornitine, lysine).

Phenylacetate and Phenylacetylglutamine were analyzed by liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) according to Laryea et al. (Laryea et al., 2010) (supplemental file 1).

Statistical analysis

Results are expressed as mean * standard deviation. Intra-group comparisons of the same

variable were performed with the repeated measures ANOVA for multiple comparisons, followed by
pairwise comparisons with the Holm-Sidak method or the non parametric Dunn’s test. Inter-group
comparisons were performed with the unpaired Student’s T-test. The Sigma Stat package was used for

statistical calculations.
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RESULTS

Neurophysiology

PCA rats pretreated with saline (control group of experiment A and B) exhibited a decrease in
the amplitude and an increase in the latency of MEPs (figures 1 and 2), as has been previously described
(Oria et al., 2010). These abnormalities worsened progressively from baseline, peaked at 6 hours and
recovered at 24 hours.

Rats that received treatment with OP showed an attenuation of the MEPs abnormalities
induced by GIB. For the short treatment (experiment A) the differences with the control group were
only statistically significant in the latency at 4 and 8 hours (figure 1). For the long treatment (experiment
B) the differences with the control group were statistically significant at all time points, except for
latency at 2 hours. In this experiment (figure 2), rats treated with OP did not exhibit changes in the
parameters of the MEPs compared to baseline, except for the amplitude at 24 hours (which was better

than at baseline).

Ammonia and amino acids

GIB in PCA rats induced an increase in venous ammonia that peaked at 6-8 hours (experiments A and
B, figure 3). OP attenuated the rise in the concentration of ammonia induced by GIB (figure 3). The
concentration of ammonia was significantly lower than control in the long treatment (experiment B) at
2,4, 6 and 8 hours.

GIB in PCA rats (experiment C) induced an increase (figure 4) in the total concentration of plasma
amino acids (n=24). All the amino acids contributed to this increase, except for isoleucine (table 1). Rats
treated with OP exhibited a lower rise in the concentration of amino acids (figure 4). The concentration
of total amino acids was significantly lower than controls at 8 hours.

Some individual amino acids exhibited significant differences between OP treated rats and controls.
The concentration of ornithine and glutamate in OP rats at baseline doubled the concentration of
control rats (table 1). GIB induced a marked rise of these amino acids. However, in OP treated rats
ornithine and glutamate at 8 hours after GIB were not higher than baseline. Glutamine showed a rise
after GIB that was earlier in OP treated rats than controls (figure 5).

The administration of OP (experiment D) decreased the concentration of ammonia and glutamate in
brain microdialysis to approximately 50% (figure 6). The area under the curve following GIB was
significantly lower in OP-treated rats than in controls for ammonia (20244698 uM.h vs 1003+329 uM.h,
P=0.05) and for glutamate (39.65+16.75 pM.h vs 15.6416.73 puM.h, P<0.05). There were no effects of OP

in the concentration of glutamine in the microdialysate.

Phenylacetate and phenylacetyl-glutamine

The arterial concentration of PA and PAGN (experiment C) was determined in pools of 6 rats due

to insufficient sample volume. In rats treated with OP the concentration of PA and PAGN were 665.4 uM
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and 0.5 uM at baseline (3 hours after the administration of OP) and exhibited a progressive decrease to
almost negligible values (table 2). The excretion of PA and PAGN in urine of OP treated rats (experiment
D) during the first 6 hours was 2574113 umol and 1945 umol, which decreased to none significant

values during the second 6 hours (<3 umol).

DISCUSSION

The present study shows that OP prevents disturbances of neuronal function in an
experimental model of HE (Butterworth et al., 2009). The infusion of blood into the gastrointestinal tract
of PCA rats decreased the amplitude and delayed the conduction of MEP. The disturbances of MEP were
attenuated with a single dose of OP or completely prevented after the administration of OP for three
days. These findings support a beneficial effect of OP on HE, because dysfunction of the motor tract
(pyramidal signs) is considered part of the spectrum of HE (Adams and Foley, 1953). Furthermore,
motor tract dysfunction has been shown to be reversible after liver transplantation (Cordoba et al.,
2003) and has been associated in experimental models to the severity of liver failure (Oria et al., 2010).
Thus, disturbance of MEP after GIB in PCA rats is a surrogate of HE that improves with OP.

The beneficial effects of OP on MEP probably relate to the effect on plasma ammonia. Rats
treated with OP exhibited a milder increase in ammonia; the difference between the OP treated group
and the control group was more marked in rats that received OP for 3 days. These findings are in
accordance with the putative role of ammonia in inducing neuronal dysfunction (Butterworth, 1996).
Ammonia delays the conduction of action potentials in cat spinal cord, an effect that may be explained
by the inactivation of CI" extrusion (Raabe, 1990) and causes multiple disturbances in glutamatergic
neurotransmission, the main excitatory neurotransmitter present along the motor tract (Danbolt, 2001).
Ammonia can explain the well-described increase in brain extracellular glutamate observed in multiple
models of acute and chronic liver failure (Vaquero and Butterworth, 2006). The increase in extracellular
glutamate has been linked with oxidative/nitrosative stress and to cerebral complications of liver failure
(Haussinger and Schliess, 2008). Our observation of a lower concentration of ammonia and glutamate in
brain microdiaylsate in OP treated rats supports the participation of ammonia and glutamatergic
neurotransmission in neuronal dysfunction (Rodrigo et al., 2010) and provides a rationale for the
beneficial effects of decreasing plasma ammonia with OP.

The attenuation of the rise in venous ammonia after GIB, which achieved a 45% decrease at 6
hours in the group treated with OP for 3 days, is in accordance with prior studies in models of acute and
chronic liver failure. In pigs with hepatic devascularization the continuous administration of ornithine
intravenously and phenylbutyrate (pro-drug of phenylacetate) intraduodenally decreased ammonia rise
at the end of experiment (8 hours) by 43% (Ytrebo et al., 2009). In rats with a 4 weeks-old bile duct
ligation that received a hyperammonemic diet, the combined intraperitoneal injection of ornithine and
phenylbutyrate, decreased arterial ammonia at 3 hours by 35% (Davies et al., 2009). No effect on

ammonia could be seen in these rats with the sole administration of ornithine or phenylbutyrate. Since
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the flux of ammonia into the brain has been shown to relate proportionally to the concentration of
arterial ammonia (Keiding et al., 2006), reducing arterial ammonia with OP would be an effective way to
reduce the exposure of brain tissue to ammonia, as shown by a decrease of approximately 50% in the
concentration of ammonia in brain microdialysate in the current and in previous studies (Ytrebo et al.,
2009).

The attenuation of the rise in plasma ammonia can be explained by the effects of OP on glutamine
synthesis and disposal. Following GIB, there was an increase in the concentration of arterial glutamine
that peaked earlier in OP-treated rats than in controls (at 4 hours vs. 8 hours). The better explanation
for this earlier rise is an activation of glutamine-synthetase secondary to a higher concentration of the
substrate of this enzyme in muscle tissue, as supported by the approximately twice concentration of
arterial ornithine and glutamate in OP-treated rats at baseline. The newly formed glutamine probably
reacted with PA to form PAGN, which could be demonstrated to be significantly elevated in plasma and
urine during the first hours of the experiment. However, the amount of nitrogen that was excreted as
PAGN can not explain the differences in ammonia concentration between both groups.

The lack of stoichiometry relationship between the decrease in ammonia and the excretion of
PAGN has been explained by the presence of additional pathways for PAGN metabolism in the rat
(Kasumov et al., 2004). However, it is possible that OP affects ammonia metabolism at other sites. We
observed marked differences in the course of the aminoacidemia that follows GIB (Damink et al., 2009)
between OP-treated and control rats. These differences may be due to a more marked disposal of
ammonia in OP-treated rats and accordingly lower secondary transamination reactions. Another
explanation could be that OP attenuates the negative protein balance that follows GIB and that has
been attributed to the lack of isoleucine in the molecule of hemoglobin (Olde Damink et al., 2007).
However, OP did not prevent the drop in plasma isoleucine, which appears to be responsible for the
phenomena of branched chain amino acid antagonism. Additional studies will be necessary to elucidate
the mechanisms by which OP modified post-GIB hyperaminoacidemia.

The results of this study support the use of OP in the prevention of HE, specially in patients with
cirrhosis that experience a gastrointestinal bleeding, a common complication of cirrhosis that is
associated with HE in approximately 25% of cases (Cordoba J, unpublished observation). The design of
our study does not allow a direct comparison with the clinical setting. The time-frame of the occurrence
of HE in patients is different to our experimental situation, which is limited to 8 hours and does not take
into account other factors that may also have an impact on HE (anemia, infections...). We also did not
use a continuous infusion, which could provide a more prolonged effect. In spite of the differences, the
results of this experimental study may be important for the design of preventive strategies in patients
with cirrhosis that may experience ammonia-induced HE.

In conclusion, the current study shows that OP has beneficial effects in an experimental model of HE
that can be explained by its effects on ammonia metabolism. The results also link the action of OP with

changes in ammonia and glutamate in brain microdialysate, providing a possible mechanistic
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explanation for neuronal dysfunction. OP may become an effective drug for prevention of HE in patients

with cirrhosis.

Supplementary text

METHODOLOGY FOR MEASURING PA AND PAGN

Reagents: Phenylacetic acid (PA), phenylbutyric acid (PB) and formic acid were obtained from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) and phenylacetylglutamine (PAGN) from Synfine (Richmond Hill, ON,Canada
). Deuterium-labelled internal standards (N-(phenyl-d5-acetyl)-L-glutamine)(d5-PAGN) were purchased
from CDN isotopes (Pointe Claire, QB, Canada). LC-gradient grade methanol (Merck, Darmstadt,
Germany) and Milli-Q grade water were used. Ultrafilters (>10000 dalton) were from Millipore (Billerica,

MA, USA).

Sample preparation: i.standards: calibration curve were prepared by diluting stock solutions of each
standard with a pool solution of normal ultrafiltered plasma or urine as matrix and methanol to cover a
0-65 uM concentration range, adding d5-PAGN as internal standard (till 10.5 uM final), in conical plastic
centrifuge tubes; ii.plasma: 100 pl plasma was mixed with d5-PAG (as in standards) and was ultrafiltered
(10000gx30min); iii.urine: 100 pl centrifuged urine was diluted 1/10 with methanol, vortexed and
centrifuged again (1100gx10min); then 100 pl supernatant was diluted 1/3 with 100 pl methanol and
d5-PAGN (as in standards) and ultrafiltered.

Liquid chromatography — tandem mass spectrometry: Instrumentation consisted of a Acquity-UPLC
separation module (Waters, Milford, MA, USA) coupled to a Xevo TQ mass spectrometry system with
the Mass Lynx software (Waters, Manchester, UK). Analytical column was Acquity UPLC HSS Cy5 (2.1x100
mm). Sample elution was achieved by a 3 min mobile phase linear gradient consisting in initial 40%
solvent A (methanol) and 60% solvent B (1% formic acid in water), changing to 80% solvent A and 20% B
from 0-2 min, back to 40% solvent A/60% B from 2-2.1 min and equilibrating with this conditions from
2.1-3 min. Five pl supernatant samples were injected into the system and the column temperature was
maintained at 402C. Conditions for the MS analysis: ionization mode was negative electrospray (ESI-);
capillary voltage was 3kV; desolvation gas heated to 4502C and delivered at a flow rate of 1100 L/h.;
cone gas flow (argon): 0.15 mL/min. MRM transitions was optimized at the following conditions: dwell
tim: 0.073 s. PAG: precursor ion 263 (m/z), product ion 145 (m/z), cone voltage 30 V, collision energy 15
eV; PA: precursor ion 135 (m/z), product ion 91 (m/z), cone voltage 20 V, collision energy 10 eV; d5-

PAGN: precursor ion 268 (m/z), product ion 145 (m/z), cone voltage 30V, collision energy 20 eV.
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Figure 1:
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Figure 2:
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Figure 3:
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Figure 4:
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Figure 6:
Brain microdialysis in OP treated rats
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8 DISCUSSIO

8.1 Alteracions neurofisiologiques en rates amb anastomosi porto-cava i en rates
amb cirrosi

La principal observacio dels estudis que constitueixen la tesi doctoral és la demostracié

d’alteracions funcionals de la via motora demostrables per neurofisiologia en models

animals d’encefalopatia hepatica.

En el primer estudi es va demostrar en rates amb anastomosi porto-cava una
disminucio de I'amplitud del potencial motor després de la intervencié quirurgica i en
rates amb cirrosi induida per tetraclorur de carboni un increment del temps de laténcia

dels potencials evocats motors.

El model de rates amb anastomosi porto-cava es considera un model d’encefalopatia
hepatica minima. Aquestes rates mostren un aspecte general normal, estan despertes i
mantenen l'activitat habitual. L'estudi detallat de la funcié i estructura neurologica
mostra diverses alteracions semblants a les presents en pacients amb cirrosi i
encefalopatia hepatica (Beaubernard et al., 1980;Szerb and Butterworth, 1992;Yengue
et al., 2001). Aquest model s’aproxima a la situacié humana, pero té la limitacié que no
permet estudiar una via neuronal ben definida. Les alteracions del comportament en
aquest model son escasses i dificils de monitoritzar. El parametre de comportament
més utilitzat és el ritme circadia d’activitat motora (Coy et al., 1992). Pero aquest és un
parametre inespecific amb un substrat neuronal complex, pel que és dificil relacionar
la funcié neuronal (circuits neuronals de I'hipotalam) i I'expressié de I'alteracid

funcional (ritme dia/nit d’activitat fisica o ritme son-vigilia) (Cordoba et al., 1997).
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La disminucio de I'amplitud del potencials evocats motors que es va observar en rates
amb anastomosi porto-cava reprodueix part de les alteracions de la funcio de la via
motora que s’han descrit en pacients amb cirrosi i encefalopatia hepatica minima
(Cordoba et al., 2003). Les alteracions de I'amplitud corresponen a una disminucié en
I’excitabilitat neuronal (Lewis and Byblow, 2001), el que esta d’acord amb que
I’encefalopatia hepatica es caracteritzi per un predomini del to neuronal inhibidor
(Ahboucha and Butterworth, 2004). L’'explicaci6 més plausible pels trastorns de
I’excitabilitat és que corresponen a trastorns de la neurotransmissid. Donat que el
principal sistema neurotransmissor d’aquesta via neuronal és el glutamat, i que s*han
descrit alteracions de la neurotransmissioé glutamatergica en I'encefalopatia hepatica
(Butterworth, 2001;Monfort et al., 2002), és possible que aquestes expliquin la
disminucio de I'excitabilitat detectada en rates amb anastomosi porto-cava.

El model de rates amb cirrosi i ascites per tetraclorur de carboni s’ha fet servir
ampliament per 'estudi de la peritonitis bacteriana espontania (Runyon et al., 1991).
Aquest model reprodueix les alteracions de la circulacid esplancnica, 'ascites, les
alteracions de la funcié renal, el desenvolupament de translocacié bacteriana i part
dels trastorns histologics caracteristics de la cirrosi hepatica (Lautenschlager et al.,
1982;Llovet et al., 1994;Runyon et al.,, 1994). Aquest model no s’ha utilitzat
préviament per investigar la fisiopatologia de I'’encefalopatia hepatica. Uns dels motius
és la seva important variabilitat, com demostra que mentre un nimero important de
rates morissin abans de |'aparicio d’ascites, altres no arribessin mai a presentar-la. Per
altre banda és dificil avaluar alteracions de comportament. Aquestes rates presenten
una disminucid de la mobilitat deguda a I'ascites i als trastorns musculars que

apareixen per la cirrosi (Picardi et al.,, 1997). Aquestes alteracions no permeten fer
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servir I'activitat motora com un index d’encefalopatia, com es fa servir habitualment
en altres models. No obstant, aquestes rates presenten una avantatge conceptual,
presenten la malaltia hepatica i les alteracions associades a la mateixa que és
responsable dels episodis d’encefalopatia hepatica en humans.

El nostre estudi demostra que les rates amb cirrosi i ascites per tetraclorur de carboni
mostren un increment del temps de laténcia, el que és equivalent a una disminucié de
la velocitat de conduccid motora. El principal factor que determina la velocitat de
conduccié motora és el grau de mielinitzacié de les fibres motores (Magistris et al.,
2003). En pacients amb cirrosi hepatica s’ha descrit una disminucié de la velocitat de
conduccié motora central estimada per estimulacio magnética transcortical, que
millora després del trasplantament hepatic (Cordoba et al., 2003). Aquestes alteracions
es correlacionen amb la preséncia d’edema astrocitari a la via cortico-espinal mesurat
per ressonancia magnetica. Donat que no s’han descrit trastorns del grau de
mielinitzacid en estudis histologics, és possible que I'edema astrocitari ocasioni
alteracions funcionals de la mielina (Lewis and Howdle, 2003;Mendoza et al., 1994).
Les diferencies en les alteracions de la funcié de la via motora entre el model de rates
amb anastomosi porto-cava i cirrosi per tetraclorur de carboni recolzaria que els
elements que ocasionen una disminucié de |'excitabilitat i una disminucié de la
velocitat de conduccié motora sén diferents. En el primer model es va observar una
disminucio de I'amplitud i en el segon model un increment de la latencia. En aquest
sentit, es interessant I'experiéncia en pacients amb cirrosi i encefalopatia hepatica
minima. Els dos parametres es van veure alterats, perdo l'evolucié després del

trasplantament hepatic va ser diferent. Mentre que es va observar una rapida milloria
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de I'amplitud del potencial motor, la laténcia va persistir alterada durant un periode de
temps mes llarg.

Una troballa interessant en el nostre estudi va ser el registre dels potencials motors en
una rata amb cirrosi i ascites que presentava un trastorn del comportament
compatible amb coma hepatic. Coincidint amb el coma hepatic la rata presentava
signes d’infeccio del liquid ascitic (peritonitis bacteriana espontania) al que es va dur a
terme un cultiu i determinacio del liquid ascitic i va sortir infectat per Escherichia Coli,
mentre les altres mostres de liquid ascitic no han sortit infectades.

La peritonitis bacteriana espontania es una causa freqiient d’encefalopatia hepatica en
pacients amb cirrosi. L'estudi neurofisiologic va detectar una disminucié important de
I'amplitud del potencial motor i un increment de la laténcia. Aquestes troballes
recolzen que les alteracions lleus dels potencials motors detectades en rates amb
anastomosi porto-cava i en rates amb cirrosi i ascites son degudes a una forma
d’encefalopatia hepatica lleu (minima).

Un altre observacié de I'estudi és la demostracid que el propofol té un efecte sobre
I’excitabilitat i la conduccié neuronal, tal com s’ha demostrat en altres anestésics. S’ha
demostrat que el deflurane (Haghighi et al., 1996), lisoflura (Haghighi et al.,,
1990;Kawaguchi et al., 1996) i la combinacié ketamina/xilacina (Zandieh et al., 2003)
afecten de forma parcial o total la latencia i I'amplitud dels potencials evocats motors.
En canvi amb propofol a dosis baixes es poden mesurar bé els potencials motors
(Fishback et al., 1995).

Cal subratllar que es va escollir el propofol perque la farmacocinética d’aquest
anestesic no es veu alterada per la presencia d’insuficiencia hepatica, tal com s’ha

demostrat en pacients amb cirrosi (Servin et al., 1990). Una avantatge del propofol és
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que és possible modificar facilment la dosis d’acord a I'efecte anestésic observat. No
obstant no es pot excloure que linsuficiencia hepatica modifiqui els efectes
farmacodinamics. Es coneix bé que en I'encefalopatia hepatica existeix una sensibilitat

augmentada a I'efecte dels anesteésics.

8.2 Desenvolupament d’un métode per estudiar la funcié de la via motora sense
anesteésia

Els estudis previs demostraren que el propofol tenia un efecte sobre els potencials
evocats motors, pel que seria Util poder disposar d’un métode per estudiar els animals
sense anestésia. Aquest va ser el motiu pel que es va desenvolupar un model per a
estudis funcional de la via motora en rata sense anestésia i en lliure moviment. Aixo es
va aconseguir amb la implantacid cronica d’electrodes subcutanis. Un cop el model va
ser finalitzat i per poder-lo validar, es va analitzar I'efecte dels eléctrodes durant un
temps per observar I'estabilitat dels registres i demostrem que durant 3 setmanes els
registres son estables, encara que en el nostre laboratori s’ha pogut mantenir durant
molt més temps els eléctrodes implantats i amb bons registres neurofisiologics. Amb
aquest nou model es va estudiar I'efecte dels 3 anestésics més comuns utilitzats en la
neurofisiologia experimental i es va observar que tant el pentobarbital, la
ketamina+xilacina com el propofol emprats a 3 dosis diferents mostraven un efecte
dosi-depenent sobre la latéencia i I'amplitud dels potencials evocats motors.

El desenvolupament d’aquest metode pot resultar molt Util en models que estudien les
lesions medul-lars. En I'actualitat s’estan desenvolupant una série de tractaments que
es basen en I'Us de la terapia cel-lular amb resultats esperancadors (Erceg et al., 2010).

Un dels problemes que presenten els estudis, que investiguen amb aquest
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tractaments, és la interferencia que poden tenir els anestesics per detectar petites
millories del tractament. En aquest sentit el disposar d’'un métode reproduible a llarg
termini que no precisa d’anestesics, pot resulta de gran utilitat. Un altre aplicacid
d’aquest metode és investigar I'efecte d’anestésics que es fan servir en intervencions
quirargiques que afecten a la via motora. Aquestes intervencions es realitzen sota
anestesia i és necessari monitoritzar la funcio de la via motora per excloure una lesio
sobre la mateixa. En aquest sentit, la seleccié d’un anestesic que afecti poc la funcié de
la via motora permet fer una millor monitoritzacio (Fehlings et al., 1989;Zentner et al.,

1997).

8.3 La medicio dels potencials evocats motors: un métode valid per mesurar
I'encefalopatia hepatica

El tercer estudi demostra alteracions funcionals de la via motora en diferents models
experimentals d’encefalopatia hepatica: a) en un model de fallida hepatica aguda b) en
un model d’encefalopatia hepatica precipitat per lipopolisacarids o per sang al tub
digestiu. En canvi no es va detectar alteracions en un model de fallida hepatica cronica
com és el model de lligadura del conducte biliar.

Les rates amb fallida hepatica aguda manifesten una progressiéo de la malaltia i de
I’edema cerebral de forma molt reproduible (Rose et al., 2000). Els potencials evocats
motors van mostrar una disminucid de I'amplitud i un increment de la laténcia
progressiva en el temps. En aquest model les alteracions ja son presents a les 6 hores
després de la lligadura de l'artéria hepatica. En aquest punt les rates mostren

manifestacions que son dificils de determinar (menor activitat, menor reaccié al dolor).

122



DISCUSSIO

Les rates amb anastomosi porto-cava i amb lligadura del conducte biliar representen
models d’encefalopatia hepatica associats amb fallida hepatica cronica. Les alteracions
en el comportament, representatives de I'encefalopatia hepatica minima, sén molt
lleus (menor activitat motora, alteracions en I'aprenentatge) (Jover et al., 2006). En
aquest estudi, les alteracions funcionals de la via motora estan preservades. Aixo pot
ser degut a que les alteracions en el comportament que son descrites previament
involucren altres circuits neuronals que no pas la via motora propiament dita.

Com les alteracions del models cronics son tan subtils, aguest normalment sén
agreujats amb factors precipitants (Mullen et al., 1997). La idea d’utilitzar aquests
factors agreujants és emular el que passa en la clinica habitual: encefalopatia
secundaria a factors precipitants. Es va observar que la injeccié de lipopolisacarids i
I'administracié de sang al tub digestiu indueixen alteracions reversibles dels potencials
evocats motors. Durant aquest periode els animals mostren manifestacions subtils
d’encefalopatia, similars a les trobades a estadis temprans de la fallida hepatica aguda.
Aquestes manifestacions neurologiques son dificils de reproduir ja que depenen molt
de I'objectivitat de cada assessor, tal i com varem demostrar amb una molt baixa
correlacié utilitzant 3 avaluadors diferents.

El monitoratge dels potencials evocats motors compleix varis criteris que demostren
que és una bona eina per estudiar I’encefalopatia hepatica (van der Staay et al., 2009).
El primer criteri és la reproductibilitat dels potencials evocats motors i que es
demostra en les rates control en les que s’estudia cada 2 hores durant 8 hores,
diariament durant dos dies, o setmanalment durant 6 setmanes. Un segon avantatge
gue té el metode és la validesa aparent del model, ja que les alteracions dels

potencials evocats motors trobades en els animals semblen les trobades en humans,
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on la disfuncié del tracte motor voluntari va en paralllel amb la severitat de
I’encefalopatia hepatica (Andrefsky JC, 1997;Cadranel et al., 2001;Cordoba et al.,
2003). De forma similar els potencials evocats motors mostren: a) alteracions molt
marcades en la fallida hepatica aguda, b) alteracions lleus en model agut a les 6 hores i
en models d’anastomosi porto-cava amb factor precipitant; i ¢) mancanca d’alteracions
en el model cronica de lligadura del conducte biliar que necessita de tests complexes
per determinar les alteracions en el comportament (Jover et al., 2006). Aquestes
troballes indiquen que I'amplitud i la laténcia poden ser utilitzades com a
guantificadors objectius de I'’encefalopatia hepatica experimental.

En tercer lloc, I'estudi dels potencials evocats motors tenen validacié predictiva, ja que
permet una extrapolacié dels efectes dels factors que milloren o empitjoren
I’encefalopatia hepatica en humans. Es va determinar que la hipotérmia, |'Unica
intervencid que té una clara eficacia en el tractament de la fallida hepatica aguda
(Cordoba et al., 1999;Jalan et al., 1999) previngué les alteracions en I'amplitud dels
potencials evocats motors en rates amb fallida hepatica aguda. A més a més, els
registres dels potencials evocats motors sén capacos de detectar els efectes sobre
rates amb anastomosi porto-cava dels factors precipitants com sén la sang al tub
digestiu i/o els lipopolisacarids (Ferenci et al., 2002). L‘administracié de sang al tub
digestiu disminueix I'amplitud i incrementa la laténcia de forma reversible. La injeccio
de lipopolisacarids disminueix I'amplitud dels potencials evocats motors i la
combinacid d’ambdds disminueix I'amplitud i incrementa la laténcia.

La quarta condicié que es demostra amb I'estudi dels potencials evocats motors és que
té validesa de construccio ja que s"acumulen evidencies empiriques sobre les relacions

teoriques que donen suport i fonamenten el concepte de les alteracions funcionals. Hi

124



DISCUSSIO

ha una relacié entre la concentracié en el liquid de microdialisi d’amoniac, glutamat i
glutamina i I'aparicié d’alteracions en els potencials evocats motors, el que esta
d’acord amb les hipotesis que associen I'encefalopatia hepatica amb els efectes de

I’amoniac.

8.4 Edema cerebral en I’encefalopatia hepatica

Les hipotesis actuals proposen que I'encefalopatia hepatica és secundaria als efectes
de I'amoniac i els seus metabolits en el teixit cerebral (Butterworth, 1996). L'amoniac
és metabolitzat cap a glutamina en els astrocits i indueix edema astrocitari (Norenberg
et al., 2005) que causa edema cerebral; i que esta ben documentat en pacients amb
encefalopatia hepatica (Shah et al.,, 2008). Una major sensibilitat per desenvolupar
edema, comparat amb la resta del cervell, s’"ha observat a la via cortico-espinal en
humans i ha estat relacionada amb les alteracions del tracte motor (Cordoba et al.,
2003). En rates amb fallida hepatica aguda es va observar un increment en el contingut
d’aigua cerebral en el tronc de I'encéfal on esta localitzat el tracte motor de la rata.
Aquest increment d’aigua es produeix abans de l'increment en el cortex i és present a
les 6 hores després de la lligadura de l'artéria hepatica, al mateix temps que els
potencials evocats motors s’alteren.

L'observacidé del baix grau d’edema cerebral porta cap a la hipotesi que la disfuncié
neuronal és secundaria a les alteracions metaboliques causades per I'increment del
volum d’aigua en els astrocits (Haussinger et al., 2000). Canvis en els osmolits organics,
com la disminucid de mioinositol, present en rates amb anastomosi porto-cava
(Cordoba et al., 1996) i I'activacié d’aquaporina-4 detectada en rates amb lligadura del

conducte biliar (Wright et al.,, 2010), son interpretades com a mecanismes
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compensatoris que prevenen |'aparicid6 d’edema cerebral i poden explicar la no
aparicié d’alteracions en els potencials evocats motors en aquests models.

La utilitzacid d’un tractament dirigit a baixar I'aigua cerebral podria ser una eina
terapeutica en I'encefalopatia hepatica (Jones and Lavini, 2002). Per aquest motiu es
va estudiar I'efecte del manitol, una droga emprada freqiientment per baixar la
hipertensio intracranial (Jalan, 2003), en rates amb fallida hepatica aguda i es va baixar
el contingut d’aigua en el cervell, pero no es va millorar els potencials evocats motors.
Observacions semblants amb una falta de relacidé entre l'aigua cerebral i el
comportament ha estat publicat en rates amb lligadura del conducte biliar que reben

lipopolisacarids com a factor precipitant (Wright et al., 2010).

8.5 Metabolisme de I'amoniac

En relaci6 amb la hipotesis actual de la implicacid6 de I'amoniac en I'encefalopatia
hepatica, el model d’anastomosi porto-cava després de |'administracié de sang al
tracte digestiu ocasiona un increment d’amoniac i del aminoacids, similars als
observats en pacients que tenen cirrosi i una hemorragia digestiva (Damink et al.,
2009). La diferencia entre tot el teixit cerebral i el liquid de microdialisi és que aquest
ultim indica que podria haver canvis en el compartiment extracel-lular relacionats amb
el metabolisme de I'amoniac que no tenen per que veure’s en el teixit total. Les
alteracions en el potencials evocats motors i els canvis en I'amoniac i els seus
metabolits van en relacié amb la idea que I'amoni podria induir alteracions en la funcié
neuronal. L’amoni podria interferir la neurotransmissidé perqué modifica la
concentracio de glutamat en les sinapsis (Butterworth, 1997) o podria bloquejar la

conduccid dels potencials d’accié en la terminal pre-sinaptica (Raabe, 1990).
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8.6 Noves estratégies terapéutiques: ornitina-fenilacetat

La validesa dels potencials evocats motors per estudiar I'encefalopatia hepatica en
models experimentals permet utilitzar aquesta metodologia per la quantificacié
objectiva del grau d’alteracid motora i per tant ofereix la possibilitat d’investigar els
mecanismes involucrats en la patogénesi de I'encefalopatia hepatica (Guerit et al.,
2009). A més a més, aquesta metodologia permet provar noves estratéegies
terapeutiques o assajar nous farmacs.

Una nova estrategia terapeutica que ha estat proposada per I'encefalopatia hepatica
es la combinacié d’ornitina i fenilacetat. Aquest tractament podria reduir I'amoniac
mitjancant una estimulacié de la sintesi de glutamina i la seva posterior transformacié
en fenilacetil-glutamina, que s’elimina en orina. La combinacié d’ornitina i fenilacetat
ha estat estudiada en models animals de fallida hepatica aguda i cronica. En models de
devascularitzacié hepatica en porcs (Ytrebo et al., 2009) i en rates amb lligadura biliar
(Davies et al., 2009) I'administracié de la combinacid, perdo no pas la d’ornitina o
fenilacetat per separats, va disminuir I'amoniac plasmatic i va atenuar I'edema
cerebral. Ornitina-fenilacetat és una nova formulacié que combina ornitina i
fenilacetat en una sal. Aquesta droga s’esta estudiant la seva farmacocinética i s’esta
estudiant per a esser usada en el tractament de I'encefalopatia hepatica. Experiments
funcionals analitzant els efectes de I'ornitina-fenilacetat aporten dades objectives.

En el model d’insuficiéncia hepatica cronica precipitada per I'administracié de sang al
tracte digestiu se li va administrar ornitina-fenilacetat com a tractament i demostrant
gue a part de prevenir les alteracions funcionals en les rates tractades, també va

demostrar que reduia la concentracid plasmatica d’amoniac. Els mecanismes
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involucrats en la millora del potencials evocats motors venen relacionats amb
Iamoniac i els seus metabolits ja que paral-lelament es produeix un increment de
glutamina com a producte de transaminacié de 'ornitina en glutamat i la formacioé en
glutamina per part de la glutamina sintetasa. | després hi ha una baixada precog
d’aquesta glutamina que s’associa a I’aparicid en orina de fenilacetil-glutamina.

Hi ha altres mecanismes implicats, ja que, I'estequiometria de la reaccié no és directe i
hi ha menys sintesis de fenilacetil-glutamina que el que correspondria a la baixada de
la concentraci6 d’amoniac. Per altre banda [|‘ornitina-fenilacetat redueix la
concentracio d’amoniac i glutamat en el liquid de microdialisi i per tant podria explicar
els efectes beneficiosos de la droga en els potencials evocats motors, ja que evitaria les
alteracions del glutamat en la sinapsi i podria evitar |’accié inhibitoria de I'amoni en la

recaptacio del glutamat (Butterworth, 1997).

128



DISCUSSIO

CONCLUSIONS
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9 CONCLUSIONS

1. Es detecten anomalies funcionals de la via motora en diversos models

experimentals d’insuficiéncia hepatica.

2. Es possible registrar els potencials evocats motors en animals sense anestésia i

en lliure moviment amb un nou metode que implanta eléctrodes subcutanis.

3. El anestésic tenen efectes directes sobre la funcio de la via motora central en la

rata.

4. Les alteracions funcionals de la via motora es relacionen amb els efectes de

I’amoniac en el sistema nervids central, perdo no amb I’edema cerebral.

5. L'estudi dels potencials evocats motors ofereix la possibilitat d’investigar els

mecanismes involucrats en la fisiopatologia de I’encefalopatia hepatica i provar

nous tractaments.

6. Ornitina-fenilacetat té un efecte beneficios en models d’encefalopatia hepatica

probablement pels seus efectes sobre el metabolisme de [I'amoniac.
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10 MATERIAL | METODES

10.1 Animals

Pels estudis s’han fet servir rates Sprague Dawley del genere mascle (Harlan, Barcelona
i Udine) Les rates estaven estabulades en gabies de policarbonat i mantingudes a
temperatura constant de 22 °C amb un cicle de llum/foscor de 12/12 h. Se’ls
administra una dieta estandard de manteniment A04 i aigua de beguda ad libitum. Una
vegada estaven implantats els electrodes les rates es van engabiar de forma individual

per dificultar la perdua dels electrodes i les lesions en les rates.

10.2 Model animals emprats

10.2.1 Models animal d’anastomosi portocava

Per la realitzacio del model de anastomosi portocava s’ha seguit el protocol de Lee,
S.H. and Fisher, B. (Lee and Fisher, 1961) amb petites modificacions. La cirugia es
realitza amb isofluora, un anestésic general administrat per via inhalatoria en una dosi
d’induccid del 5% amb un flux de 1000cc/min i amb una fase de manteniment de 1-3%
d’isofluora amb un flux de 1000cc/min.

La intervencié quirdrgica consisteix en la realitzaci6 de una laparotomia mitja.
S’identifica la vena porta i se I'ailla de l'artéria hepatica i del conducte biliar. Es
procedeix a ocluir la vena amb una pinca hemostasica i posteriorment es realitza una
lligadura amb seda 4/0 el més a prop del fetge possible. A continuacio es secciona la
vena porta i s’encara a la vena cava. Es realitza una oclusié amb pinca hemostasica de
la vena cava inferior per sota i per sobre de les venes renals amb una pinga de Satinski.

Sota microscopi s’obre un ullal a la vena cava i s"anastomosa amb la vena porta amb
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una sutura continua de prolene 7/0 (figura 2). Es lliura la pinga hemostasica de la vena

cava i es confirma la circulacid correcte de sang i I'abséncia de lesions intestinals.

Venes Hepatiques VVenes Hepatiques

Artéria Hepatica
Arteria Hepatica

Vena Porta

Figura 12: esquema de la cirurgia de derivacid portosistemica

Es procedeix al tancament de la cavitat abdominal amb una sutura amb punts aillats
per evitar que es puguin obrir. Es fa un seguiment de I’evolucié de I'animal segons les
pautes de seguiment establertes. Durant la intervencié es manté la temperatura

corporal de la rata amb una manta térmica a 37 2C.

La intervencio ficticia consisteix en seguir un protocol similar de cirurgia (laparotomia,
aillament de la vena porta i oclusid vascular de la mateixa), perd no es realitza

I’anastomosi portocava, sind Unicament que es pinga la vena porta durant 15 minuts.

10.2.2 Model animal d’insuficiéncia hepatica aguda
El model d’encefalopatia hepatica aguda per cirurgia (sense utilitzacio de toxics) que
s’utilitza és la rata ja que la realitzacio d’una anastomosis portocava i una lligadura de

I’arteria hepatica a les 24 h només s’ha pogut realitzar en rates.

133



MATERIAL | METODES

Per la realitzacié del model d’insuficiencia hepatica es realitza una anastomosis
portocava i a les 24 hores es fa una lligadura de l'artéria hepatica amb seda 4-0.
Aquests animals desenvolupen la malaltia fins que cauen en precoma (quan I'animal
perd el reflexe d’aixecar-se) a les 10-12 hores. Els animals entren en coma (quan ja
perden el reflexe pupilar) 14-16 hores. En aquest model d’encefalopatia hepatica
aguda els animals se’ls ha de controlar la temperatura durant tot I'experiment amb
mantes térmiques aixi com la glucémia per evitar tenir un coma hipoglucemic. Es
mirara la glucemia i la temperatura cada 45 minuts i es mantindran dins dels

parametres basals.

10.2.3 Model animal de cirrosi per tetraclorur de carboni

Per aguest model s’ha seguit el protocol desenvolupat per B. Runyon (Runyon et al.,
1991) amb algunes modificacions (Lorenzo-Zuniga et al., 2003). Essencialment
consisteix en I'administraciéo de 1.5 mmol/L de fenobarbital a I'aigua de beguda (ad
libitum) conjuntament amb tetraclorur de carboni 20 pL/kg/setmana amb una mica
d’aigua per gavage (Popper and Sons, New Hyde Park, NY). S’inicia I'administracié del
tetraclorur de carboni quan el pes dels animals arriba a 200 grams, i el temps que
triguen en arribar-hi només prenen en fenobarbital de I'aigua de beure.

Entre les 8 i les 14 setmanes d’administrar el tetraclur de carboni apareix ascitis. Un
cop apareix ascitis es realitzara a la extraccié setmanal de liquid ascitis (1 cc) amb una
agulla de 25-gauge de 15 mm de llarg i de sang de la cua (250 mcl) per examens

posteriors.
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10.2.4 Model animal de lligadura del conducte biliar

El model de la lligadura del conducte biliar (BDL) és un model ce cirrosi biliar
secundaria. Es un model que s’ha realitzat principalment en rata, ja que aquesta
especie es caracteritza per no tenir vesicula biliar, i per tant la fa especialment
apropiada. La intervencid consisteix en fer una laparatomia de I'animal i dissecar el
conducte biliar del greix adjacent, i es prepara una lligadura, es punxa en direccié al
fetge amb una agulla de 30G 0,1 mL/kg de formalina ja que la formalina es esclerosant
i per tant el conducte biliar s’esganxa i no permet que es formi un biloma o bola de
bilis que si es rebenta pot provocar una peritonitis. Es fa la primera lligadura
rapidament i neteja el possible liquid que hagi sortit. Es fa una segona lligadura i es
talla entre els dos nusos per evitar la repermeabilitzacié. Per millorar la supervivencia
de les rates BDL es realitza tractament profilactic (vitamina K).

En el grup de rates amb cirurgia ficticia (sham) es fa el mateix procediment pero no es

realitza la doble Iligadura ni la injeccié de formalina

10.3 Meétode neurofisiologic

Varem desenvolupar una nova metodologia basada en la implantacié cronica
d’electrodes per realitzar registres neurofisiologics en rates sense anestesia. Aquesta
metodologia esta basada en una modificacié d’'un model anterior (Schlag et al., 2001).
La principal diferéncia en el nostre metode és la implantacid d’eléctrodes subcutanis
enlloc d’utilitzar agulles per I'estimulacié o registre dels potencials evocats motors.
Localitzacié dels electrodes

Després de molts assajos previs amb diferents eléctrodes, al final utilitzem uns

eléctrodes utilitzats en cardiologia pediatrica (Medtronic 6492 Model Unipolar
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Temporary Atrial Pacing Lead, Denmark). Aquests electrodes consisteixen amb un
eléctrode amb cable multifilament conductor aillat. A I'extrem distal té un fil blau
monofilament helicoidal amb una agulla corba a I'extrem que permet la insercio i
fixacid en el teixit. La part helicoidal del fil s’insereix en el teixit (muscul o teixit
subcutani) amb una traccié suau de I'agulla. Un cop 'eléctrode esta fixat dins del teixit,
es realitza un nus amb el monofilament blau i I'agulla es retira del teixit. L'electrode té
un diametre de 0,6 mm amb una superficie de 5.0 mm?. Aquest petit diametre i la alta
flexibilitat dels eléctrodes permeten una bona tolerancia i una minima lesié traumatica
durant la implantacidé. A I'extrem proximal té un pin connector (mascle) de 0,86 mm
gue es connecta a l'electromiograf. La connexié es realitza a través d'un cable
especificament dissenyat de 0,5 m de llarg (Medtronic, Dinamarca) que té un
connector femella en un extrem i un connector touchproof a I'altre extrem. Aquest
connecta a l'electromiograf. Sis electrodes subcutanis s’implanten sota anestesia
(isoflura). Pel registre del Potencial d’accié motor compost (CMAP), un electrode
s'implanta en el muscul tibial anterior (catode) i un s’implanta a 'empenya (anode).
Per induir els CMAP després de I'estimulacid nerviosa periferica, un eléctrode
s'implanta al muscul (catode) i 'altre de forma subcutania (anode), els dos prop del
nervi ciatic. Per la induccid del potencials evocats motors (MEP) després de
I’estimulacidé central, un eléctrode s’'implanta sota de la barbeta (anode) i un cargol
cranial s’utilitza com a catode. Com a terra, un electrode s’implanta subcutaniament a
la regidé lumbar. Cada extrem de cada eléctrode es passa amb un trocar per sota la
pella fins a I'esquena de la rata i s’identifica amb una cinta de color. Els extrems dels

eléctrodes s’exterioritzen un es cusen a I'esquena de la rata de forma conjunta evitant
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gue es toquin entre ells per evitar interferencies. La implantacio es dur a terme sota

cirurgia neta. La ferida es cuida cada 2-3 dies amb povidona iodada.

10.3.1 Cargol cranial

El cargol cranial s'implanta com a catode per estimular els potencials evocats motors.
Per aquest proposit els animals s’anestesien amb isoflura i el cap de la rata es fixa en
un banc d’estereotaxis (Kopf Instruments, California, USA). Es fa un forat a la calota
amb una trepant (Dremel, Madrid, Spain) amb una broca de 1.1 mm de diametre (Ref:
505.111 Panoptica, Barcelona, Spain); es fa el forat evitant perforar la dura del cervell.
El cargol que s’implanta és d’acer inoxidable, un llarg de 10 mm, un diametre de 1,4
mm i un cap de 2,8 mm (Ref: 00.028 Panoptica, Barcelona, Spain). El cargol cranial es
posiciona entre 1-2 mm posterior al punt craniometric lambda a una profunditat de
1,5mm i es fixa amb ciment dental. La connexioé del cargol cranial amb I'electromiograf
es fa un cable on a un extrem hi ha una pinga de cocodril per agafar el cargol i a 'altre

extrem un connector touchproof per connectar a I’electromiograf.

10.3.2 Registres neurofisiologics

Durant els registres neurofisiologics, les rates estan lliure en les seves gabies. Els cables
de I'electromiograf estan connectat a I'animal sense que aquest pugui treure-se’ls.

Els MEP s’indueixen amb I'electromiograf (Medtronic Keypoint Portable, Dinamarca).
La franja de pas del registre dels potencials evocats motors és de 2Hz to 10KHz. Durant
I'experiment, la duracio del pols és de 0,1 ms. Els registres s’inicien registrant la
maxima amplitud del potencial periferic (CMAP). Aquest s’aconsegueix estimulant el

nervi ciatic amb Unic estimul a intensitat supramaxima. A I'hora de registrar el
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potencials evocats motors, s’estimula a intensitats creixents a nivell del cargol cranial

fins que I'amplitud del potencial és maxima encara que continuem incrementant la

intensitat. Amb la intensitat determinada, es fa la mitja de 4 potencials registrats a

intensitat supramaxima. L'amplitud i la laténcia es calculen segons la definicid

estandard (figure 14).

Les latencies del CMAP de del MEP s’expressen en milisegons (ms) i I'amplitud en

milivolts (mV). Per estandarditzar els resultats els MEP s’expressen com a ratio del

registre periféric MEP/CMAP (%).
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Figura 13: exemple de registre neurofisioldgic amb un registre del potencial evocat

periféric (CMAP) que s’utilitza com a control i de potencials evocats motors després de

I’estimulacid central que incrementen la seva amplitud fins a llindar supramaxim.
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Les variables neurofisiologiques estudiades sén:

e Latencia: correspon al interval de temps entre estimulacio e inici de la
ona positiva del potencial motor. Es mesura en milisegons (ms). Es un
index de la velocitat de conduccié neuronal.

e Amplitud: correspon a 'alcada de la ona positiva del potencial motor. Es
mesura en milivolts (mV) i s’expressa en % respecte a I'amplitud del
potencial motor induit amb estimul del nervi periferic. Per tant la
variable amplitud es mostra com a amplitud potencial motor/amplitud
potencial nervi periféric * 100. Aquesta variable es un index del nombre
de neurones que es despolaritzen amb I'estimul eléctric i depén del grau

d’excitabilitat.

cMAP ’_H_ =

MEP

Figura 14: Metode de quantificacié de I'amplitud (mV) mesura |'alcada de I'ona del
potencials entre els nimeros 2 i 3; la laténcia mesura la velocitat de conduccid (ms) i

es calcula entre els nimeros 1 2.
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10.4 Manifestacions neurologiques

Per estudiar si els animals tenien alteracions funcionals tal i com les podiem detectar
nosaltres amb neurofisiologia varem fer una monitoritzacié testant 13 diferents
reflexes on s’incloien entre d’altres dolor, reaccid, posicio i reflex corneal similar al
publicat per () (Zimmermann et al., 1989) (el reflex pupil-lar no es va analitzar ja que
I'estudi el varem realitzar amb 3 diferents assessors amb un experiment a cegues
segons el grup que pertanyia I'animal. Per cada reflex que tenia I'animal, 1 punt se li

atorgava en el temps especific d’analisi.

10.5 Mesura de I'aigua

Per determinar I'aigua en el teixit nervids central es va mesurar utilitzant una columna
amb un gradient de densitat de kerose-bromobenze en un tub de 100 mL precalibrada
amb K,SO, (Marmarou et al., 1978). De cada animal, sis mostres de cortex (substancia
gris) i del tronc de I’encefal (substancia blanca) d’ aproximadament 1 mm?® es
submergeixen delicadament en el fluid i al cap de 2 minuts es determina el punt
d’equilibri del gradient de la columna i es fa una mitja dels sis trossets. La densitat
especifica del teixit es va calcular i els resultats s’expressen en % d’aigua present en el

teixit.
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10.6 Microdialisi cerebral

Per a realitzar la microdialisi cerebral en el cortex prefrontal de I'animal, aquest es va
anestesiar amb isoflura, i es va col-locar en el banc d’estereotaxi (Kopf Instruments,
California, USA). Es va realitzar una incisid a a pell del cap i es va fer un forat a la calota
amb una broca de 1,1 mm de diametre (CMA/microdialysis, Stockholm, Sweden). Sota
el microscopi es perfora la dura per evitar lesionar el teixit cerebral amb la guia alhora
gue s’evita la perforacié de vasos sanguinis. La canula guia intracerebral de plastic
siliconitzat (CMA-12) es va introduir pel forat realitzat a la calota a una profunditat
determinada (coordenades: +3,2 mm sagital, -1,5 mm lateral i -2,5 mm de profunditat
relatiu al punt craniomeétric Bregma basat en d’atlas de Paxinos i Watson. La guia es
fixa amb dos cargols petits i amb ciment dental i es tanca amb la guia dummy. Es va
cosir la pell i es van deixar recuperar els animals 24 hores a les seves gabies

respectives.

Després de les 24 hores de recuperacio es va retirar la guia dummy i es va canviar per
la sonda de microdialisi (CMA-12; 2 mm de llarg, 0,5 mm de diametre) que es va inserir

suament.

El sistema utilitzat va ser CMA/microdialysis (Stockholm, Sweden). Les rates s’engabien
en bols de microdialisi per permetre el seu lliure moviment (CMA-120). La bomba de
microinjeccié CMA-400 es va determinar a un flux de 2uL/min. El liquid cerebroespinal
artificial es va preparar cada dia d’experiment amb aigua desionitzada i filtrada (NaCl

145 mM, KCI 3,0 mM, MgCl2-6H20 1 mM, CaCl2-2H20 2,26 mM- pH de 7,4)
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Les mostres de microdialisi es van col-lectar en fraccions de 30 minuts a través del
col-lector de fraccions CMA-142. Les fraccions es van congelar a -802C fins al seu

analisi.

10.7 Mesures bioquimiques
L'amoniac es va determinar de forma rutinaria amb un analitzador Cobas Integra

(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) per metodologia colorimeétrica estandard.

Els aminoacids varen ser determinats per reverse phase-high performance liquid
chromatography (HPLC) amb un gradient de solvents binari a 502C amb els derivats de
feniltiocarbamilat. La deteccié espectrofotometrica a 254nm. Abans de la
cromatografia es va afegir a les mostres un estandard intern (norleucina) i les mostres
es van desproteinitzar per ultrafiltracié i es van derivar amb fenillisotiocianat

(metodologia Pico-Tag) (Waters, Milford, MA, USA).

10.8 Metabolits cerebrals

La ressonancia magnetica espectroscopica es va fer en un iman de 9,4 T amb una
interfase AVANCE spectrometer (Bruker, Wissembourg, France) amb una sonda per *H.
Préviament es van extreure els metabolits tal i com es descriu a (Barba et al., 2007) i es
van dissoldre en 600 mL d’aigua deuretada. La espectroscopia de proté es va obtenir a
través de la seqiiéncia WATERGATE (spun rotors = 20 Hz. T2eff = 59s, 64 scans, 302C).
Les arees de cada metabolit es van mesurar per integracié utilitzant el programa
XWNNMR (Bruker, Wissembourg, France) i es comparaven amb la area del TSP (Sigma-

Aldrich GmbH, Steinheim, Germany que es va afegir com estandard intern.
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Figura 15: espectre dels metabolits detectats per ressonancia magnética

espectroscopica

10.9 Metodologia per a mesurar Fenilacetat i Fenilacetil-glutamina

Reactius: Acid fenilacétic, acid fenilbutiric i acid formic obtinguts a Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA) i fenilacetil-glutamina a Synfine (Richmond Hill, ON,Canada ).
Estandard intern deuterat (N-(fenil-d5-acetil)-L-glutamina) (d5-FAGN )obtingut a CDN
isotopes (Pointe Claire, QB, Canada). LC-gradient de metanol (Merck, Darmstadt,
Germany) i aigua Milli-Q. Ultrafiltres (>10000 dalton) de Millipore (Billerica, MA, USA).
Preparacio de mostres i estandard: la corba de calibracié es prepara diluint la solucid
stock de cada estandard amb un pool de solucié de plasma o orina ultrafiltrada com
una matriu, s’afegeix metanol 0-65 UM amb aquest rang de concentracié i afegint N-
(fenil-d5-acetil)-L-glutamina com estandard intern (10.5 uM al final), en tubs conics de
platic de centrifuga; ii.plasma: 100 pl de plasma es barregen amb d5-PAG (com

estandard) i s’ultafiltra (10000g x 30min); iii.orina: 100 ul centrifugada i diluida 1/10
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amb metanol, vortexat i centrifugat de nou (1100g x 10min); 100 ul del sobrenedant es
dilueix 1/3 amb 100 pl de metanol i d5-PAGN (com estandards) i ultrafiltrat.

Liquid de cromatografia — tandem espectrometria de masses: I'equip consisteix en un
modul de separacié UPLC (Waters, Milford, MA, USA) acoplat a un Xevo TQ sistema
d’espectrometria de masses amb el software Mass Lynx (Waters, Manchester, UK). La
columna analitica Acquity UPLC HSS C18 (2.1 x 100 mm). L’elusié de la mostra es
realitza per 3 min a la fase mobil linear que consisteix en 40% del solvent A (metanol) i
60% de solvent B (1% d’aigua amb acid formic), canviant a 80% de solvent A i 20% de B
de 0-2 min, tornant a 40% solvent A/60% B del 2-2.1 min i equilibrat amb aquestes
condicions durant 2.1-3 min. 5 pl de sobrenedant de les mostres s’injecta dins del
sistema i la temperatura de la columna es manté a 402C. Condicions per I'analisi de
I’espectrometria de masses: el mode de ionitzaciod era electroesprai negatiu (ESI-); el
voltatge capil-lar de 3kV; el gas de desolvatacid escalfat fins 4502C i alliberat a un flux
de 1100 L/h.; el flux de conus (argd): 0.15 mL/min. Les transicions MRM s’optimitzaren
a les condicions: temps de dwell: 0.073 s. FAGN: i6 precursor 263 (m/z), i6 producte
145 (m/z), voltatge de conus 30 V, energia de col-lisié 15 eV; FA: ié precursor 135
(m/z), i6 producte 91 (m/z), voltatge de conus 20 V, energia de col-lisié 10 eV; d5-
FAGN: i6 precursor 268 (m/z), i6 producte 145 (m/z), voltatge de conus 30 V, energia

de col-lisié 20 eV.
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