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1. HIPERAMONEMIA Y  ENCEFALOPATIA  HEPATICA.
ALTERACIONES NEUROLOGICAS ASOCIADAS

1.1.Metabolismo y toxicidad del amonio

El amonio es un compuesto derivado del metabolisitnogenado y se
produce en todas las células del organismo comaltads de la
degradacion de aminoéacidos, nucledtidos y otrospoestos nitrogenados.
En solucién acuosa el amoniaco (§)lide encuentra en equilibrio con el ion
amonio (NH"). A pH fisiolégico la reaccion estd desplazadaianda

formacion de NH'":
NH3 + Hzo g NH4+ + OH

El NH; es un gas capaz de atravesar libremente las meastcalulares.
Sin embargo, el ion N necesita transportadores para atravesarlas, como
los que se han descrito en higado y cerebro (Agnl8bleimani, 1997;
Ramirezet al, 1999; Marcaggi y Coles, 2001; Weiner, 2004).

El amonio tiene un papel fundamental en la honasastel nitrogeno,
participando en la sintesis de importantes compsaegara el organismo
como la glutamina o el glutamato. No obstante,recentraciones en sangre
y cerebro elevadas, resulta toxico produciendoaaienes funcionales en el
sistema nervioso central (Gerok y Haussinger, 18@fipo y Butterworth,
2002). Asi pues, en condiciones fisiologicas, logeles de amonio en

sangre £ 100 uM en humanos= 150 UM en rata) y en cerebro son
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estrictamente regulados por distintas reaccionegrantienen el equilibrio

entre su formacion y su eliminacion.

En mamiferos, la formacion de amonio esta catdizarincipalmente
por las enzimas (i) glutamato deshidrogenasa, dliltaminasa y (iii)

enzimas del ciclo de los nucleétidos de purina:

(i) Glutamato deshidrogenasse localiza principalmente en higado y en

cerebro
Glutamato + NAD (P)+ H,O «> a-cetoglutarato + NAD (P)H + Ni# H

(i) Glutaminasase localiza principalmente en higado, rifion,stite y
cerebro. En cerebro es abundante en las termirecginapticas de
las neuronas glutamatérgicas, participando en ab @lutamato-

glutamina (Figura 1).
L-Glutamina +H,0 — L-glutamato +NH;

(iif) Enzimas del ciclo de los nucleétidos de pasnson especialmente

abundantes en musculo y cerebro. Parecen ser szdpes de la
generacion de una fraccién importante del amoniebral (Schultz
y Lowenstein, 1978):

AMP + HO — IMP + NH;

Aspartato + GTP + 0 — Fumarato + GDP + N+ Pi
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Neurona
| Presinaptica

LCR, Sangre

L-glutamina

/lGlummmasa =
L-glutamina

L—glutamato Astrocito .
NH; ADP :

Glutamina sintetasd
L glutamato L-glutamato L-glutamato ATP
b L -glutamato

2 ANMPA
‘-19
-

I/

NMDA

(Neurona Postsindptica

Figura 1. Ciclo glutamato-glutamina. El glutamato es liberado a la hendidura
sinaptica por la neurona presinaptica. Para elataxcesiva activacion de sus receptores
ionotrépicos (NMDA, AMPA, Kainato), el glutamato eapidamente eliminado de la
hendidura sinéptica por transportadores de gluanwmalizados tanto en los astrocitos
circundantes como en las neuronas. El astrocitirfroea amonio al glutamato mediante la
glutamina sintetasa formando glutamina. Esta glitamliberada por el astrocito, es
captada por las neuronas donde se transforma &anglto y amonio por la accion de la
glutaminasa. El glutamato se incorpora en vesicslaépticas que seran liberadas de
nuevo a la hendidura sinaptica.

En los animales ureotélicos, incluidos los sergsdnos, el amonio es
eliminado principalmente en el higado, a travésca#b de la urea (Figura
2). Mediante este ciclo el amonio se incorporarea,ua cual se excreta por

la orina.
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Figura 2. Ciclo de la urea.En la mitocondria la carbamil fosfato sintetasa (1)
incorpora el amonio al carbamil fosfato. Este sentioa con la ornitina formando
citrulina mediante la ornitina transcarbamilasa E2) el citoplasma la citrulina reacciona
con el aspartato via argininosuccinato sintetagafdBnando argininosuccinato. La
argininosuccinasa (4) cataliza la ruptura de angisiiccinato en fumarato y arginina. El
fumarato puede reconvertirse en oxalacetato eiclel de Krebs y regenerar aspartato.
La ruptura de la arginina catalizada por la argin&} origina ornitina y urea. La urea es
secretada del higado a la sangre y eliminada emifa. La ornitina se regenera para
comenzar un nuevo ciclo en la mitocondria

En otros 6rganos, como cerebro y musculo, queosegn el ciclo de la
urea, el amonio es detoxificado esencialmente aaylutamina sintetasa.
Esta enzima tiene un papel muy importante en & nervioso central
donde se localiza en los astrocitos (Martinez-Hedea et al, 1977,
Norenberg y Martinez-Hernandez, 1979), participando el ciclo
glutamato-glutamina entre astrocitos y neuronaguf@a 1). La glutamina
sintetasa incorpora el ion amonio al glutamato #ordo glutamina en una
reaccion que consume ATP.
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Glutamato + NH + ATP — Glutamina + ADP + Pi

La glutamina formada se libera al torrente sarguipermitiendo el
transporte del amonio en forma no toxica desdesedtganos hasta el
higado, donde la glutamina es escindida por laaglitasa, formando

amonio que se eliminara a través del ciclo deda.ur

Cuando existe fallo hepatico, la detoxificacioh almonio no se lleva a
cabo correctamente y se elevan sus niveles enesgrogirebro. El estado de
hiperamonemia en el organismo dafia la funcién cakelproduciendo
buena parte de las alteraciones neuroldgicas fessem el sindrome de

encefalopatia hepatica crénica (ver apartado }.2.2.

Los niveles elevados de amonio alteran la tranéminaptica. Una de
las razones es que el tamafio y la carga i6nichlidgl en soluciéon acuosa
es muy similar al ion potasio { por lo que muchos enzimas y canales
idnicos que utilizan Kpueden utilizar también N Por ejemplo, el NI
puede sustituir al Ken la actividad de la ATPasa intercambiadora d& Na
K™ en neuronas (Moser, 1987). Esta enzima tiene pelgsencial en el
mantenimiento y control del potencial de membrananeuronas, y por
tanto en la despolarizacion/repolarizacion de lanbrana celular y en la
transmision sindptica. Alteraciones en la funci@n la ATPasa N4 K*
juegan un papel importante en los efectos pataddgite la hiperamonemia

aguda a concentraciones altas de amonio (Kosen&ly 1994).

Por otro lado, el ciclo glutamato-glutamina erdstrocitos y neuronas
(Figura 1) es el principal mecanismo por el queese&la el neurotransmisor

glutamato. Por tanto, este ciclo es esencial paaatener un correcto
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funcionamiento de la neurotransmision glutamatérgkel amonio tiene un
papel importante en este ciclo y el aumento de @rnem hiperamonemia

afecta su funcion en algunas circunstancias.

1.2. Encefalopatia hepatica cronica

La encefalopatia hepatica (EH) es un sindrome opsiguiatrico
complejo, que se puede presentar en pacientesnéermedades hepaticas
cronicas 0 agudas. Se caracteriza por una prograftieracion de funciones
cognitivas, motoras y del suefio como consecuenaidatio hepatico y
puede progresar en diferentes estadios hasta eh goma muerte. Los
mecanismos que conducen a las alteraciones neioaddgn la EH todavia
no estan bien establecidos pero comienzan a item§é en modelos
animales (De Florat al, 1996; Erceget al, 2005a; 2005b; Caukt al,
2006; 2007a; 2009b; Agusdt al, 2011)

La EH clinica se clasifica en 3 tipos: A, B y Cimrciet al, 2002)

 EH tipo A EH aguda, suele ocurrir en el marco de un fadpatico
fulminante con necrosis masiva del higado y un&aiprogresion de
los sintomas. Entre las causas cabe destacargastisevirales agudas,
intoxicacion por paracetamol o por las reacciorgissincrasicas a
farmacos. Puede ser reversible o conducir a la tmu&t grado de
mortalidad en la EH aguda es muy elevado y se ftebaentemente a
un aumento de la presion intracraneal como conse@uee un edema

cerebral.
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» EH tipo B EH cronica, por derivacion porto-sistémica sifeemedad
hepatocelular intrinseca. Se han descrito mucha®scantre la
poblacion japonesa (Watanabe, 2000). Existen dmdmas porto-
sistémicas espontaneas, como la causada por lauahéh de la vena
porta extra-hepatica (EHPVO). Es una causa comuiigertension
portal en nifios (Yachhat al, 1996). Estos pacientes presentan flujo
sanguineo hepatico reducido, concentraciones deniamen sangre
aumentadas, la relacion glutamina/creatinina auadkeny en ocasiones
anastomosis porta-cava espontanea. También puigileaorEH tipo B
la ausencia congénita de vena porta aunque esfpaeente. En este
caso los pacientes presentan una malformacionrdefque las venas
mesentéricas drenan su sangre directamente acldacion sistémica
(Grazioli et al, 2000). Normalmente se detecta cuando son nifius y
porque presenten encefalopatia sino porque la donhepatica esta
dafiada. A medida que crecen y llegan a la edadaadelsarrollan

encefalopatia y dafio hepatico y renal (Wojcetkal, 2004).

« EH tipo C EH cronica, asociada a cirrosis hepatica e repsion
portal. Es la mas frecuente. También genera deonas porto-
sistémicas como consecuencia de enfermedades asoéda higado,
generalmente cirrosis, con una apreciable derivag@la sangre portal
a la circulacion sistémica (Encefalopatia Porta€amsca, PSE). Se
pueden producir episodios de EH clinica como carssita de
determinados factores desencadenantes (hemorragestida, alta
ingesta de proteinas, estrefiimiento, infeccionjo€spisodios de EH

son habitualmente reversibles cuando el factor mbeskenante es
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eliminado. La derivacion porto-sistémica también realiza en los
hospitales para tratar problemas como la hemorradjgestiva

secundaria a ruptura de varices esofagogastrinasgamplicaciéon muy
frecuente y severa de los pacientes con cirropatioa e hipertension

portal.

La EH es un factor predictivo de mortalidad enpasientes cirroticos.
Se estima que 3 afios después del primer episodinadalopatia clinica la
mortalidad es del 60-80%.

Las encefalopatias hepaticas de tipo B y C puegenclinicamente
evidentes €ncefalopatia hepatica clinitao no encefalopatia hepatica
minimg. La encefalopatia hepatica clinica se clasifitdares formas segun
el patrén temporal de su manifestacion: ocasiaealrrente y persistente.
La EH ocasional esta caracterizada por un episodio de alteracion
neuropsiquiatrica debido a un factor desencadenagémeralmente no deja
huellas en los pacientes en términos de alterasiendos test psicométricos
y del electroencefalograma (EEG). La Eekturrente se caracteriza por
episodios multiples de encefalopatigercalados por periodos en los que la
situacion neuroldgica del paciente es aparentemeatmal. Y la EH
persistentese caracteriza por alteraciones neuropsiquiatrisagdentes y
continuas, aunque de duracion variable en el tieyngparece sin una clara

causa desencadenante.

Ademas de los 3 tipos de EH clinica mencionadeistee una forma

temprana mas leve denominada encefalopatia hepdticama (EHM).

Pacientes sin signos evidentes de EH clinica pugdesentar diversos
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déficits cognitivos (percepcion visuo-espacial,naién, concentracion) y
motores que no son detectables en un examen ngigmiditinario pero se
ponen de manifiesto cuando se realizan tests péitmos o
neurofisiolégicos adecuados. Este tipo de EH semaraba encefalopatia
hepatica subclinica o latente, términos que hao sekmplazados por
encefalopatia hepatica minima (EHM) (1993; Lockwd2@D0; Schomerus
y Hamster, 2001; Ferenet al, 2002; Amodicet al, 2004; Romero-Gomez
et al, 2007). La EHM disminuye la calidad de vida depasientes (Slowik
et al, 2001), aumenta el riesgo de padecer accidertiesalas, domésticos
y de trafico y predispone a sufrir EH clinica. Usr50% de los pacientes
adultos con cirrosis hepatica presentan EHM (denalw al, 2003;
Minguezet al, 2006; Sharmat al, 2008; 2009).

A nifios con EHPVO se les realizO una bateria deteSts
neuropsicolégicos para medir la memoria, entenditoigerbal, aprendizaje
de nombres y cifras, etc. El 41% de los nifios mtéseEHM (Yadavet al,
2010).

Se ha descrito que el 50% de los pacientes co®ticon EHM

desarrollan EH evidente durante los siguientes €eséyen y Liaw, 1990).

Con la finalidad de detectar y valorar la EHM s llegado a un
consenso en el uso de pruebas psicométricas, isel@cdo como tests de
referencia la bateria PHE®dychometric Hepatic Encephalopathy Sgore
(Weissenborret al, 2001).
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1.2.1 Contribucién de la hiperamonemia a la encefalopatidepatica

cronica

Existen evidencias tanto experimentales comoacafiue indican que
la hiperamonemia es el principal factor responsal@elas alteraciones

neurologicas presentes en la encefalopatia hepatica

1. Los tratamientos clinicos que son eficaces en leers&n de las
alteraciones neuroldgicas en pacientes con EH eendirigidos a
disminuir los niveles de amonio por: reduccién ddngesta proteica,
control de la flora bacteriana intestinal produatate amonio, y
acidificacion del pH en el intestino y colon (cactulosa, etc) para
mantener el amonio en la forma protonada y redsicitransporte al

torrente sanguineo.

2. Los agentes desencadenantes de la EH (ingestacprotemorragia
gastrointestinal,...) en los pacientes cirréticaan vasociados a un

aumento de los niveles de amonio.

3. El funcionamiento del higado en deficiencias coitgéren enzimas del
ciclo de la urea es normal excepto en la detoxificade amonio por
incorporacion en urea. Las restantes alteraciosesiadas al fallo
hepatico no estan presentes en estos pacientesobblante, estos
pacientes muestran encefalopatia similar a la Edt gravedad va en
paralelo con el incremento de los niveles de amgr@duracion de la

hiperamonemia neonatal (Msall al, 1984).

4. En modelos animales, la hiperamonemia crénica allo fhepatico

reproduce muchas de las alteraciones metabdli@soquimicas vy
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neurologicas presentes en fallo hepatico como aaitames del ritmo
circadiano, disminucion en la capacidad de aprejeliy alteraciones

motoras.

Existe una buena correlacion entre la gravedad ade sintomas
neurologicos en los pacientes y la concentraciteriatr de amonio que

presentan (Clemmesen al, 1999).

La neuropatologia que se manifiesta en la enceftibbphepatica
coincide con la que se observa como consecuende eeosicion del

cerebro a niveles altos de amonio:

« Tanto en EH aguda como en la exposicion aguda anianmos
astrocitos aumentan su volumen provocando edenebredr Esta
complicacion se presenta en pacientes con sindromes
hiperamonémicos agudos (fallo hepatico agudo, sinerde Reye,
enzimopatias congénitas del ciclo de la urea, gtsg correlaciona
con los niveles de amonio alcanzados en esos pesi@@lemmesen
et al, 1999).

» Tanto en EH cronica como en la exposicion créniGamanio los
astrocitos sufren alteraciones morfologicas y fonales similares,
apareciendo los denominados astrocitos de Alzheiiperll. Estas
alteraciones se observan en pacientes con fallatioepcronico asi
como en pacientes con hiperamonemia cronica detkada
enzimopatias congeénitas del ciclo de la urea (Mathay

Butterworth, 1997), en ratones con hiperamonemdudita por

-11 -



INTRODUCCION

inyeccion de ureasa (Gibse al, 1974) y en cultivos de astrocitos

expuestos a amonio (Norenberg, 1987).

Todos los datos anteriores apoyan que la hiperamiangiega un papel

esencial en el desarrollo de la EH.

1.2.2 Alteraciones neurolégicas en encefalopatia hepaticadnica

La encefalopatia hepatica cronica se desarroléaneente y puede
presentar distintos grados en la sintomatologia &ignos varian desde
ligeros déficits de atencidén, cambios en la pergdang y enlentecimiento
psicomotor en la EHM, a falta de atencion y sintereatrapiramidales
como hipomimia (falta de expresion facial) y bradgsia en grado | de
EH, desorientacion y comportamiento extrafio en qréid acabando
finalmente en estupor y coma en grados Il y IV {(8§enbornet al,
2005b).

Los sintomas mas tempranos suelen ser alteraciemesl suefio y
cambios en el comportamiento, que no son detestahleante el examen
neuroldgico rutinario del individuo, pero disminaysu calidad de vida
(Slowik et al, 2001).

Se ha descrito irritabilidad, apatia, trastorn@dadconducta, cambios en
el apetito, mirada fija, amnesia, cambios en elpEnaimento y en la
personalidad. Algunos pacientes pasan de la dépradia euforia en pocos
minutos. Otros pacientes presentan solo depresgufaria alternadas con
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un temperamento estable. Los sintomas paranoicglgnsiser comunes
durante el estupor como resultado de las dificalkaeh la percepcion y la
interpretacion. También pueden aparecer alucinasiqi$herlocket al,
1954).

Un 50% de los pacientes con cirrosis hepaticaeptas alteraciones del
suefo caracterizadas por somnolencia durante esaliae todo a primeras
horas, letargia y sopor, mientras que durante theda calidad del suefio
esta disminuida, duermen menos tiempo y el sueféiofegmentado con
multiples despertares (Cordoégal, 1998).

El espectro clinico de la EH es muy amplio, pogl® su diagnéstico
puede ser dificil dado que no existe un sintomxamen de laboratorio
especifico para su diagnostico. La gravedad déHl@ltica se clasifica en
4 grados segun las manifestaciones neuropsicokgiea la Tabla 1 se
presentan los criterios de West—Haven para la ifistadon del estado

mental en pacientes con EH clinica.

Tabla 1. Criterios de West-Haven para la estadificacion deestado
mental en encefalopatia hepatica clinicé&egun (Conn y Lieberthal, 1979)

Grado Sintomatologia
0 Sin anormalidad detectada.
1 Leve falta de atencion e incapacidad para mantreuforia, ansiedad.
Dificultad para realizar suma o sustraccion de mimeencillos.
2 Letargo, apatia, desorientacion en tiempo y esp@embios obvios de la
personalidad.
3 Somnolencia a semiestupor, pero con respuesténaudess. Confusion.
4

Desorientacion importante.
Coma. Sin posibilidad de realizar pruebas de funoié@ntal.
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1.2.2.1Alteraciones motoras

Los pacientes con EH cronica presentan frecuemtenadteraciones en

la actividad y coordinacién motoras (Tabla 2).

El sistema motor en mamiferos se organiza en disgemas: (i) via
corticoespinal, (ii) circuitos de los ganglios Hasay (iii) cerebelo. En los
pacientes con EH crénica se han descrito alterasiop sintomas
relacionados con los 3 niveles de organizacion. ifdstaciones clinicas
motoras relacionadas con un mal funcionamientoodeghnglios basales
(signos extrapiramidales como aquinesia, rigidgzse han descrito en
pacientes con EH minima y cirrosis hepética comgmgKriegeret al,
1996; Joveret al, 2003). Alteraciones de la coordinacion motora
(cerebelares) estan presentes en pacientes coneEbradio 1 y 2, y
alteraciones de la via corticoespinal en pacietéssle grado 1 al 4 de EH
(Krieger et al, 1996; Jones y Weissenborn, 1997; Weissenlsrmal,
2005a).

Jover et al. (2005) realizaron una serie de fEstomeétricos para medir
el deterioro cognitivo, los signos extrapiramidayela calidad de vida. De
los 46 pacientes cirréticos estudiados, 22 maifestalteraciones motoras
extrapiramidales y obtuvieron peores resultado®®mests psicométricos y
de calidad de vida. En otro estudio, se comprobé lgupresencia de
alteraciones motoras extrapiramidales predice shrdello de EH clinica y
que los signos avanzan a medida que avanza laveedad reduciendo la
calidad de vida (Comparst al, 2010).
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Tabla 2. Alteraciones motoras en pacientes con encefalopatfepética
(clasificacion West-Haven, (Amodt al, 2004)).

Grado Sintomatologia

Cambios sutiles en pruebas de conexién numéricepouebas psicométrica
Temblor, incoordinacién, apraxia

Asterixis’, lenguaje lento o incomprensible, atéxia

Reflejos hipoactivos, nistagfaigidez muscular y clonfis

Postura descerebrada y dilatacion pupilar, refiejdocefalicd, ausencia de

respuesta a estimulos en estadios avanzados.

& Trastorno de la ejecucion del movimiento aprendigl@ no puede ser explicado como

consecuencia de debilidad muscular, pérdida seakorfalta de comprension o atencién a

las o6rdenes verbales

P Temblor de las manos en forma de aleteo

° Ausencia o irregularidad en la coordinacién de lnevimientos musculares

d L . -
Espasmo clonico de los musculos motores del glautan que produce movimientos

involuntarios de éste en varios sentidos

© Serie de contracciones ritmicas e involuntariasudemtsculo o grupo muscular por la

extension brusca y pasiva de sus tendones

" Se desencadena con los ojos abiertos y mediartdalgita cabeza con rapidez de un lado

hacia el otro. El paciente comatoso cuyo tallo éalieo esté intacto dirige los ojos en la

direccion opuesta a aquella en que se gira la cabez

Uy

AIWINIFO

Estudios recientes, utilizando tests mas sensiblagestran que los
pacientes con EHM presentan alteraciones en lado@mion bimanual y

visuomotora (Dennistoat al, 2003).

Descripcion de algunas de las alteraciones mojmesentes en pacientes

con encefalopatia hepatica:

a) Aquinesia pobreza del nimero de actos motores. Es un séntomy
invalidante presente en un buen porcentaje de mtasi€irréticos (Jones y
Weissenborn, 1997; Spakt al, 2000; Joveret al, 2005). La aquinesia

afecta a algunos movimientos elaborados, comoclitws, el lenguaje oral
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(disartria acinética), el balanceo normal de l@zbs al andar o la expresion
facial (hipomimia: faz inexpresiva y con disminutidel parpadeo) (Ferenci
et al, 2002).

b) Bradiquinesiaenlentecimiento o reduccion progresiva de lacidbd y
amplitud de los movimientos repetitivos. En unaspea no afectada los
movimientos automaticos se desarrollan de formaolumtaria e
inconsciente. En los pacientes con cirrosis hepdchan descrito retrasos
en la iniciacibn motora, debilidad y fatigabilidadreiterar los movimientos
y enlentecimiento en la realizacién de las tardasto afecta muchos
aspectos motores de su vida diaria, como vestigsearse, comer,
actividades manuales, etc., exigiéndoles su ejéounucho mas tiempo del
que para ellos era habitual. ElI enlentecimienteagesotor es uno de los
primeros sintomas de la encefalopatia hepaticaglpieissenborn, 1997;
Spahr et al, 2000; Joebgest al, 2003). Incluso en pacientes con

encefalopatia hepética minima es posible obseradiquinesia.

c) Asterixis es el temblor mas caracteristico que presentapdoientes con
EH (Uribeet al, 1980; Jones y Weissenborn, 1997; Redl, 2004; 2004;
Timmermannet al, 2005). Los pacientes sufren sacudidas repengnas
involuntarias de un musculo o grupo de musculossadas por
contracciones musculares repentinas que no puedtetostroladas por la

persona que las padece.

d) Rigidez es otro de los sintomas que pueden presentgalmentes con
EH (Jones y Weissenborn, 1997; Jowtral, 2003). Consiste en una
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contractura permanente de las masas muscularesseqtiaduce en una

dificultad creciente para la movilizacion pasivaakearticulaciones.

e) Alteraciones de la posturdos pacientes con EH también pueden

presentar trastornos posturales y de la marchakli@et et al, 2003;
Mechtcheriakovet al, 2005). La postura habitual del paciente tienda a

flexion del tronco, de la cabeza y de las cuattceexidades.

1.2.2.2Alteraciones cognitivas

Las alteraciones cognitivas iniciales son faltacdacentracion y de
atencion y disminucion de la capacidad intelectuat pacientes con EH
presentan un descenso continuo en la atencion af@dp de un descenso
en el estado de alerta desde el grado Il al grdinélizando en coma
(Weissenbornet al, 2005a). Incluso los pacientes que parecen nag esta
clinicamente afectados manifiestan distintos dsfide atencion en tests
psicomeétricos, indicando una disfuncion de los teemsistemas que
cooperan en la atencion: vigilia (capacidad paranterer el estado de
alerta), orientacion y funciones ejecutivas (coraoen planes, deteccion de
errores, resolucion de conflictos, etc). En fasés mvanzadas la falta de
atencion se agudiza de forma que cuando se foromdapregunta a un
paciente frecuentemente hay que repetir la cuestidas repuestas son
lentas y a menudo carentes de sentido (Weisserbatn 2005b).

Existe cierta controversia en cuanto a sSi existeoodeterioro en la

memoria (Weissenboret al, 2003) en los pacientes con EH. Los test
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psicométricos empleados para medir la memoria enem@s con EH
evalian fundamentalmente la memoria semanticameinoria de trabajo
(Weissenborret al, 2005b). En los tests que dependen de la atermidmg
ocurre en muchos tests de memoria, es dificil salugré alteracion atribuir
un error, a la atencion o a la memoria. Existehdae permiten diferenciar
entre atenciéon y memoria. Uno de ellos es la rederte digitos que mide
la memoria a corto plazo, cuantificando el numezaibitos ordenados de
forma seriada que un paciente puede recordar dweafarorrecta tras
haberlos escuchado o leido. Otro test de memaraita plazo es la lista de
palabras de Luria (Christensen, 1984). En estodeakis los pacientes con
EH obtienen peores resultados que los sujetosatqitfeissenborret al,
2005b). El test de memoria de fotografias o dibojate la memoria a largo
plazo. Se muestran al paciente varias imagenegcddpk y desordenadas y
tiene que recordar donde estaban las imagenescadad y emparejarlas.
En este test también se han observado alteracemmbss pacientes con EH
(Weissenborret al, 2005b).

Los pacientes con EH presentan otros déficits itiwga como
alteraciones en la percepcion visuoespacial, quaasefiesta por ejemplo
en la apraxia, incapacidad para reproducir figwiagples con bloques o
figuras. También presentan déficits de aprendiragstrando dificultad a la
hora de aprender nuevas tareas. Los pacientesicig@on EH obtienen
peores resultados que individuos controles en psuakte inteligencia,
aprendizaje y memoria asi como de percepcion mgt@spacial (Pucat

al., 1989), sin embargo la capacidad verbal no estéadhl. La etiologia de
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la cirrosis no influye en los resultados obtenideis estas pruebas
(Rehnstronet al, 1977).

Los pacientes con hepatitis cronica causada posdres C también
muestran alteraciones cognitivas en tareas queierequ atencion,
aprendizaje, velocidad psicomotora y flexibilidagntal, indicando que
estos pacientes presentan alteraciones psicomdatndares a los de los
pacientes con otras enfermedades cronicas deldigado la cirrosis por

consumo cronico de alcohol (Hilsabestkal, 2002).

Como se ha mencionado anteriormente, en los pgasi@on EHM las
alteraciones cognitivas no son evidentes y sélopseden detectar
realizando tests psicométricos especificos. El iteoniEHM se refiere a
cambios sutiles en la funcion cognitiva o paransegiectrofisiolégicos que
pueden ser observados en pacientes con cirrosisogpiesentan evidencias
clinicas de EH (Amodicet al, 2004). Para diagnosticar la presencia de
EHM, se utiliza actualmente la bateria denominasigclfometric Hepatic
Encephalopathy Score (PHES) que consta de 5 teistsnpetricos:

» Test de conexiones numeéricasodnsiste en unir por orden los nimeros

(del 1 al 25) dispersos en un papel y lo mas rapede posible,
escogiendo siempre el camino méas corto. Se midéempo que el
paciente tarda en realizar el test.

» Test de conexién numérica Be debe realizar inmediatamente después
del test de conexién numeérica A. El paciente tieme hoja con nimeros
del 1 al 13 y letras de la A hasta la L. La tareascste en conectar

nameros y letras alternandolos, es decir unir elerd 1 con la letra A,
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ésta con el nUmero 2, con la letra B, asi sucesutn Se mide el

tiempo que el paciente necesita para terminaréata

» Test de la clave de numeramnsiste en una hoja con cuadrados en los
gue se puede ver un numero en la parte superiocuwlrado y un
simbolo en la parte inferior. Cada simbolo corresigoa un niumero. El
paciente tiene una hoja con cuadrados en los quesveimeros en la
parte superior y tiene que completarlos con el simbque le
corresponda lo mas rapidamente posible. Tiempommaagisponible 90
segundos. Se cuantifica el nimero de cuadradosl|qaziente es capaz

de completar correctamente.

» Test de puntos seriadosonsiste en 10 filas de circulos en los que el

paciente tiene que poner un punto en el centroada circulo de la
forma mas precisa y rapida posible. Cuando terruime fila debera
empezar con la siguiente. Se mide el tiempo quesitacpara llevar a
cabo la tarea.

» Test de trazado de linea®nsiste en trazar una linea continua entre dos

lineas paralelas de trazado irregular. No debe toiceruzar las lineas
pintadas. No puede mover el papel ni levantar tggdel rotulador. Se
mide el tiempo que necesita para realizar la tarels errores
cometidos.

Los resultados obtenidos en los test de la baRHBS se ajustan en
funcion de la edad y el nivel de formacion de agaeron las tablas de

normalidad de los sujetos contreivfw.redeh.ory) Se considera que un
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paciente presenta EHM cuando en esta bateria ehitiga puntuacion igual

o inferior a — 4.

Las alteraciones en la capacidad de atencion,epaotiento de la
informacion, coordinacion motora, etc, tienen int@otes consecuencias en
la vida diaria de los pacientes (Dhiman y Chawl@)9. Por ejemplo, la
mayoria de los pacientes cirréticos con EHM tietisminuida la capacidad
de conducir vehiculos (Schomeras al, 1981; Bajajet al, 2009). Los
pacientes con EHM presentan alteraciones en fuesiae la vida diaria
como la interaccion social, comportamiento emodjodarmir, trabajar o

realizar labores domésticas (Groenewegl, 1998; Prasadt al, 2007).

2. MODELOS  ANIMALES DE HIPERAMONEMIA Y
ENCEFALOPATIA HEPATICA CRONICAS

Para poder avanzar en el estudio de los mecanigugsausan la EH y
disefiar y ensayar posibles tratamientos terap&ugsonecesario utilizar
modelos animales de EH. Los modelos animales deeidducen muchas

de las alteraciones cognitivas y motoras encorgradgacientes.

Dos de los principales modelos de EH crénica semdtas con anastomosis

porta-cava 0 con ligadura biliar.

» Modelo de EH por anastomosis porta-cava (PCSgste tipo de cirugia

se ha utilizado en ratas, conejos, perros y cetdosirugia consiste en
cortar la vena porta, principal aporte sanguingdgddo y unirla con la
vena cava (Figura 3). De esta forma, la sangrgouaene del intestino
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no circula a través del higado y la metabolizadérsustancias toxicas
por el mismo se reduce notablemente. Entre estatammias se
encuentra el amonio, cuyos niveles aumentan trasdatomosis porta-
cava, produciendo hiperamonemia. Las ratas cori@nasis porta-cava
(portacaval shunt PCS) presentan alteraciones metabdlicas como
hiperamonemia, aumento de amonio y glutamina erebecer y
disminucién de la utilizacion de glucosa en cerefbambién presentan
alteraciones en ritmos circadianos (Bengtsstoal, 1986; Steindkt al,
1996) y en el suefio (Hernandez-Viadsl al, 2003), alteraciones
motoras como hipoquinesia (Bengtsseh al, 1986; Martin, 1986;
Steindlet al, 1996; Rodrigaet al, 2007)y alteraciones cognitivas como
disminucién de la memoria y la capacidad de apeajeli(Elizondoet
al., 2007; Rodrigo y Felipo, 2007; Rougier al, 2007; Mendezt al,
2008).

Higado normal Anastomosis porta-cava

\/enas hepaticas

Arteria hepatica

Figura 3. Esquema del modelo de EH por anastomosis porta\ca
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> Modelo de EH por Ligadura Biliar (BDL, Bile duct-ligation):

consiste en obstruir el conducto biliar medianta arvarias ligaduras.

Se impide totalmente el flujo de bilis al intestinibas ratas BDL
presentan las siguientes alteraciones: fallo hepathiperamonemia
(Rodrigoet al, 2005), ictericia e hipertension portal (Kountauea al,
1984), fibrosis que progresa a cirrosis, translidcadacteriana y
disfuncion del sistema inmune (Roughnestnal, 1986; Greveet al,
1990; Aronsonet al, 1993; Joveret al, 2006). También presentan
alteraciones cognitivas y motoras (De Flatal, 1996; Marchi y
Raiteri, 1996) .

La hiperamonemia es uno de los factores mas iaped que
contribuyen al deterioro cognitivo y a las alteomegis motoras en EH
cronica. Para discernir que alteraciones son dsl@da hiperamonemia
nuestro grupo desarrollé un modelo de hiperamonendiaica “pura”,

sin fallo hepatico.

> Modelo de hiperamonemia cronica sin fallo hepaticoeste modelo se

desarroll6 a finales de los afios 80 en nuestrardddydo (Felipoet al,
1988b; Azorinet al, 1989). Consiste en administrar a las ratas ugta di
gue contiene acetato amonico (25 % p/p). Esto pedun estado de
hiperamonemia crénica moderada en la que los mivdéeamonio en
sangre son aproximadamente el doble que en las catatrol. El
modelo de hiperamonemia sin fallo hepatico repredmeichas de las
alteraciones presentes en la encefalopatia hepatmite discernir
qué alteraciones cerebrales y neurologicas son daebia la

hiperamonemia y cuales son debidas a otros fackm@sados al fallo
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hepatico. Este modelo es sencillo y permite mantbigeramonemia
sostenida durante largos periodos de tiempo sieraaltla funcion
hepética. Ha permitido la realizacion de estuditsrgo plazo sobre la
regulacion del ciclo de la urea (Felipbal, 1988a; Graiet al, 1992),
alteracion de los niveles de tubulina en cerebedigf et al, 1988b;
Minana et al, 1988a; 1988b) y de los niveles de ATP y otros
metabolitos en higado y cerebro (Koserkal, 1994). Este modelo se
ha empleado también para estudiar el efecto deidardmonemia
cronica sobre la funcidn cognitiva, especialmerdecapacidad de
aprendizaje de una tarea de discriminacion contcia (Aguilaret al,
2000) y motora. También se ha utilizado para ingastos mecanismos
responsables de las alteraciones cognitivas y emtoncluyendo la
funcion de vias de transduccion de sefiales en reergb vivo
(Hermenegildoet al, 1998) y la potenciacion a largo plazo o LTP en
hipocampo (Munozt al, 2000) y para evaluar la utilidad de distintos
tratamientos terapéuticos para revertir el determgnitivo y motor (De
Floraet al, 1996; Erceget al, 2005a; 2005b)
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3. EFECTOS DE LA ENCEFALOPATIA HEPATICA SOBRE LA
FUNCION MOTORA

3.1. Alteraciones motoras en modelos animales de hiperamemia y

encefalopatia hepatica cronicas. Mecanismos moleaus

Los pacientes con EHM presentan hipoquinesia gneatimiento psico-
motor (Dhiman y Chawla, 2009). Las ratas con amas§is porta-cava
(PCS) también presentan hipoquinesia (Bengtsstoal, 1986; Martin,
1986; Steindkt al, 1996; Theandeet al, 1997; Cauliet al, 2006; 2009c).
Las ratas PCS presentan una menor actividad maspantanea o
hipoquinesia a partir del dia 10 desde la opera@@auli et al, 2009c).
También presentan una menor actividad motora er{theanderet al,
1997).

Las ratas con ligadura biliar (BDL) presentan ralt®nes en la
actividad motora espontanea y en la coordinaciétoraomedida con el
rotarod (Charet al, 2004; Jovert al, 2006; Garcia-Aylloret al, 2008;
Rodrigoet al, 2010). La hiperamonemia potencia las alteracionetras
presentes en las ratas cirréticas por ligaduraateducto biliar (Joveet al,
2006). Las ratas hiperamonémicas sin fallo hepatebmbién tienen
disminuida la actividad motora espontanea (Ahabedc, 2010; Rodrigo
et al, 2010) sugiriendo que la hiperamonemia contrilalyenlentecimiento

motor.
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3.2.  Mecanismos que modulan la actividad motora

Los mecanismos que conducen al deterioro de keidnrcognitiva son
diferentes de los mecanismos que conducen, porp&erm hipoquinesia,
asterixis o0 a estado de coma y muerte. Distintpestide alteraciones
neurolégicas son causadas por mecanismos molesutki@rentes, que

implican distintas areas cerebrales y circuitogomales.

Uno de los principales circuitos neuronales quelutem la actividad
motora es el circuito ganglios basales-talamo-zartPara que se produzca
una respuesta motora, tanto estimuladora comoidurdy es necesario que
se trasmita una sefial a las areas corticales iag@iic en la correcta
ejecucion del movimiento. Muchas de las sefialgatiea la corteza a través
del tdlamo, que recibe informacion de los gandiasales, del cerebelo y de

la medula espinal entre otros.

Los ganglios basales estan constituidos por cudglitteos principales: el
cuerpo estriado, globo palido, nucleo subtalamicda sustancia negra
(Crittenden y Graybiel, 2011), y estan fuertemeartteectados a la corteza,
al tAlamo, y a la amigdala, asi como a las neurdogaminérgicas del
mesencéfalo. La funcién primaria de los gangliosales consiste en
seleccionar respuestas motoras y de comportamiadézuadas a un

contexto particular.

El estriado es la principal area de integracion laleinformacion
proveniente de los ganglios basales y constituye pieza clave en el

control de la actividad motora.
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En ratas la activacion de los receptores metapictyé de glutamato
(mGIuRs) en el nacleo acumbens (NAcc) del estriadace la liberacion
de dopamina y aumento de la actividad motora (Wwniglao, 2000;
Canales et al, 2003) por activacion del circuito neuronal: nacle
acumbens>palido ventrabtalamo medio-dorsabcorteza prefrontal.
Diferentes neurotransmisores estan implicados eactevacion de este
circuito. La activacion de mGIuRs en NAcc induceauliberacion de
dopamina en NAcc, se activan los receptores dendiopay se induce una
liberacion de GABA en el palido ventral (VP). Ekciemento de GABA
extracelular activa a los receptores GABA inhibesoen VP, reduciendo la
liberacion de GABA en el tdlamo medio-dorsal (MDTa reduccién de
GABA extracelular en MDT reduce la inhibicion des Ieeceptores GABA,
aumentando el glutamato extracelular en cortezsbcal; lo cual conduce a

un aumento en la actividad motora (Caatlal, 2007a).

3.3. Mecanismos responsables de las alteraciones en latiadad

motora en hiperamonemia y EH

3.3.1. Alteraciones en la funcion de los circuitos neurorlas ganglios

basales-talamo-corteza

En ratas con encefalopatia hepatica cronica p&;, B€ altera la funcion
de los circuitos neuronales entre ganglios basatEsteza que modulan la
actividad motora (descrito en el apartado 3.2)r&as PCS, la activacion
del receptor metabotrépico de glutamato del grugmGIuRI) activa un

circuito neuronal alternativo que implica al NAesustancia negra pars
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reticulata (SN»talamo medio-ventral (VM B»corteza prefrontal (PFCX).
A diferencia de lo que ocurre en ratas controlesadtivacion del mGIuRI
no induce una liberacion de dopamina en NAcc, sinoaumento de
glutamato extracelular. Este glutamato activa Exeptores AMPA de las
neuronas GABAérgicas del NAcc que proyectan a la, $ldnde liberan
GABA. Las neuronas de la SNr proyectan a su veadilicABAérgicas al
VMT y éste proyecciones glutamatérgicas al PFCxivatdose asi un

circuito neuronal alternativo (Caut al, 2007a).

En ratas PCS la activacion de receptores metghot®de glutamato en
NAcc también induce un aumento de la actividad natoomo en ratas

control, pero lo hace activando un circuito neutalifarente.

En ratas con hiperamonemia cronica sin fallo hepda activacion del
MGIuURI en el NAcc induce un aumento tanto de dopamiomo de
glutamato, activandose tanto el circuito normalcdes en ratas controles

como el circuito alternativo observado en ratas RCiliet al, 2007Db).

3.3.2. Mecanismos responsables de la hipoquinesia en EH

Como se ha comentado antes, uno de los principatestos neuronales
gue modulan la actividad motora es el circuito ¢jasgbasales-talamo-
corteza. Este circuito esta estrechamente reg@adbstintos pasos, uno de
los cuales ocurre en la sustancia negra pars lede{SNr). La activacion
de los receptores de glutamato o el bloqueo detews GABA en la SNr
inducen hipolocomocion en ratas normales (Tuetkal, 1987; Millan et
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al., 1989; Trevittet al, 2002). Contrariamente, antagonistas de receptores
de glutamato o agonistas de receptores GABA adtradies en SNr
inducen hiperlocomocién (Matsui y Kamioka, 1978;uKy Starr, 1997;
Trevitt et al, 2002; Ravizzat al, 2003).

Las ratas con encefalopatia hepatica cronica pastamosis porta-cava
(PCS), presentan hipoquinesia que es debida a merda del glutamato
extracelular y de la activacion del receptor metidipico de glutamato
MGIuR1 en la sustancia negra pars reticulata (S8$tp induce un aumento
del GABA extracelular en el tAlamo ventro-mediaMYV). El aumento de
activacion de los receptores GABA en VMT reducelikeracion de
glutamato en la corteza cerebral y, como resultadoinduce una menor
actividad motora o hipoquinesia (Cauli et al., 20@oqueando el receptor
MGIUR1 en SNr se normaliza la funcién del circyitta actividad motora
en ratas PCS (Caudt al, 2006).

3.4. Mecanismos que modulan la coordinacion motora. Papele la

neurotransmision GABAérgica

La coordinacibn motora se modula principalmentecerebelo. Los
niveles de glutamato extracelular procedente ddasehranulares o GABA
procedente de células de Purkinje u otros tiposlargls presentes en el
cerebelo, controlan la coordinacion de los actosoree (Hanchaet al,
2005).
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El acido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransatris
inhibidor en el cerebro de mamiferos, donde acte@eptores GABA,
GABAg y GABAc, y esta implicado en la patogénesis de la EH (®chaf
Jones, 1982). La activacion tonica GABAérgica enciélulas granulares del
cerebelo puede alterar la coordinacion motora (KHanet al, 2005). El
GABA liberado desde terminales presinapticos esieido de la hendidura
sinptica por transportadores de GABA, y este mmoes clave en la
terminacién de corrientes sinapticas. La captaai@én GABA por los
transportadores mantiene bajos los niveles de GA®A cerebelo,
previniendo la activacion tonica excesiva de reamgst sinapticos y
extrasinapticos (Chiuet al, 2005). En cerebelo se han identificado
transportadores GABA del subtipo 1 (GAT1) y subtipo(GAT3). La
inhibicion de GAT1 aumenta los niveles de GABA ag#lular (Chiwet al,
2005). Los ratones knock-out para GAT1 tienen dismaia la coordinacion

motora cuando se evalla en el rotarod (@hial, 2005).

Distintos estudios han demostrado una relaciGttirentre un aumento
de la concentracién extracelular de GABA en cerebgluna menor
coordinacién motora (Fassai al, 1996; Chiuet al, 2005; Hanchaet al,
2005).

Estos datos indican que el aumento del GABA egtudar en cerebelo

deteriora la coordinacion motora.

Estudios anteriores de nuestro grupo demuestrarexjgte un aumento
del tono GABAérgico en cerebelo de ratas hiperammices, que es
consecuencia de un aumento del GABA extracelularladexpresion de
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algunas subunidades del receptor GABRAde algunos neuroesteroides que
modulan positivamente los receptores GABLCauli et al, 2009a). El
aumento del tono GABAérgico en cerebelo podriaresponsable de la
disminucion de la coordinacibn motora en modelosmales de

hiperamonemia y EH.

4. FUNCION COGNITIVA: MEMORIA Y APRENDIZAJE. PAPEL
DEL HIPOCAMPO Y DEL CEREBELO

El aprendizaje es el proceso de adquisicion deodnonentos,
habilidades o actitudes a través de la experiend@a educacion, lo que
origina un cambio persistente, cuantificable y eBmp® en el
comportamiento de un individuo. La memoria inclugeos los procesos
que permiten el registro, codificacion, consolidaci almacenamiento y
recuperacion de la informacion (Kandel, 2000). Apizaje y memoria son
dos procesos relacionados que podrian definirse ocatos pasos
subsiguientes en la adquisicion y elaboracion de informacion
proporcionada por el medio ambiente a través dedosidos. Aprendizaje
implica siempre una forma de adquisicion de infanida y, por lo tanto,
una modificacién del estado de la memoria del sujggndel, 2000). En
funcién de su duracion, la memoria se divide ensidipos: (i) memoria a
corto plazo (STMshort-term memodyy (ii) memoria a largo plazo (LTM,
long-term memony La STM tiene una capacidad limitada y dura agto
corto periodo de tiempo. En contraste, la LTM puableacenar grandes

cantidades de informacidén con una duracion poténeiae ilimitada. La
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memoria también se puede clasificar en memoriaadsola (explicita) y
memoria no declarativa (implicita). La memoria dealiva responde a la
pregunta “saber qué”, e incluye conocer hechosrégy cosas y personas, y
el significado de estos hechos. Se subdividenemoria episédicague
incluye eventos experimentados personalmente yndiepde la capacidad
para recordar el contexto temporal y espacial ensguprodujo, ynemoria
semanticala cual incluye el conocimiento de estos hechdgpendientes
del contexto en el que se aprendieron (Tulving2)97

El hipocampo es la principal &rea involucradazemémoria declarativa
junto con otras estructuras del I6bulo temporalialé®quire y Zola, 1996).
Esta implicado en la formacién y consolidacion denlemoria espacial,

como se ha demostrado en distintos estudios dmldsi hipocampo.

Por otro lado, la memoria implicita o no declaatresponde a la
pregunta de “cémo”. Incluye la adquisicion de hdhailles motoras y
habitos y estd mediada principalmente por el ndadst y el cerebelo
(Salmon y Butters, 1995).

Existen varias hipotesis acerca de la estructaréadnemoria y de la
organizacion, aunque, en general, existe una agedn basica admitida
(Figura 4). Cualquier tipo de aprendizaje y memalggpende de una red
neuronal especifica, sin embargo en el sistemaasertos circuitos estan

interconectados (Kandel, 2000).
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Figura 4. Clasificacion de la memoria segun su funcion.
Tipos de comportamiento que originan y areas que se
activan (Kandel, 2000)

4.1. Papel del hipocampo en procesos de aprendizaje y meria

El hipocampo es una regién cerebral que se curta kargo del
ventriculo lateral y forma parte del sistema limbiSe subdivide en giro
dentado, complejo subicular e hipocampo propiaméiat®o o “Cuerno de
Ammon” que a su vez se divide en tres regionesdtlan CAl, CA2 y
CA3. El principal tipo celular del hipocampo sos l@zeuronas piramidales
gue se agrupan en capas bien definidas morfologiceanExisten ademas
neuronas no piramidales que se distribuyen porstémkestratos y que son

interneuronas de los circuitos locales hipocampicos

La potenciacion a largo plazo (LTRyng-term potentiation es un

fendmeno de plasticidad sindptica que consisteneawmento, persistente
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en el tiempo, del tamafio del componente excitadda despuesta sinaptica
registrada, que se traduce en un aumento de kcefisinaptica duradero en
el tiempo.La LTP en el hipocampo se considera la base deadgiormas
de aprendizaje y memoria (Bliss y Collingridge, 39€ooke y Bliss,
2006). Se considera que cambios en la intensiddal tdgnsmision sinaptica
entre las neuronas son esenciales en los procesoaprendizaje y
almacenamiento de informacion en el cerebro. Cuaedsbmeten animales
de laboratorio a un aprendizaje se induce LTP dmpgicampo (Moseet
al., 1994). Ademas, existe una correlacion signifi@agéntre la magnitud de
los potenciales postsinapticos excitatorios (EPSPdp capacidad de

aprendizaje de una tarea de memoria espacial (Bata, 1996).

En primates y humanos se ha demostrado que lss@mnel hipocampo
deterioran el almacenamiento inicial de ciertasnls de memoria a largo
plazo (Squire y Zola-Morgan, 1991). En monos caiuticion del sistema
septo-hipocampal inducida por lesiones excitot@xiea la region CA1 del
hipocampo se observa una disminucion de la capghddaaprendizaje de

tareas que requieren discriminacion condicionadl@iy Baker, 1997).

Existen distintas teorias que tratan de explicpapel del hipocampo en
la memoria, y todas ellas coinciden en que el lapgmw es requerido para
formar relaciones entre estimulos ambientales. bistamte, estas teorias
divergen en la funcion del hipocampo en la memariargo plazo. Por un
lado, se ha propuesto que el hipocampo almacen@otaimente la
informacion y, durante la consolidacion, se trasfia la neocorteza
(memoria declarativa). Alternativamente, se ha gsdgejue la informacion

(mapas espaciales o contexto de un episodio) s&calm en el hipocampo
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0 que el hipocampo retiene un indice que sirve parala informacion

neocortical (Koehl y Abrous, 2011).

El hipocampo juega un papel esencial en la modiratel aprendizaje
y la memoria espacial. Se describen a continuaaigumos tests utilizados
en modelos animales para evaluar el aprendizagengdmoria espacial y

gue se modulan esencialmente en hipocampo.

4.1.1. Tests de memoria espacial en modelos animales: Lainto
acuatico de Morris, Laberinto radial, Memoria de la localizacion

de un objeto

Los animales necesitan para su supervivencia mgspde un buen
sistema de orientacion espacial. Para ello detamrobstrategias de
navegacion que les permiten localizar y memoridatugar donde se
encuentra la comida, el agua, su madriguera, etterpretan las
informaciones sensoriales que captan durante lamqidn de su entorno y

asi construyen mapas espaciales para guiarse.

La realizacion de tests de aprendizaje y memariax@erimentos con
animales de laboratorio, permite estudiar los misoars que regulan los
distintos tipos de aprendizaje y memoria y evall@g cambios de
comportamiento inducidos por una situacion patcgialteraciones
genéticas, un tratamiento dado, o activacion/desaodbn de receptores
especificos, entre otros estudios. Existen difesertipos de test que
permiten evaluar la capacidad de aprendizaje y danonia espacial del

animal:
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El laberinto acuatico de MorridMprris Water Maze MWM) es el test
mas utilizado para investigar aspectos especifdesla memoria
espacial. El test consiste en poner al animal enaspecie de piscina
llena de agua en la que hay una plataforma escadie el animal tiene
gue encontrar. Tras sucesivos ensayos debe apreodde esta la
plataforma y nadar directamente hacia ella parapascdel aguavér

procedimiento en Material y Métodos, apartado 6uagina 93.

Este test es particularmente sensible a los efat#b&nvejecimiento.
Algunos autores sugieren que la disminucion erpetralizaje espacial
relacionado con la edad se debe a cambios en Eofury en la
morfologia del hipocampo (Gallagher y Nicolle, 19&2inismaret al,
1995). Existen evidencias de la implicacion delobgmpo en el
aprendizaje espacial en el MWM (McNaughtdral, 1996; Buret al,
1997; Poucet y Benhamou, 1997; Whishatval, 1997; Silvaet al,
1998; Pouceett al, 2000). EI hipocampo es necesario en la adquisicio
consolidacion/almacenamiento y recuperacion dernmdcion espacial.
Se ha propuesto que, en el MWM, el hipocampo y qeos de
plasticidad sinaptica como la LTP juegan un papneial en la
determinacion por el animal de su posiciébn en uriante y en la
memoria para repetir una ruta en este ambienteigRgd Touretzky,
1998). No obstante, no se conocen en detalle lasmmsamos por los

gue el hipocampo modula el aprendizaje espacial.

Todos los tipos de aprendizaje, incluido el MWM peleden de la

accion coordinada de diferentes areas cerebrat@guitos neuronales,
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aungue cada tipo de aprendizaje parece estar nomdptancipalmente

en areas cerebrales concretas (D'Hooge y De Dégpd) 2

En el laberinto radial de 8 brazos, la ejecucidnlaléarea también
requiere memoria espacial y es sensible a la edatl dafio en el
hipocampo. El animal, en sucesivos ensayos, dgtlerax el ambiente
gue le rodea y aprender en que brazo del labeest® localizada la
comida yer procedimiento en Material y Métodos, apartad@ 6

pagina 9). Evaluamos los errores de referencia espaciainfes veces
entra en un brazo sin comida) y los errores de manue trabajo
(cuantas veces entra en un brazo que ya ha visihadmte ese mismo
ensayo). Existen evidencias que indican una dis@riguncional entre
el hipocampo dorsal y ventral, estando el primenplicado de forma
preferencial en el aprendizaje espacial en el iatoeradial (Pothuizen
et al, 2004).

Papel del cerebelo en procesos de aprendizaje y mama

Observaciones clinicas realizadas durante dédatasnostrado que el

cerebelo es la principal area cerebral responsdélda regulacion de

determinados aspectos de la funcién y la coorddmaniotoras (Snideet

al., 1976; Schmahmann, 1991). Otros estudios evidenelapapel del

cerebelo en el aprendizaje motor (Vezina y Kim,29@n la memoria de

trabajo (Desmonabt al, 1997; Wiggset al, 1999) y en ciertas funciones

cognitivas no motoras (Arriada-Mendicetal, 1999).
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Se ha demostrado recientemente la implicaciorcetelbelo en diversos
tipos de procesos cognitivos, como la atencidnovespacial, navegacion
espacial, mecanismos de aprendizaje, planificagi@decuacién temporal y
en la modulacion de la funcion verbal (Gordon, 2@Dliveri et al, 2007).
Algunos tipos de aprendizaje, como la respuestiaadeadeo condicionada,
también se forman y almacenan en el cerebelo (Ketjgd, 1993; Krupa y
Thompson, 1995). El cerebelo también juega un papetl aprendizaje
espacial que no se limita a los componentes motsires que incluye
componentes cognitivos del aprendizaje espacialrtiiMat al, 2003).
Ademas, existen datos que apoyan que la funcida dia glutamato-oxido
nitrico (NO)-GMPc en cerebelo modula algunos tigtes aprendizaje,
incluyendo la capacidad de aprendizaje de una tmeal laberinto en Y
(Yamadaet al, 1996; Erceget al, 2005a; Piedrafitat al, 2007; Llansolaet
al., 2009).

4.2.1. Aprendizaje de una tarea de discriminacion condicinada en un

laberinto en Y

El cerebelo controla ciertos tipos de aprendizepeno la capacidad de
aprender una tarea de discriminacion condicionddaovespacial en un
laberinto en Y. Se utiliza un laberinto en forma¥i¢Figura 5), en el que
uno de los brazos es el brazo de salida, dondeleeacal animal y los otros
dos son los brazos de eleccion. Las paredes deinéd pueden ser blancas
0 negras. En funcion del color del laberinto la warse coloca al final del
brazo derecho o del izquierdo. El objetivo del esstjue el animal aprenda
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a asociar el color del laberinto y el brazo dondé da comida Ver
procedimiento en Material y Métodos, apartado dgina 90. Es una
tarea de discriminacion porque el animal aprenda westrategia de
orientacion basada es un estimulo condicional {coo los paredes del
laberinto) (Aguilaret al, 2000; Erceget al, 2005a). Este tipo de test se ha
utiizado ampliamente en nuestro laboratorio paravestigar los
mecanismos de las alteraciones cognitivas en Eldstku grupo demostré
qgue la hiperamonemia o EH crénicas, disminuyerafsmcidad de aprender
esta tarea (Aguilar et al., 2000). El estudio derfeecanismos moleculares
ha mostrado que la capacidad de aprender la tareblaberinto en Y esta
modulada por la via glutamato-NO-GMPc en cerebétonadaet al, 1996;
Erceg et al, 2005a; 2006; Caulet al, 2007c; Piedrafitaet al, 2007,
Llansolaet al, 2009).

Figura 5. Tarea de discriminacion condicionada en el laberimt en Y.

Se realiza en un laberinto de madera con tres biidénticos en longitud y en forma de
Y. Uno de los brazos se elige como salida y lossottos son los brazos de eleccion.
Dependiendo del color del laberinto se colocan‘padlets” de comida en la parte mas
distal de uno u otro brazo de eleccién. Cuandal&rinto es negro se colocan los pellets
al final del brazo izquierdo. Cuando el laberinsobdanco se colocan los pellets al final
del brazo derecho. El animal debe aprender la @asioci entre el color del laberinto y el
brazo correcto en el cual se localiza la comid&igigse directamente al brazo donde se
encuentra la comida. Este test requiere restriad@la dieta durante el tiempo que dura
el pre-test y el test para que el refuerzo en fatenaomida tenga el efecto esperado.
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5. PAPEL DE LA VIA GLUTAMATO-OXIDO NITRICO-GMPc EN
PROCESOS DE APRENDIZAJE Y MEMORIA

El receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) es un tipe receptor
ionotropico de glutamato que estd implicado en ggos de plasticidad
sinaptica y de memoria y aprendizaje. Una de las de transduccion de
sefales asociada al receptor NMDA es la via glutasdedo nitrico (NO)-
GMP ciclico (Figura 6). La activacion del receptdMDA aumenta el
calcio en la neurona postsinaptica. EFCse une a la calmodulina (CM),
presente en la densidad postsinaptica. El com@igjticalmodulina modula
la actividad de una serie de proteinas, entre &@lasido nitrico sintasa
(NOS) Esta enzima sintetiza Oxido nitrico (NO) a padeg arginina
(Garthwaiteet al, 1988; Kiedrowskiet al, 1992; Rodriguez-Alvareet al,
1996). El oxido nitrico, entre otros efectos, actia guanilato ciclasa
soluble (GCs) cuando se une a su grupo hemo. Hbitrico es un gas y
puede difundir de la célula en la que se ha formadativar la guanilato
ciclasa de células vecinas. La guanilato ciclasabs® es un heterodimero
constituido por una subunidady otraf3, ambas necesarias para la actividad
del enzima, que cataliza la conversion de GTP a GMIo (GMPc), que
actta como segundo mensajero intracelular. ParteGi#Pc formado
cuando se activa la via glutamato-6xido nitrico-@Mfe libera al medio
extracelular y, en condiciones adecuadas, la ctoramon de GMPc
extracelular es una buena medida del grado de aadgiiv de la via
glutamato-6xido nitrico-GMPc en cerebrnovivo.
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Figura 6. Via glutamatc-6xido nitrico-GMP ciclico,

asociada al receptor NMDALa activacién del receptor
NMDA aumenta el calcio en la neurona post-sinapttaalcio
se une a la calmodulina (CM) y activa la éxidoiodtrsintasa
neuronal (NOS). El 6xido nitrico (NO) formado aeti& su vez la
guanilato ciclasa soluble (sGC), que forma GMPiciclcGMP),
parte del cual se libera al medio extracelular.

El GMPc actia como segundo mensajero modulandalesamdnicos
dependientes de GMPc, fosfodiesterasas y protefrasas dependientes de
GMPc.

La via glutamato-6xido nitrico-GMPc modula impatis procesos
cerebrales como la comunicacion intercelular, kerkicion de algunos
neurotransmisores en algunas areas cerebralesitituss circadianos, la
potenciacion a largo plazo (LTP), y algunas forndes memoria y
aprendizaje. La inhibicién de cualquiera de losopade la via glutamato-
oxido nitrico (NO)-GMP ciclico deteriora algunogds de memoria y
aprendizaje.
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5.1. El bloqueo del receptor NMDA altera procesosalaprendizaje y

memoria espacial

Antagonistas, tanto competitivos como no compeisi del receptor
NMDA alteran los procesos de aprendizaje y mememi&l laberinto en Y
(Parada-Turska y Turski, 1990; Maurieeal, 1994). La administracion de
antagonistas del receptor NMDA durante el preeatreento altera la
adquisicion de tareas de evitacion pasiva (Riekketeal, 1996; Smithet
al., 1997), evitacién activa, tareas visuoespacidiesray y Ridley, 1997)
y tareas de condicionamiento clasico (Xu, 1997).

Si la administracion se realiza después del eatnganto disminuye la
capacidad para aprender tareas espaciales ereghtabacuatico de Morris
(Packard y Teather, 1997) y tareas de evitacioiv@pasactiva (Cestari y
Castellano, 1997).

Antagonistas de los receptores NMDA, bloqueamdiaccion de la LTP
y disminuyen la capacidad de aprendizaje espania@l éaberinto acuatico
(Morris et al, 1986; Daviset al, 1992).

Existen también estudios genéticos que apoyaapallmle los receptores
NMDA en ciertos tipos de aprendizaje (McHughal, 1996; Tsieret al,
1996; Huerteet al, 2000; Ramporet al, 2000). Los ratoneknockoutpara
el gen que codifica la subunidad NR2A del recepiWDA tienen
disminuida la LTP en hipocampo y la capacidad derapzaje espacial
(Sakimuraet al, 1995). Por otra parte, la sobreexpresion de tarsdad

NR2B del receptor NMDA en ratones transgénicos nméela activacion
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del receptor NMDA, facilita la potenciacion sind@gti y mejora el

aprendizaje y la memoria (Taegal, 1999).

5.2. Papel del NO en los mecanismos de plasticidad sinia y

memoria espacial

El NO también juega un papel importante en los amseos de
plasticidad sinaptica y en la formacién de la meaespacial (Chapmaet
al., 1992; Yamadat al, 1995). La inhibicion de la 6xido nitrico sintag:
reduce el aprendizaje de diversas tareas espataldeomo el laberinto en
T o el laberinto radial (Ingraret al, 1998a; Ingranet al, 1998b; Zowet al,
1998) y (ii) altera la memoria implicada en el reacimiento de objetos y el
aprendizaje de tareas de evitacion pasiva (Mystiked997; Prickaertst
al., 1997).

5.3. Papel del GMPc en aprendizaje y memoria espacial

El GMPc esta implicado en procesos tempranos deotidacion de la
memoria (Bernabeat al, 1996; Bernabeet al, 1997). La microinyeccién
bilateral intrahipocampal de un analogo permealdeGiMPc mejora el
aprendizaje de una tarea de evitacion pasiva (Betnet al, 1996) y un
inhibidor de la guanilato ciclasa soluble reduceniveles de GMPc y causa
amnesia para dicha tarea cuando se suministra iataswnte después del
entrenamiento (Bernabeet al, 1997). Por otra parte, el aumento de los
niveles de GMPc por administracion de zaprinastnbibidor selectivo de

la fosfodiesterasa que degrada GMPc o por microtiga de un analogo
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de GMPc que atraviesa libremente las membrana8;BstGMPc, en el

hipocampo dorsal mejora los resultados en la tdee@econocimiento de
objetos (Prickaertst al, 1997; Prickaertgt al, 2002). Estos datos indican
gue el GMPc formado por la guanilato ciclasa epuesta al NO juega un

papel esencial en determinados tipos de aprendizagmoria.

Asi pues, la activacion de la via glutamato-NO-GMPel aumento de
GMPc asociado, modula en hipocampo diferentes tgwaprendizaje y

memoria espacial.

5.4. Papel de la via glutamato-NO-GMPc en cerebelo en el
aprendizaje de una tarea de discriminacion condicitada en el

laberinto en Y

La activacion de la via glutamato-NO-GMPc en cel@bmodula
algunos tipos de aprendizaje, como la tarea deimlis@cion condicionada
en el laberinto en Y. La reduccion de la funcioned¢a via en cerebelo
reduce la capacidad de aprendizaje de esta tareatas (Yamadat al,
1996; Erceget al, 2005a; 2005b; Piedrafitat al, 2008) y su aumento
mejora el aprendizaje (Cawt al, 2007c; 2009a; Llansokt al, 2009).

Yamada et al. (1996) demostraron que bloqueandeceptor NMDA
con dizocilpina o inhibiendo la Oxido nitrico siséa disminuia el
aprendizaje en el laberinto en Y en ratones. Sargmi que la disminucion
en la produccion de NO-GMPc en el cerebro podrfaragponsable del
deterioro inducido por la dizocilpina en el apreagie. Comprobaron que la
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dizocilpina reducia la concentracion de GMPc sd@lekcerebelo y no en
otras areas cerebrales. Ademas, el deterioro iddymmr la dizolcipina en el
aprendizaje se reducia administrando analogos dedGRi pues, Yamada
et al. (1996) proponen que el cerebelo es la gahcregidn cerebral
implicada en la modulacion de este tipo de aprajeliZstos datos indican
que la activacién de la via glutamato-NO-GMPc, y aamsecuencia el
incremento de GMPc producido por la guanilato s&lan respuesta a la
activacion de receptores NMDA y de la 0xido nitrgiotasa en cerebelo
tienen un papel crucial en algunos tipos de aprejali incluyendo la tarea

en el l[aberinto en .

Situaciones que aumentan la funcion de la viaagiato-NO-GMPc en
cerebelo in vivo como la exposicidon perinatal a EBB también aumentan
la capacidad de aprender la tarea de discriminac@dicionada en el
laberinto en Y (Llansolat al, 2009).

Por otra parte, tanto la funcion de la via enlmsrecomo la capacidad
de aprender la tarea de discriminacion condiciorerda&! laberinto en Y
disminuyen en paralelo con la edad (Piedradital, 2007).

6. MECANISMOS DE MODULACION DE LA VIA GLUTAMATO-
OXIDO NITRICO-GMPc

La via glutamato-NO-GMPc tiene multiples sitios régulacion. Cada
uno de sus pasos esta regulado por diversos mememisa funcion de la
via glutamato-NO-GMPc en su conjunto se puede naodalnivel de la
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activacion del receptor NMDA, la concentracién da “Gntracelular, la

actividad de la NOS, los niveles de NO, la actigadle la guanilato ciclasa
y los niveles de GMPc. Se resumen brevemente atgd@d®os mecanismos
de regulacion de la via glutamato-NO-GMPc mas egltas en el contexto

de esta tesis.

Para activarse el receptor NMDA necesita, adenghggldtamato, la
presencia de un co-agonista (glicina). El recejoe varios sitios de union
donde se unen distintos tipos de compuestos queallarodsu funcion.
Ciertas poliaminas, al igual que la glicina, modutesitivamente el canal,
mientras que el zinc o un exceso de protones lautanchegativamente. El
receptor NMDA comparte caracteristicas funcionalescanales regulados
por ligando y de canales sensibles al voltaje. &ndiciones normales,
cuando el potencial de membrana esta préoximo ar i reposo, el canal
del receptor NMDA esta bloqueado por ¥gEste bloqueo es dependiente
de voltaje y se elimina cuando la membrana se twspm permitiendo el

paso de iones G5 Na' y K*.

La Oxido nitrico sintasa (NOS) estd sujeta a diftes tipos de
regulacion tanto a nivel transcripcional como postiuccional. A nivel
post-traduccional, los principales mecanismos ggelan la actividad de la
NOS son su fosforilacion en diferentes residuos yngeraccion con otras
proteinas reguladoras y estructurales que regulanacividad y su
localizacion en la célula. Algunas de estas prateituando se unen a las
NOS inducen cambios alostéricos (activadores alost), otras inhiben
sus actividad (inhibidores), y otras son protebdeptadoras y de andamiaje

que permiten la union de las NOS a diferentes cejoplde proteinas y
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receptores que regulan la localizacion y la actididle las NOS y su

activacion en respuesta a distintos estimulos.

La NOS neuronal (nNNOS) puede ser regulada porofitesfion por
distintas protein-quinasas, como las protein-q@ésakependientes de AMPc
(PKA) (Brune y Lapetina, 1991), y GMPc (PKG) (Dimanet al, 1994),
PKC (Okada, 1995), y por diferentes quinasas depete$ de calcio-
calmodulina (CaMK) (Hayashet al, 1999). La fosforilacion de la nNOS
induce un aumento o una disminucién de su actividependiendo del

residuo fosforilado.

Una de las protein-quinasas que modulan la aativite la nNOS es la
CaMKIl. La CaMKIl se activa por autofosforilaciomea Thr 286 y
fosforila la NNOS en la Ser 847, disminuyendo swiaad (Hayashet al,
1999; Komeimaet al, 2000). Esta fosforilacion se puede inhibir por
inhibidores de la CaMKII (Osuket al, 2002).

La CaMKIl pertenece a la familia de protein-quasmslependientes de
Cd*/calmodulina. La CaMKII fosforila diferentes susts, incluida la
NNOS, y esta implicada en la regulacion de muckpeaos de la respuesta
al calcio de la funcion celular como: regulacionl deetabolismo de
aminodcidos y lipidos, de canales i6nicos y depteces, de la sintesis y
liberacion de neurotransmisores, de la organizadiéncitoesqueleto, la
plasticidad sinaptica y el aprendizaje y la forrdacide memoria. La
CaMKII consta de un dominio catalitico en el extoeaminoterminal con el
sitio de union de ATP y del sustrato, seguido podominio autorregulador
donde la CaMKIl se autofosforila en diferentesdess (286, 305 y 306) y

un dominio de asociacién en el extremo carboxiteami
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La CaMKIl tiene la capacidad de regularse por fagftorilacion en
diferentes residuos. La CaMKII en ausencia d& Ga encuentra inactiva.
Tras la entrada del calcio, éste se une a la callimady el conjunto
Cc&'/CaM se une a la CaMKIl activdndola y estimulanda s
autofosforilacion en el residuo de treonina 286aEasutofosforilacion le
permite fosforilar varios sustratos y regular difges funciones celulares
dependientes de &a Cuando se disocia de la‘&€aM, la CaMKII sigue
activa independientemente del?Cpero con un nivel de actividad méas bajo
(20-80% de su actividad maxima). Para mantenerseaaen ausencia de
Cd" la CaMKIl se autofosforila en las treoninas 30306. La CaMKII
fosforilada en Thr 286/Thr 305/Thr 306 es una foanava (20-80%) de la
CaMKI| pero es incapaz de unirse a’@@aM. La CaMKII se defosforila
por diferentes proteinas fosfatasas que se encdegdavolverla a su estado
inactivo. Las fosfatasas que la defosforilan soferentes segun su
localizacion subcelular. La CaMKII citosolica sdaigorila principalmente
por la protein-fosfatasa PP2A, mientras que la CMie se encuentra en
las densidades postsinapticas se defosforila pafroente por la proteina
fosfatasa PP1 (Stra&k al, 1997).

La CaMKIl es uno de los principales moduladoredadéuncion de la
via glutamato-NO-GMPc. Modula la actividad de laQ® a la que
fosforila en la Ser847, reduciendo su actividadel, consecuencia, la

formacion de NO y la funcion de la via glutamato-S®IPc.

La funcion de la via glutamato-6xido nitrico-GMRspciada al receptor
ionotropico de glutamato NMDA, se modula tambiérr ptro tipo de

receptor ionotrépico, el receptor GARAque se activa por GABA. La
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activacion de los receptores GABAeduce la funcion de la via (Fedele
al., 1997; 2000; Caulet al, 2009a). Contrariamente, la nicotina es capaz de

inducir la activacion de la via (Fedeadeal, 1998).

La via NO-GMPc en cerebelo esta modulada tambanrgceptores
metabotropicos de glutamato (mGIuRs) (Yamada y bBlkibea, 1997,
Fedele y Raiteri, 1999; Cheat al, 2001; Boixet al, 2011; Cabrera-Pastor
et al, 2012). En cultivos de neuronas cerebelares eptec metabotropico
MGIuUR5, pero no el MGIuR1, regula la activaciénadOS mediada por el
receptor NMDA (Llansola y Felipo, 2010).

Tres tipos de receptores de glutamato: mGIluR5, AMP NMDA
cooperan en la modulacion del grado y duracionadactivacion de la via
NO-cGMP en cerebelo in vivo. La activacion del mi&uinduce un
aumento del glutamato extracelular, el cual actigaeptores AMPA,
activandose la oxido nitrico sintasa y aumentaadmimacion de NO, que
activa la guanilato ciclasa, aumentando el GMPcespuesta mediada por
los receptores AMPA se desensibiliza rapidamengeattivaciéon de los
receptores AMPA también induce una despolarizal@oa que permite la
activacion del receptor NMDA, prolongandose eneghpo la activacion de
la via glutamato-NO-GMPc iniciada por la activacida los receptores
AMPA (Boix et al, 2011).
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7. ALTERACIONES COGNITIVAS EN MODELOS ANIMALES DE
HIPERAMONEMIA Y  ENCEFALOPATIA  HEPATICA
CRONICAS.

Las ratas con hiperamonemia crénica sin fallo tepatienen
disminuida la capacidad de aprendizaje de una tdeealiscriminacion
condicionada en un laberinto en Y (Aguikral, 2000; Erceget al, 2005a;
Rodrigoet al, 2010).

Las ratas con ligadura biliar (BDL) muestran untedero en la
capacidad de aprendizaje de la tarea de discrimmamndicionada en el
laberinto en Y (Rodriget al, 2010), del aprendizaje espacial en el test del
laberinto acuatico de Morris (Huangt al, 2004) y en el test de

reconocimiento de objetos (Garcia-Ayllenal, 2008).

Las ratas con EH debida a PCS tienen disminuidaafzacidad de
aprendizaje de una tarea de discriminacién conuicia en el laberinto en
Y (Erceg et al, 2005a; Cauliet al, 2007c) y el aprendizaje espacial
evaluado con el test de Morris (Monfert al, 2007; Mendezt al, 2008).
El test del laberinto acuéatico de Morris (MWM) siliza para medir la
memoria espacial en ratas. Las ratas con anastermposia-cava (PCS)
necesitan mas tiempo que las ratas control parangmac la plataforma y
permanecen menos tiempo en el cuadrante de la@idonde se situaba la
plataforma por tanto, tienen disminuida la capatidie aprender y
memorizar la tarea del MWM. Se ha propuesto quapeacidad de aprender
y recordar esta tarea es dependiente de la LTHpenadmpo (Morris, 1989;
Grant y Silva, 1994). Las ratas con EH debida astansosis porta-cava
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tienen disminuida la LTP en hipocampo. La aplicaai@| tétano, que en
ratas normales aumenta al doble los potencialetexos post-sinapticos,
no los aumenta en ratas PCS (Monédral, 2007).

Este deterioro de la LTP en hipocampo seria regfdmsle la disminucion

de la capacidad de aprendizaje en el laberintotiaoude Morris.

El deterioro de la LTP es consecuencia de la altamaen la activacion de la

via glutamato-NO-GMPc.

La hiperamonemia reduce la magnitud de la LTP mdipate del
receptor NMDA en la region CA1l del hipocampo dear@¥lunozet al,
2000). La aplicacion del tétano para inducir la LdiPeste area induce la
activacion de la via glutamato-NO-GMPc. EI GMPcniado activa la
protein-quinasa dependiente de GMPc (PKG), queofitsfy activa la
fosfodiesterasa 5 (PDE 5) que degrada GMPc disreimdty sus niveles por
debajo de la concentracion basal inicial. La activasecuencial de esta via
es necesaria para la correcta induccién y mantentmide la LTP (Monfort
et al, 2002).

La inhibicion de cualquiera de estos pasos imf@dmrrecta formaciéon
y mantenimiento de la LTP. En cortes de hipocamp® ratas
hiperamonémicas, la activacion de la PKG es trargjty en consecuencia
la activacion de la PDES5 vy la disminucion de GM&ulién son transitorias

(Monfort et al, 2005) impidiendo la correcta induccion de la LTP.

Las ratas con EH debida a PCS también tienenadhbeta LTP en

hipocampo como consecuencia de alteraciones eia ldevglutamato-NO-
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GMPc. La transmision sinaptica glutamatérgica ehipbcampo de ratas
PCS presenta las siguientes alteraciones: (i)aaltam de la fosforilacion de
los receptores NMDA y AMPA vy (ii) disminucion de sxpresion en

membrana vy (iii) reduccion de la magnitud de logepoiales postsinapticos
excitatorios inducidos tras la activacion de lasemores NMDA y AMPA.

Como consecuencia de la reduccion de la funcioestes receptores, la
aplicacién del tétano no induce activacion de langato ciclasa soluble ni
el subsiguiente cambio en GMPc ni en la actividasfddiesterasa que
degrada GMPc y por tanto no se induce la LTP (Margbal, 2007). Esto

contribuiria al deterioro de la capacidad de apezjpel y de la memoria

espacial en el Morris water maze.

8. LA DISMINUCION DE LA FUNCION DE LA VIA
GLUTAMATO-NO-GMPc EN CEREBELO ES RESPONSABLE
DE LA DISMINUCION DE LA CAPACIDAD DE APRENDIZAJE
DE UNA TAREA DE DISCRIMINACION CONDICIONADA EN
ENCEFALOPATIA  HEPATICA E  HIPERAMONEMIA
CRONICAS

La capacidad de aprender la tarea de discriminamédicionada en el
laberinto en Y esta disminuida en ratas con enmadfdia hepatica por PCS
debido a la reduccién de la funcion de la via gha®-NO-GMPc y de la
formacion de GMPc en respuesta a la activacionretptor NMDA en

cerebelo.
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La capacidad de aprendizaje de esta tarea puedestaurada en ratas
PCS mediante diversos tratamientos que restaurfamd#n de la via y los
niveles de GMPc en cerebelo. El tratamiento conbidbres de la
fosfodiesterasa 5, que degrada el GMPc, recupesamveles de GMPc y el
aprendizaje (Erceget al, 2005b). Esto se puede conseguir tanto por
administracion intracerebral de zaprinast (Ere¢cal, 2005a) como por
administracion oral de sildenafilo (Ercetyal, 2005b), dos inhibidores de

la fosfodiesterasa 5.

Las ratas PCS son hiperamonémicas y presentaroimgamacion
(Cauli et al, 2007c). El tratamiento con ibuprofeno, un ankimfatorio,
reduce la neuroinflamacion pero no la hiperamongyniambién restaura la
funcién de la via y la capacidad de aprendizajeatass PCS (Caulet al,
2007c), indicando que la neuroinflamacion juegapapel esencial en el

deterioro de la via y del aprendizaje en el laberm Y.

Las ratas hiperamonémicas sin fallo hepatico, tmtienen disminuida
la funcién de la via (Hermenegildet al, 1998) y la capacidad de
aprendizaje en el laberinto en Y (Aguiktral, 2000). El tratamiento de las
ratas hiperamonémicas con inhibidores de fosfoeti@sas también restaura
la funcién de la via glutamato-NO-GMPc y la capadidle aprendizaje
(Erceget al, 2005a). Se ha demostrado que la hiperamonemiacar@er
se induce la activacion de la microglia y neuraimi&cion, contribuyendo a
las alteraciones cognitivas y motoras que ocurreladH (Rodrigoet al,
2010). El tratamiento con ibuprofeno de las raiperamonémicas también

restaura la funcion de la via y el aprendizaje.oEstdica que la
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neuroinflamacion media los efectos de la hiperammaesobre la via y el

aprendizaje (Rodriget al, 2010).

Todos estos datos demuestran que la disminuciola dapacidad de
aprendizaje en el laberinto en Y en hiperamonengacgfalopatia hepatica
es debida a la disminucion en la funcion de lggiigamato-NO-GMPc.

8.1. Mecanismos que contribuyen a las alteraciones de laia
glutamato-NO-cGMP en cerebelo en hiperamonemia y erfalopatia

hepatica cronicas

La funcion de la via glutamato-NO-GMPc esta disnua en cerebelo
in vivo en ratas con hiperamonemia cronica (Herrgiae et al, 1998) o
con encefalopatia hepatica debida a anastomodis-g@ra (Monfortet al,
2001). Distintos mecanismos contribuyen a la disigiin de la funcion de

la via en cerebelo.

8.1.1. Papel de la neuroinflamacion en el deterioro cognito en

hiperamonemia y encefalopatia hepatica cronicas

Cada vez hay mas evidencias que apoyan la idgaeé inflamacion
coopera con la hiperamonemia en la induccion de dHeraciones
neurolégicas en pacientes con EH o EHM (Odehl, 2004; Shawcrosst
al., 2004; Odelet al, 2005; Montoliuet al, 2009). Los modelos animales
de EH también presentan neuroinflamacion (Cauél, 2007c; Rodrigeet

al., 2010). Existen datos experimentales que indicaa tjatamientos
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terapéuticos dirigidos a reducir la inflamacion pad prevenir el progreso
de la EH y sus complicaciones. El tratamiento cbnpiofeno, un
antiinflamatorio no esteroideo, reduce la neuraimfcién y restaura la
funcién cognitiva y motora de ratas PCS (Catlal, 2007c). Sin embargo,
los antiinflamatorios no esteroideos no puedenizatde en pacientes
cirroticos en estado avanzado porque les producemoss efectos
secundarios en rifién. Por tanto, se estan busadindas terapéuticas que
permitan reducir la neuroinflamacién sin afectafulacion renal. Otra diana
antiinflamatoria es la MAPK p38. La actividad depla8 esta aumentada en
ratas PCS. El tratamiento con un inhibidor de E&Rice la activacion de la
microglia, la neuroinflamacion y los marcadoresaimfatorios en cerebro y
sangre, y restaura la capacidad de aprendizajegtilddad y coordinacion
motora en ratas PCS (Agustial, 2011).

8.1.2. Aumento de la activacion tonica del receptor NMDA

En cortes frescos de cerebelo de ratas con hipaemia cronica estan
disminuidas la funcion de la via glutamato-NO-GMRcactividad NOS y
su activacion en respuesta a la activacion delpteceNMDA. Estas
alteraciones reproducen las encontradas en cengbaklm, por lo que estos

cortes son un buen modelo para estudiar los menasisnplicados.

La hiperamonemia crénica disminuye la actividad ldenNOS en
condiciones basales debido a un aumento en ladadive la CaMKII por
fosforilacion en su residuo de treonina Thr 286 iqdece un aumento de la

fosforilacion en el residuo de Serina 847 en la BNO
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Por otro lado, la menor activacion de la nNOS esgpuesta a la
activacion del receptor NMDA es debida a una atiérade la localizacion
subcelular de la NNOS, con una disminucién deleadbd en membranas

sinapticas y un aumento en el citosol.

Tanto la disminucién de la actividad basal de MOS como la
disminucién en su activacion son debidas a un atomen la activacion
tonica del receptor NMDA en hiperamonemia. Asi pussbloqueo del
receptor NMDA con MK801 (i) restaura el contenide ld nNOS en las
membranas postsingpticas y lo disminuye en cito§gl,normaliza la
fosforilacion de la CaMKIl en la Thr 286 y la denBlOS en la Ser 847, (iii)
restaura la actividad basal de la nNOS vy la fundéma via glutamato-NO-
GMPc en cortes de ratas hiperamonémicas (El-EHi&l, 2008; 2010).

En cerebelo in vivo, la hiperamonemia cronica ti@mi§i) disminuye la
funcién de la via glutamato-NO-GMPc y el aumentdzdéPc inducido por
la activacion del receptor NMDA (Hermenegildet al, 1998), (ii)
disminuye la activacion de la nNOS tras la actidadalel receptor NMDA
(Rodrigoet al, 2007) y (iii) disminuye la activacion de la guato ciclasa
soluble por NO. Si se administra SNAP, un agenteegalor de NO que
activa directamente la guanilato ciclasa solubdejnsluce un aumento de
GMPc significativamente menor en ratas hiperamooa&snique en ratas
control (Hermenegildeet al, 1998). En cerebelo in vivo, al igual que en
cortes frescos de cerebelo, hay un aumento detizaeén ténica del
receptor NMDA vy la administracién de MK801 restalarduncion de la via
glutamato-NO-GMPc en hiperamonemia cronica (EIMiilal, 2010).
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El aumento de la activacion tonica del receptord¥\ la consiguiente
disminucién de la funcion de la via glutamato-NO-&dven hiperamonemia
cronica podria considerarse una respuesta adaptadra evitar la muerte
neuronal inducida por la activacion excesiva deeptor NMDA, como
ocurre en situaciones agudas con dosis altas deianido obstante, esta
respuesta adaptativa tiene efectos perjudiciales cpntribuyen a las
alteraciones neuroldgicas observadas en la hiperama cronica y
encefalopatia hepatica.

8.1.3. Alteraciones en la activacion de receptoresAMPA vy
metabotrépicos de glutamato

El receptor NMDA coopera con los receptores AMP#gtabotropicos
de glutamato (mGIluRs) en la modulacién del gradia yluracion de la
activacion de la via glutamato-NO-GMPc en cerebelwivo (Fedele y
Raiteri, 1996). En cultivo de neuronas cerebelare$, receptor
metabotrdpico de glutamato 5 (mGIuR5) modula leciim de la via NO-
GMPc (Llansola y Felipo, 2010).

La hiperamonemia crénica altera la funcién de ldSluRRs en cultivos

primarios (Llansolat al, 2005) y en cerebro in vivo (Canakgsal, 2003).

In vivo, la hiperamonemia cronica altera la modidla de la via NO-
GMPc por receptores mGIuR5 y AMPA en cerebelo. Reda liberacion
de glutamato y la activacion de la via NO-GMPc espuesta a la
activacion del receptor mGIuR5. También reducectavacion de la via en
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respuesta a la activacion de receptores AMPA dedfaj)idad y aumenta la
activacion por receptores AMPA de alta afinidad bi@ea-Pastoret al,
2012).

La alteracién en la modulacion de los receptorddPA y mGIuR5
podria estar implicada en el dafio de la via glutasiN®-GMPc en cerebelo

de ratas hiperamonémicas y encefalopatia hepética.

8.1.4. Aumento del tono GABAErgico

El aumento de la activaciéon de los receptores GA&Hice la funciéon
de la via glutamato-NO-GMPc en cerebelo (Fedekd, 2000) y en corteza
cerebral (Pepicellet al, 2004). En ratas hiperamonémicas, la activacion
tonica de los receptores GARAesta aumentada en cerebelo (Catlal,
2009a), lo que contribuye a la disminuciéon de lacfan de la via
glutamato-NO-GMPc. El bloqueo de los receptores @ABN bicuculina
restaura la funcion de la via en cerebelo y laddpd de aprendizaje de la

tarea en el laberinto en Y (Caeli al, 2009a).

9. FUNCIONES FISIOLOGICAS DEL GMP cicrico
EXTRACELULAR

Los niveles intracelulares de GMPc estan regulgmostres procesos
independientes: (i) sintesis por las guanilatoasi&s$, (i) degradacion por
fosfodiesterasas, y (iii) exportacion al medio asélular por
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transportadores de membrana (MRPs o transportadsessibles a
probenecid). El papel fisiologico de esta expodéaciy del GMPc
extracelular no se conoce con claridad. No obstaslgunos estudios
indican que el GMPc extracelular en intestino, mifid cerebro ejerce
funciones fisiolégicas y no es excretado simplemgpdira extinguir la

sefnalizacion interna.

9.1. El GMPc extracelular modula la motilidad del intestno

Que el GMPc extracelular ejerce efectos en imeste demostroé en un
estudio que trataba de averiguar como la solitattara el ambiente
fisiologico del lumen del intestino delgado del $ped, contrayendo el
musculo liso intestinal y disminuyendo el transitdestinal. Ensayaron
diferentes compuestos secretados por el parast@oyla infusion luminal
de GMPc en el huésped inducia patrones contracsileslares a los
observados durante la infeccién por solitaria (ikmog et al, 2003). Dado
qgue el GMPc no atraviesa las membranas celulanesfesto debia ocurrir
en el medio extracelular. Si afiadian fosfodiestargsie degradan el GMPc,
no observaban respuesta. Cuando afladian AMPc eGMBIc (homoblogo
de GMPc permeable a membrana) habia un incremenia &ecuencia
contrdctil pero no era significativamente diferetédos controles. Asi pues,
concluyeron que el GMPc actia como una moléculasef@alizacion
extracelular, regulando in vivo los mecanismos dailidad del intestino
delgado. Posteriormente se ha comprobado que m)ddies extracelulares
de union de GMPc en el intestino de mamiferos. BPG, liberado por el
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parasito en el lumen intestinal, interactia conmlisdaciones de receptores
de superficie celular y altera los patrones de lidat del musculo liso del

intestino del huésped (Zimmermanal, 2008).

9.2. El GMPc extracelular modula el transporte de " en el rifion

El GMPc extracelular es un mediador critico d@resion natriurética,
mecanismo por el cual el rifién regula la presigrgsaea. Un incremento
de la presion de perfusion en células del tabulaxipral renal induce
excrecion de sodio. Las células del tubulo renalhemanos contienen
guanilato ciclasa soluble, capaz de generar y ¢éxp@&MPc en respuesta a
NO. Este GMPc es exportado al medio extracelulalagdecélulas renales
por un transportador de aniones organicos senailgeobenecid y no se
reincorpora al citosol. La incorporacion de soditaaélula esta inhibida
cuando el GMPc es exportado, por tanto, el GMPcaealular esta
regulando la reabsorcion de sodio (Sasekial, 2004). La presion
natriurética estd modulada por NO y por la expatade GMPc al espacio
intersticial. EIl GMPc extracelular inhibe la reatzsén de sodio en el tabulo
proximal e induce natriuresis via protein-quinaséP&G) (Jinet al, 2001;
2004; Ahmeckt al, 2007; Liebet al, 2009). El GMPc extracelular aumenta
los niveles de la proteina fosforilada Src e indoegriuresis de manera
dependiente de Src. El lugar de unién del GMP eeglwar a las
membranas de las células renales del tubulo sem@se. Se ha propuesto
que el GMPc se une a un dominio extracelular d&TiRasa N&K" y que
en la sefializacion subsiguiente se activaria Sas¢ihentcet al, 2011).
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9.3. El GMPc extracelular tiene efecto neuroprotector fente a la

excitotoxicidad en neuronas de cerebelo en cultivo

El GMPc esta implicado en la neurotoxicidad deitayinato y del NO,
pero también puede tener un papel neuroprotectqrajiel del GMPc en
neurotoxicidad y neuroprotecciéon se estudid enivadt primarios de
neuronas de cerebelo. Se comprobé que el GMPccehitar estaba
implicado en el mecanismo por el que la activa@aoesiva del receptor
NMDA conduce a la muerte neuronal. La activaciéhrdeeptor NMDA
aumenta el calcio en la neurona post-sinapticacallio activa la 6xido
nitrico sintasa neuronal y forma Oxido nitrico gaetiva a su vez la
guanilato ciclasa soluble formandose GMP cicliégeNi®), parte del cual se
libera al medio extracelular. Si se inhibia la famdn de GMPc, inhibiendo
la guanilato ciclasa soluble, se prevenia la mueetgronal inducida por
glutamato o por NO (Montoliet al, 1999). Para corroborar que el aumento
de GMPc es neurotéxico, Montoliu et al. (1999) jedon un aumento de
GMPc inhibiendo su degradacién con inhibidores defodiesterasas
(IBMX). Inesperadamente el IBMX no sélo no poteni@iénuerte neuronal
sino que previno la muerte inducida por glutam&e.comprob6 que en
presencia de IBMX, el GMPc no se acumulaba entefior de las neuronas
sino que se liberaba al medio extracelular y qu&tiexuna correlacion entre
el aumento de GMPc extracelular y la prevenciorladenuerte neuronal
inducida por glutamato. Ademas, el aumento de GMRcel medio
extracelular por adicion directa de GMPc, tambiémevenia la
neurotoxicidad por glutamato en cultivos de neusooarebelares. Estos

resultados son compatibles con un efecto neuraidsiise incrementan los
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niveles de GMPc intracelular y un efecto neuromtotepor parte del GMPc

extracelular (Montoliet al, 1999).

9.4. EI GMPc extracelular modula el aprendizaje de una drea de

discriminacion condicionada en el laberinto en Y

En modelos animales de hiperamonemia y encefatoepatica, el
aumento de la concentraciéon de GMPc extracelulareesbelo es capaz de
restaurar la capacidad de aprendizaje del test wherirdinacion
condicionada en el laberinto en Y. No obstanteawshento excesivo de
GMPc extracelular puede ser perjudicial para elergizaje y debe
mantenerse en un rango de concentracion adecuadeg(& al, 2005a;
2005b). Para comprobar si la disminucién de la ddpd de aprendizaje de
la tarea en el laberinto en Y en ratas con hipenemia 0 EH es
consecuencia de la menor funcién de la via glutasN&-GMPc y la
menor formacion de GMPc, Erceg et al (2005a y 2p@siudiaron si el
aumento de GMPc en cerebelo restaura la capacelapmrndizaje. Para
aumentar los niveles de GMPc realizaron dos traaios: (1)
administracion continua intracerebral de zaprinast, inhibidor de la
fosfodiesterasa que degrada el GMPc, (2) admigiétraoral crénica de
sildenafilo, un inhibidor de la fosfodiesterasaaaple atravesar la barrera

hematoencefalica.

Comprobaron que los dos tratamientos restaurarcaj@acidad de
aprender en el laberinto en Y y que existe unaetaion significativa entre

la concentracion de GMPc basal extracelular y fmc@ad de aprendizaje
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de la tarea de discriminacion condicionada. Cuantayor es la
concentracion de GMPc mayor es la capacidad dedigege. Esto sugiere
gue el GMPc extracelular modula la capacidad deralizaje. Parece existir
un umbral £500 pM) a partir del cual un aumento de la coneeidn de
GMPc extracelular ya no mejora la capacidad dengiiraje de la tarea de
discriminacion condicional sino que la deterioray(ifa 7). Los inhibidores
de fosfodiesterasa aumentan tanto el GMPc extilacelaomo el
intracelular. Para comprobar si realmente es el GeRracelular el que
modula la capacidad de aprendizaje, utilizaron arnetr tratamiento para
aumentar exclusivamente el GMPc extracelular sactaf el intracelular.
Para ello administraron GMPc intracerebralmentediamte minibombas
osmoéticas. EI GMPc no atraviesa la membrana celptarlo que cualquier
efecto que produzca es debido al aumento de GMRracelular.
Comprobaron que el GMPc restaura la capacidad mdigaje de la tarea
en el laberinto en Y en ratas hiperamonémicas. Hstliica que la
manipulacion farmacologica de los niveles de GMRraeelular en cerebro
podria ser util en el tratamiento clinico de ldsrakciones cognitivas de los
pacientes con encefalopatia hepatica (Ereegl, 2005a; 2005b). No se
conocen los mecanismos por los que el aumento d@dGéktracelular
restaura la capacidad de aprender la tarea ebezirito en Y.
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Figura 7. Correlacion entre la concentracion de GMPc extracelular »

la capacidad de aprendizaje.Cada punto representa el numero de ensayos
necesariopara aprender frente a la concentracion de GMRaa®itlar (Figura de Erceg
S., 2004).
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OBJETIVOS

Los modelos animales de hiperamonemia cronicaptas alteraciones
cognitivas y motoras que reproducen las que prasepacientes con

encefalopatia hepatica minima (EHM).

La capacidad de aprendizaje en un laberinto erst¥ @isminuida en
ratas con hiperamonemia y encefalopatia hepatiéaioas. La infusion
continua intracerebral de GMPc mediante minibondsasoticas restaura la
capacidad de aprendizaje en ratas con hiperamor{&mteg et al, 2005a),

pero el mecanismo por el que restaura el apremdsgaflesconoce.

La via glutamato (Glu)-6xido nitrico (NO)-GMPc madd el aprendizaje
en el laberinto en Y (Erceg et al, 2005b). La fancde esta via esta
reducida en cerebelo in vivo de ratas con hiperamom y EH,
conduciendo a una disminucion de la capacidad dendzaje en el
laberinto en Y. Tratamientos que restauran la fumcie la via restauran la
capacidad de aprendizaje. Puesto que el tratamoemt@MPc extracelular
restaura la capacidad de aprendizaje de esta fmadanos de la hipétesis
de que el GMPc afadido debe restaurar la funcida g& Glu-NO-GMPc

en cerebelo y de esta forma restaura la capacielagréndizaje.
Los objetivos principales de esta tesis son:

A) Estudiar si el tratamiento cronico intracerebmah 6GMPc extracelular
restaura otras alteraciones cognitivas y motor&senmtes en ratas con

hiperamonemia crénica.
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B) Estudiar los mecanismos moleculares por los querahmiento
intracerebral con GMPc exdgeno restaura la capaadaaprendizaje en el

laberintoen Y.

Para ello se han abordado los siguientes objetonsretos:

1. Estudiar si la infusidon cronica intracerebral de BMextracelular en
ratas hiperamonémicas:
A. Restaura la coordinacion motora.
B. Restaura la actividad motora.

C. Recupera la capacidad de aprendizaje y/o la meraspacial.

2. Estudiar si la infusidén croénica intracerebral de BMextracelular en
ratas hiperamonémicas:
A. Normaliza los niveles de GABA extracelular en ceteb
B. Recupera la funcién de la via glutamato-NO-GMPerebelo in

Vivo.

3. Estudiar si la administracion aguda de GMPc exhuareen cerebelo a
través de sondas de microdialisis recupera la dumnale la via
glutamato-NO-GMPc en cerebelo de ratas hiperamara@min vivo.

Analizar los mecanismos implicados.
4. Analizar en cortes frescos de cerebelo ex-vivon@ganismos por los

que la adicibn de GMPc extracelular restaura leciim de la via
glutamato-NO-GMPc en hiperamonemia:
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A. Analizar en cortes frescos de cerebelo de ratagratomos
mecanismos moleculares por los que el GMPc extraceinodula
la funcion de la via glutamato-NO-GMPc. Efectosredbs niveles
de GMPc, la actividad NOS, la fosforilacion de MOS en la serina
847 y la fosforilacion de la CaMKII en la treoniB&6.

B. Analizar en cortes frescos de cerebelo las ali@nasi inducidas por
la hiperamonemia crénica en los mecanismos poquesel GMPc
extracelular modula la via glutamato-NO-GMPc.

C. Tratar de identificar la posible diana extraceldar GMPc, a través
de la cual modula la funcion de la via glutamato-GiAPc en

cerebelo.
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MATERIAL Y METODOS

1. Modelo animal de hiperamonemia cronica sin fallo hgatico

El modelo animal de hiperamonemia cronica sinofdlepético fue
desarrollado en nuestro laboratorio (Felipo etl®188b; Azorin et al, 1989).
Consiste en la administracion a las ratas de ugta dica en amonio (25%
acetato amonico p/p) durante como minimo 3 sem&sa.dieta induce un
estado de hiperamonemia sostenida en el que l@deside amonio en
sangre se duplican respecto a las ratas contraleero, higado y musculo
los aumentos de los niveles de amonio son del 471,y350%,
respectivamente. Los niveles de urea en sanrgi® (mMM) y la eliminacion
de urea (25 mmoles/24 h) son aproximadamente dkdid los valores

correspondientes a animales control.

1.1. Determinacién de amonio en sangre

Para comprobar los niveles de amonio de los amsnaé utilizé el

meétodo basado en la siguiente reaccion:

NADH + NH," + a-Cetoglutarate—— Glutamato + NAD
GDH

Este método (Hermenegildo et al. 2000) es una tad@p del
procedimiento descrito por Kun y Kearney (1974).t&man 150uL de
sangre, se desproteiniza con 1 volumen de acicloracético frio al 10%,
manteniéndolo en hielo durante 15 minutos. Tradritegar a 120009
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durante 10 minutos a 4°C, se recupera el sobreteaglase neutraliza con
KHCO; 2 M. Se vuelve a centrifugar a 12000 g, 10 minwo4°C. El

sobrenadante neutralizado se utiliza para meaimeinio.

La mezcla de reaccion contiene en un volumen fieal02.5uL: 60 pL

de muestra, 30 mM-ketoglutarato y 0.5 mM NADH en tampdn fosfato
(pH=8). Después de registrar la fluorescenciaahigara comprobar que es
estable, se afiaden por pocillo de glutamato deshidrogenasa (GDH,
Boeheringer Mannheim, Germany) (10 mg/ml) inicisselda reaccion. Se
siguen los cambios en fluorescencia en el fluomon@luoroskan Ascent;
Labsystems Oy, Helsinki, Finland) durante 90 misutel ensayo se llevo a
cabo utilizando placas Costar UV de 96 pocillod.(oa. 3635; Corning
Costar Corporation, Cambridge, MA). Se registrars loambios en
fluorescencia en las muestras y en estandaresifeverdes concentraciones
de amonio. A partir de los datos de fluorescendmermdos en los
estandares, se calcula una curva donde se extnapota valores de
fluorescencia de las muestras para obtener la nbace&n de amonio en

sangre.

2. Procedimientos quirargicos
2.1. Implantacion de minibombas osméticas en el viculo cerebral

Para la liberacion continua de GMPc extracelular et ventriculo
cerebral se implantaron minibombas osméticas ers teds dos semanas de

dieta de amonio. Se utilizaron minibombas osméticas canula para
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infusion cerebral (“ALZET”. Brain infusion KIT Il & mm. Mini-Osmotic
pumps model 2004. ALZA Corporation, Palo Alto, CAISA). Se
anestesiaron las ratas con isoflurano (5% en 1080%x@yeno para inducir
la anestesia y 2% para mantenerla). La cabezanétabhse colocd en un
sistema de estereotaxia para implantar la canuid eentriculo. Se realizo
una incision sagital de unos 2.5 cm dejando la rfigpe del craneo al
descubierto. A continuacion, se preparé un bolslibcutaneo en el area
escapular de la espalda del animal, donde se ctdaminibomba osmética
conectada via catéter a la canula a implantar viemitaicularmente en
cerebro. Este bolsillo se preparé utilizando umagihemostatica para hacer
un pequefio tunel subcutaneo desde la incisionel del cuero cabelludo
hasta el &rea media y se fue abriendo y cerrandmia para dar forma al
bolsillo. El bolsillo permite la colocacion de laimibomba con cierto

margen de movimiento sin deslizarse demasiado.

La canula se implantdé en el ventriculo laterauiegdo realizando un
pequefio agujero en las siguientes coordenadas: +0O@ eje
anteroposterior, +1,3 mm eje mediolateral y 4,5 domsoventral respecto al
bregma (Paxinos y Watson, 2007). La canula seéuajda superficie del
craneo con un tornillo y cemento dental, y se sularpiel. La minibomba
osmotica se insertd en el bolsillo subcutaneo,gsi@ el catéter estuviera
muy tirante, para que el animal tenga movilidadpsgligro de que el catéter
se desenganche de la canula.

Las minibombas osmoticas se rellenaron previamente vehiculo

(suero salino) o con GMPc (sigma) a una concer@na24d0 uM. Cada
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minibomba osmotica tiene una capacidad de 220 Jibheya 0.25ulL/hora

durante 28 dias.
En el estudio se utilizaron 4 grupos de ratas:

1) Ratas control a las que se implantaron minib@mbsmaéticas con

vehiculo (suero salino).

2) Ratas control a las que se implantaron minib@msaoticas con GMPc
240 pM.

3) Ratas hiperamonémicas a las que se implantaimibombas osmaoticas

con vehiculo.

4) Ratas hiperamonémicas a las que se implantaimibombas osmaoticas
con GMPc 240 uM.

Se dejaron transcurrir tres o cuatro dias pardaguanimales se recuperasen

de la operacion antes de empezar el pretest dechpage.

Tras 28 dias desde la implantacion de las minibembsmoticas se
sacrificaron las ratas. La funcionalidad de las lbasnse verificoO pesandolas
antes de colocarlas y después del sacrificio. T@ambe verifico el lugar
donde se colocé la canula mediante una determimédsdolégica, como se
describe en el apartado 2.3.
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2.2. Microdialisis en cerebelon vivo

Tres semanas después de iniciar la dieta de ampomios semanas
después de la implantacion de las minibombas osastse anestesiaron las
ratas con isoflurano (5% en 100% de oxigeno pahacinla anestesia y 2%
para mantenerla). Se colocd la cabeza del animalurersistema de
estereotaxia para implantar en el cerebelo la deianicrodialisis (MD-
2251, Omega-ring Intracerebral Guide Cannula aytetSté/pkg. BASI).
Tras la anestesia se realizé una incision sagitaptoximadamente 2.5 cm
para dejar la superficie del craneo al descubigrton ayuda de una
espatula, suavemente, se raspo6 para quitar e igectivo y de este modo
permitir posteriormente una buena adhesion del cwmeental a la
superficie del craneo. A continuacion, se marcaas coordenadas de
introduccién de la guia en el cerebelo: -10.5 muweraposterior, -1.6 mm
medio lateral y 0.8 mm dorsoventral respecto afjima (Paxinos y Watson,
2007). Se realizaron dos perforaciones (1 mm deeti®) para insertar dos
tornillos de sujecion al craneo y un agujero (1 rden diametro) que
permitié el acceso vertical de la guia al cranepglia se sujeté al craneo
mediante los tornillos y cemento dental. Despuéswtard la piel y se
devolvieron las ratas individualmente a sus jadlasnte un periodo de 48-

72 horas hasta el momento de realizar la micraisadierebral.
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2.3. Determinacion histologica de la posicion de lzanula de la

minibomba osmoética y de la guia de microdialisis.

Se seleccionaron dos animales por grupo paraocasrif posicion de la
canula en el ventriculo cerebral 6 de la guia eebedo. Se cortaron los
cerebros con un micrétomo en cortes de 30 um d davdos ventriculos
laterales y del cerebelo y se conservaron en ul@ido protectora (30%
etilenglicol / 30% glicerol en 0.1 M de NaKBPa -20°C hasta el analisis
histoquimico (Canales et al. 2003). Los cortesifserdn con violeta de
cresilo para verificar la posicion en uno de lostkieulos laterales de la
canula de la minibomba osmoética y en el cerebeloladesonda de

microdialisis.

3. Andlisis de la funcion de la via glutamato-6xido miico-GMPc in

vivo por microdialisis en cerebelo

Se retir0 el estilete y se coloco la sonda de adiétisis (MD-2200,
Brain Microdialysis Probes) en la guia de formadadbsa y con el animal
despierto. Se perfundié continuamente a través alesdnda liquido
cefalorraquideo artificial (LCA) a un flujo de 3 fmhinuto mediante una
bomba de microperfusion (BAS, Analytical Systems.INJUSA). La
composicion del LCA es NaCl 145 mM, KCI 3.0 mM, Ca@.26 mM,
tamponado a pH 7.4 con tampon fosfato 2 mM (Hermgigee et al., 1998).
El LCA se filtr6 con filtros Millipore de 0.4xm de didmetro de poro. La
figura 8 muestra un esquema del funcionamiento aesdnda de

microdialisis. El dializado recogido durante unarehgy media tras la
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insercion de la sonda se desechO porque estudasoprrealizados €
nuestro laboratorio han demostrado que los nivdde&SMPC pecisan ese
intervalo de tiempo para estabilizarse. Transcaorriglse tiempo s
recogieron muestras cada 30 minutos pL de dializado en cada muestra).
Las muestras se conservaron en nitrégeno liquidtalser almacenadas-

80°C hasta el momento de sermeadas

Una vez recogidas las mues para determinar los niveles basales se
administrarona través de la misma sondistintos compuestos de interés
(GMPc, inhibidor de la CaMKIl, inhibidor impermeabtle la PKA, AMP(¢
disueltos en LCA y se siguidrtmndo muestra para evaluar los efecto
estos compuestoBara analizar la funcion de la via glutan-oxido nitrico-
GMPc se administrél agonista di receptor NMDA a 0.3 mM a través de la
sonda, que activa la viagonduce a un aumento de la conceiién de
GMPc extracelular. En estas condiciones, la acumuiade GMPc
extracelular es una buena medida de la funciéraddd Glutamai-NO-
GMPc in vivo (Erceg et al. 2005a; Erceg et al. 21)0

Entrada de
LCA fresco

'

Salida de

/ LCA fresco

Figura 8. Esquema del funcionamiento de una sonda drodialisis
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3.1. Determinacion de GMPc extracelular en muestrade microdialisis

en cerebelo

A las muestras obtenidas de la microdialisis catebe les afadio
EDTA 4 mM para prevenir la posible degradacion d&Pc por
fosfodiesterasas y se almacenaron a —80 °C. Etwiolat de GMPc se midid
mediante enzima-inmunoensayo utilizando el kit BRACK GMPc de
Amersham. El ensayo se basa en la competicion de cantidad
desconocida de GMPc (de la muestra) y una cantigade GMPc unido a
peroxidasa por la union al anticuerpo especificotreo GMPc (unido al
pocillo). La peroxidasa unida al GMPc reacciona ebreactivo (substrato
TMB) dando un color azul. Cuanto mas GMPc hay emigstra menos
GMPc-peroxidasa se une al anticuerpo especificor&adBMPCc y menos
color se observa. La concentracion de GMPc en kestraise determina por
extrapolacion de los datos en la curva estanddeMec y se expresa en

pmol/mL.

3.2. Cuantificacion de GABA en muestras de microdléis del cerebelo

por HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

Los niveles de acidg- aminobutirico (GABA) en el liquido extracelular
de cerebelo se determinaron por HPLC con un deteldluorescencia
(Waters 474, filtro de excitacion 340 nm vy filtree cemision 460 nm)
después de haber sido derivatizados con OPA (thialdeftalico). Los
aminoacidos reaccionan con el OPA en presenciandeductor fuerte, en

condiciones alcalinas (pH 9-11), dando un compudistorescente. Se
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derivatizaron 10uL del extracto con la solucionGfeA y se inyectaron en
el HPLC al cabo de 2 minutos. Para la separacidosdlaminoacidos se uso
una columna de fase reversa C18, con una longimi®50 mm y un
diametro de 4.6 mm y con particulas de 5 um de eli@{ODS 2, Waters
Spherisorb) mantenida a temperatura constante 8€. ZBe empled un
estandar de GABA 5@M (Sigma). La cromatografia se realiz6 con un
programa de gradiente de dos soluciones (A y Bpodiyo fue de 1
mL/min. La solucion A era una mezcla 95/5 (vol/vdh tampdn acetato
sédico 50 mM (pH 5.67) y metanol y alcohol isophiopi(12.5 mL por litro
de fase). La soluciéon B era una mezcla 70/30 (wbl/metanol/agua. La
concentracion de GABA (nM) se calculé a partir deta obtenida por
HPLC.

4. Obtencién de cortes cerebrales frescos

Las ratas se decapitaron, se extrajo el cerebeldpidamente se
sumergié en vasos con solucion Krebs (en mM: Na®d, KKCI 2.5,
KH.,PO, 1, NaHCQ 26.2, CaCl 2.5 y glucosa 11), enfriados en hielo y
burbujeados con carbogeno (95% P 5% de CQ) para mantener los
cerebros frescos y oxigenados. Se hicieron cordées\versales de 400 pm
en un Vibrotomo (LEICA, Vt1000s). Durante todo ebgeso, el tejido se
mantuvo en solucion Krebs y burbujeado con carb@gantes de empezar
los tratamientos se estabilizaron los cortes pdréntolos s6lo con tampon
Krebs.
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4.1. Determinacioén de la actividad 6xido nitrico sitasa

Los cortes de cerebelo obtenidos (ver apartadse4pasaron a los
pocillos del sistema de perfusién (Campden Instnime.td. Modelo 745)

(Figura 9) que contenian solucion Krebs burbujeatacarbogeno.

Figura 9. Sistema de perfusion.

La temperatura se mantuvo a 35°C durante todgparienento con un
controlador de temperatura. Los cortes se incubdwante 20 min en
solucién Krebs para estabilizarlos, y a continuacé perfundieron a un
flujo de 1 mL/min con solucion Krebs conteniendoco GMPc (2 y 10 nM,
durante 20 min), inhibidor de la protein-quinas&lAtM, durante 30 min),
AMPc (10 uM y 10 nM, durante 20 min) y inhibidor lBeCaMKIl (KN62,
10 puM durante 30 min).
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Después del tratamiento, se homogenizaron conolittgn (Polytron
®PT 1200 E) 3 cortes/tratamiento en 300 puL de TampgHepes 20 mM,
Sacarosa 320 mM, DTT 1 mM, Leupeptina 10 mg/L, Rejps A 10 mg/L,
EGTA 1 mM, pH 7.4) y se sonicaron 20 segundos. Garaps una alicuota
para cuantificar proteina en el homogenado por étodo del acido
bicincénico, BCA (BCA Protein Assay Kit, Thermo).reparamos una
diluciéon ¥ de la muestra con agua milli-Q, afiadirh@® pL de la mezcla
de reaccion (NADPH 20@M, BH4 50 uM, L-Arginina C* 1 uCi/mL,
CaCh 1 mM en Tampédn A) e incubamos 30 min a 37°C. Ainaacion, se
paso la muestra por columnas DOWEX AG 50WX-8, mesente activadas
con tampoén (acetato soédico 20 mM y L-citrulina 1 np# 5.5). En estas
condiciones, la arginina radioactiva quedara rdeeen la columna y eluira
la citrulina radioactiva formada durante la reanci®e lavaron las columnas
con 1.5 mL de agua milli-Q y ese eluido se recegi@n vial con 12 mL de
liguido de centelleo. Se agitaron los viales paezatar la muestra con el
liguido de centelleo. Se cuantificé la citrulinalicactiva en un contador
durante 10 min cada vial. Los resultados se exmeseomo cpm/mg de
proteina. La diferencia de cpm de muestras con ny rsiroarginina

corresponde a la citrulina formada por la actividada NOS.

4.2. Determinacion de la cantidad y fosforilacion € NOS neuronal y
CaMKIlI por Western blot

Estudiamos la cantidad y fosforilacion de NOS oeal y de CaMKI|
en cortes de cerebelo homogenizados en @20@orte de tampdn de
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fosforilacion (Tris-HClI 66 mM pH 7.4, SDS 1%, EGTAmM, Glicerol
10%, Leupeptina 0.2 mg/mL, NaF 1 mM, Na orto-vanada mM).
Determinamos la concentracién de proteina con dbdoécolorimétrico
BCA (BCA Protein Assay Kit, Thermo) y separamos fasteinas por
electroforesis en gel de poliacrilamida del 8% &@5. Se cargan 3@y de
muestra/pocillo disuelta en tampon de muestra 266{HCI 0.5 M a pH
6.8, Glicerol 5%, SDS 10%, 2-Mercaptoetanol 2.5%gnBofenol 1%).

Los geles de poliacrilamida constan de dos zonasdderente
concentracion de acrilamida: gel “stacking” (Trias® 0.125 M, 0,1% SDS
a pH 6.8, Acrilamida 3.9%, Bisacrilamida 0.015%,3A@,04% y TEMED),
que concentra la muestra en una banda estrecha deltenicio de su
separacion y gel “running” (Tris Base 0.4 M, 0.1%S pH a 8.8,
Acrilamida 8 %, Bisacrilamida 0.2%, APS 0.04% y TED)), en el que las
proteinas se separan segun su masa moleculavaeBtitampon empleado
para la electroforesis contenia Tris Base 0.3%2%.@DS, Glicina 1.5%.

La intensidad de la corriente fue de 25 mA por gel.

Una vez terminada la electroforesis se transfinetas proteinas a
membranas de PVDF o nitrocelulosa en tampén dsfawencia (Tris Base
0.025 M, Glicina 0.05 M) y a una corriente de 408 durante 2 horas. A
continuacion, se bloquearon las membranas con BS8ca&en TBS-Tween
(NaCl 0.15 M, Tris Base 50 mM, Tween-20 0.05%, pbl) durante 45-60
minutos. Las membranas se lavaron cinco veces B&iTween durante 6
minutos y se incubaron con el anticuerpo primaiigidb en la solucién de

bloqueo durante 16 horas a 4°C. Se vuelven a lasamembranas cuatro
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veces con TBS-Tween durante 6 minutos. Despuésiczdaron con el

anticuerpo secundario durante 1 hora a temperatabgente, en agitacion.

Los anticuerpos primarios y secundarios que sazatin fueron los

siguientes:
Anticuerpo 1° Dilucién Anticuerpo 2° Dilucién
Anti-nNOS . .
(fabricado en este | 1/1000 Anti-lgG de conejo- 1/2000
: peroxidasa (Sigma)
laboratorio)
Anti-PNOS* . ,
en Serina847 | 1/2000 Agtrléﬁgagz ?gi”‘::g) 1/2000
(Abcam) P g
Anti-CaMKII alfa** Anti-1IgG de raton-
(Abcam) 1/2000 peroxidasa (Sigma) 1/2000
Anti-PCaMKIl : .
en Treonina 286 | 1/1000 Ae”rt(')')igjzsdae (g"itom”;) 1/2000
(Abcam) P g
*Reconoce especificamente la NOS neuronal fosfariled la Serina 847

** Reconoce especificamente la CaMKII fosforiladaaefreonina 286.

A continuacion, la membrana se lavd cuatro veegande 10 minutos

con TBS-Tween y se hizo un ultimo lavado con tamgdstrato (NaCl 100
mM, MgCl, 5 mM, Tris-HCI 100 mM a pH= 9.5). Por ultimo, sevel6

utilizando un método colorimétrico para la enzimerogidasa con una
solucion de revelado (NaCl 100 mM, Mg@ mM, Tris-HCI 100 mM,
0.6% stock NBT, 0.35% stock BCIP, pH=9.5).
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Las imagenes de las bandas fueron capturadas escamer Hewlett
Packard Scanjet 5300C vy la intensidad de las bandasuantificada con el
programa Alphalmager 2200 (AlphaEaseFC 2200 fordéivs, Cambridge,
UK). Se utilizé la actina como control de cargayiritensidad de banda se
expresd como porcentaje de las ratas control asleatas hiperamonémicas

en cada western-blot.

4.3. Determinacion de GMPc en cortes de cerebelo

Después de la incubacion de los cortes con lgmecéigos tratamientos
en el sistema de perfusion, se homogenizé cada enr200 puL de tampon
de ensayo para GMPc (proporcionado con el kit) EOTA 4 mM. Se
incuban a 100°C en un incubador (ThermoStat plppegdorf 1.5 mL)
durante 5 min, centrifugamos a 19000 g durante B mi4°C. El
sobrenadante se congela a -20°C hasta la deteranirded GMPc mediante
enzima-inmunoensayo utilizando el kit BIOTRACK GMBe Amersham
(ver apartado 3.1). El precipitado se resuspendzénuL de NaOH 0.5 M,
se incuba 2 horas a 37°C y se determina la comoédrr de las proteinas

con el método colorimétrico BCA (BCA Protein Asséy, Thermo).

4.4. Determinacion de la fosforilacion de proteinagxtracelulares en

cortes de cerebelo mediante marcaje con ATP

Se obtuvieron cortes de cerebelo (como se indical @partado 4) y se
incubaron en el sistema de perfusion colocando a&da cpocillo 2
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cortes/tratamiento: GMPc 10 nM solo 6 en combinacidn inhibidor
impermeable de PKA {tM durante 30 min. A continuacion, se pasaron los
cortes a tubos con 5Q@Q del tratamiento correspondiente. AfiadimgsC
de ATP? a cada muestra e incubamos 10 min. A continuaaon, un
pincel pasamos los cortes a tubos con 20@e tampon de fosforilacion
(Tris-HCI 66 mM pH 7.4, SDS 1%, EGTA 1 mM, Glicett®%, Leupeptina
0.2 mg/mL, NaF 1 mM, Na orto-vanadato 1 mM), honmmgemos y
hervimos a 100°C durante 5 min. Determinamos lac@umnacion de
proteina con el método colorimétrico BCA (BCA PmoteAssay Kit,
Thermo) y separamos las proteinas por electro®resn gel de
poliacrilamida al 10% con SDS, cargandous0de proteina/pocillo disuelta
en tampoén de muestra 2X (Tris-HCI 0.5 M a pH 6.8ce&Bol 5%, SDS
10%, 2-Mercaptoetanol 2.5%, Bromofenol 1%). Sunmeasi los geles en
fijador (45% metanol, 7.5% acido acético glacialyahte 1 hora y 30 min.
A continuacion, los transferimos durante 30 min @a ucubeta con
dimetilsulféxido (DMSO) y repetimos este paso urez \mas. Después
incubamos el gel en 2,5-diphenyloxazole (PPO) & 2060 DMSO durante 1
hora. Lavamos con agua milli-Q durante 30 min zealdo varios cambios
de agua y finalmente, secamos los geles en una®aca 50°C durante
toda la noche. Una vez secado el gel, lo colocaeamsin cassete con
peliculas de revelado y lo guardamos a —80°C. Bead la pelicula a los

10 dias de exposicion.
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5. ldentificacion de proteinas de membrana de cerebelgue unen
GMPc

Para identificar proteinas de membrana que unerfP&Mislamos y
purificamos las proteinas de membrana de cereltsdojncubamos con
bolas de agarosa que tienen unido GMPc e identiisalas bandas de
proteinas que unen GMPc por electroforesis. Estaslds se envian a

secuenciar por espectrometria de masas.

Para la obtencion de membranas, se decapito da sat extrajo el
cerebro y se sumergié en una solucion de saca2@andl en hielo. A
continuacion, se peso el area y se afiadieron G0nerles de Tris-Citrato
50 mM pH 7.4 a 4°C. Se homogenizé el tejido durdftsegundos con un
homogeneizador electronico (Ultra-Turrax® T25 batfA® Werke). Se
centrifugd 20 min a 20.000 g a 4°C. Se descartéobrenadante y se
afadieron al precipitado 50 volumenes del tampois-Citrato. Se
resuspendio el precipitado con el homogeneizads® yolvié a centrifugar
20 min a 20.000g 4 °C, este paso se repitio 5 v&emidio la proteina del
precipitado afiadiendo 4 o 5 volimenes de tampdas-ACI 10 mM pH 8,
NaCl 300 mM, DTT 125 uM, PMSF 1 mM, Leupeptina 4 pRépstatina A
4 uM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, SDS 0.1%, Igepal 1%,d&olato 5%)
para conseguir una concentracion de proteina de4 3mdg/mL. A
continuacion, centrifugamos a 100.000 g 1 hora &4 Dializamos el
sobrenadante a 4°C durante 4 horas con tamporrHOlisLO mM pH 8,
DTT 125 puM, PMSF 0.1 mM, EDTA 0.5 mM, EGTA 0.5 mM,

Mercaptoetanol 0.1%). Medimos la proteina de lastraedializada por el
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método colorimétrico de BioRad (Bio-Rad Protein #gsDye Reagent

Concentrate, Bio-Rad Laboratories GmbH).

Lavamos las bolas de agarosa control y las baasgdrosa que tienen
unido GMPc 5 veces con tampén (Tris HCI 2 mM pHN&CI 50 mM, DTT
25 uM, PMSF 0.2 mM, EDTA 0.2 mM, EGTA 0.2 mM, Meptaetanol
0.1%, Leupeptina 1 puM, Pepstatina A 1 uM, SDS 0., 0P%oxicolato
0.8%). Incubamos la muestra con las bolas dura@ten® a 37°C en
agitacion. Tras una precipitacion por centrifugacitapida durante 5
segundos, se guardd el sobrenadante y se mididiaima por el método
colorimétrico BCA. El precipitado se lavo 3 veces ¢éampon (Tris-HCI 10
mM pH 8, DTT 20 uM, PMSF 0.2 mM, EDTA 0.2 mM, EGTAZ2 mM,
Leupeptina 1 uM, Pepstatina A 1 uM). Se resuspegldidecipitado con 50
puL de sample buffer 2X (Tris-HCI 0.5 M a pH 6.8jc@lol 5%, SDS 10%,
2-Mercaptoetanol 2.5%, Bromofenol 1%). Se hirvilin la muestra y tras
una precipitacion por centrifugacion rapida duramtegundos, se cargo el
sobrenadante en un gel de poliacrilamida del 8%Sfo8. La electroforesis
se realiz6 a 25 mA por gel. Se sumergio el gel ea solucion con el
colorante azul de Comassie (50% Metanol, 10% Addético, 0.1 %
Brillant blue) y en agitacion continua durante 3d0 El gel se destifié con
una solucion al 25% de isopropanol y 10% de acifi@ glacial, hasta
que se observaron las bandas de proteinas tefiglaszaol. En un
transiluminador se seleccionaron las bandas peseri las carreras de
proteinas incubadas con bolas de agarosa con GMBe yno aparecian en
las carreras de proteinas incubadas sin GMPc. Bata$as se enviaron a
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secuenciar por espectrometria de masas al labiorativigido por el Dr.

Juan José Calvete en el Instituto de Biomedicindadencia.

6. Tests de aprendizaje y memoria

6.1. Test de aprendizaje de una tarea de discrimigan condicionada

en un Laberintoen Y

Este test se realiza en un laberinto de madeteesldrazos idénticos en
forma y longitud (60 cm de largo, 11.5 cm de angh®5 cm de altura)
colocados en forma de Y (Figura 5, apartado Inttomun). Uno de los
brazos se elige como salida y los otros dos sotrasos de eleccion. El
color de las paredes del laberinto puede ser blangegro. Dependiendo
del color del laberinto se colocan los “pellets’adenida (Dutless Precision
Pellets®, Rodent Purified Diet, Bio-Serv) en latpamas distal de uno u
otro brazo de eleccién. Cuando el laberinto esansgrcolocan los pellets al
final de brazo izquierdo. Cuando el laberinto esbb se colocan los pellets
al final del brazo derecho. El animal tiene queeager donde esta el pellet
en funcidn del color del laberinto (Erceg et al020Murray y Ridley.
1997). La realizacion de este test requiere urogerde familiarizacion del
animal con el laberinto (pre-test 4 dias) y undriczson de la comida
accesible (unos 8 gramos al dia) durante el tiequgodura el test y el pre-
test para que el refuerzo en forma de comida tehgfecto esperado.

El dia 1 de pre-test se dejo explorar a las ratas2(en 2) en el mismo
laberinto durante 10 minutos con la comida esparpmt todo el laberinto.
Este laberinto era de color blanco. El dia 2 detggese pusieron las ratas
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de una en una en el laberinto para que exploragem gsta vez el laberinto
era de color negro y la comida estaba esparcidéoporel laberinto. El dia
3 de pre-test las ratas se colocaron en el labedi; una en una durante 5
minutos y la comida se situ6 en los extremos distde los dos brazos de
eleccion siendo el laberinto de color blanco. Enugrto dia el pre-test fue
como el tercer dia pero con el laberinto negro.

El test se repite diez veces cada dia cambiandlareha aleatoria el color de
las paredes, y se considera que el animal ha agoeadando acierta los 10
ensayos seguidos en un mismo dia. Un acierto ¢ensis que el animal
escoge el brazo izquierdo y come los pellets cdlogal final del mismo,
en el caso de que el laberinto sea negro. En eldagjue el laberinto sea
blanco, el animal escoge el brazo derecho.

Cada vez que una rata se somete al test se defaro@mimo 3 minutos en
el laberinto durante los cuales o bien realizaaierto, un error o bien un no
ensayo: se queda en el brazo de salida.

Si a los 25 dias de la realizacién del test la natdna aprendido ya no se

hacen mas tests considerando que el animal n@ag da aprender la tarea.

6.2. Laberinto radial de 8 brazos

Este test evalla el aprendizaje espacial y seaeah un laberinto con
un area central que permite el acceso a ocho breqoslistantes y de
idéntico tamafio. Los brazos tienen una longitu@@em y una anchura de
10 cm vy el area central tiene 30 cm de diametrgufigi 10). El laberinto es
de plexiglas negro y esta a una altura de 1 m sebseielo. Cada brazo

tiene paredes laterales con una altura superi@l extremo proximo a la
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zona central (30 cm) que en el extremo distal (k &m el extremo distal de
cada brazo, hay un comedero empotrado donde seactdocomida de

recompensa. A las ratas se les reduce la ingestandiela cuatro dias antes
de realizar el pre-test y se mantienen con esa dhstrictiva durante todo el
test. En la primera sesion del pre-test se colamnratas en el laberinto
durante 5 minutos con comida esparcida por todaberinto. En la segunda
sesién del pre-test se coloca so6lo una rata eabetlihto durante 5 minutos
con comida en todos los comederos (2 pellets).raimaacion, se realiza el
test durante 6 dias con 5 ensayos/dia. Se colocantéda en 4 de los 8
comederos: en 2 brazos consecutivos (ejemplo:)lyyed otros 2 brazos no
consecutivos (ejemplo: 4 y 6). Los brazos con/simida son diferentes
para cada rata. Se espera que la rata se comalésdosllets pero si no se
mueve esperamos como maximo 3 minutos. Si unadatante 2 dias

consecutivos no se mueve la eliminamos del est@koanalizan (i) los

errores de referencia espacial, que se definen @mémero de veces que
entra el animal en un brazo sin comida; (ii) losomes de memoria de
trabajo, el nimero de veces que entra en un brazga ha visitado durante
ese mismo ensayo Yy (iii) el nimero de aciertos adacensayo, que

corresponde al numero de entradas en brazos cadaom
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Figura 10. Laberinto radial de 8 brazos.

6.3. Laberinto acuatico de Morris

Este test mide aprendizaje y memoria espacialsiS@nen poner las
ratas individualmente dentro de una piscina (Fidulfaque contiene una
plataforma de escape escondida por debajo deldgyf@ma que la rata no
la visualiza. La plataforma, que es de un matgiiastico y transparente,
tiene que quedar sumergida pero sélo a 1-2 cm d&umlidad de la
superficie. El agua se tifile con una pintura blanoaua para que el agua
quede turbia y la plataforma no sea visible pasardéas. La rata no quiere

permanecer en el agua y busca la plataforma. Miedpmstas visuales como
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colores o figuras situadas alrededor de la pis@hanimal se ubica en el
espacio para encontrar la plataforma.

Utilizamos una piscina circular de 190 cm de diamgt80 cm de altura. El
test consta de 3 fases: pre-test, aprendizaje ty Eas el pre-test, se
acostumbra a las ratas a nadar en el agua sirafafggima. Se deja que
naden 90 segundos y, a continuacion, se sacanpsciaa y se secan. Al
dia siguiente (dia 1 de aprendizaje), se cologaldamforma en una parte
cualquiera de la piscina y ésta permanece en esidranie de la piscina
cada dia de aprendizaje. Cada dia de aprendiZzag Xd2 y 3), se realizan
cinco ensayos en los que cada rata tiene que wpashaontrar la plataforma.
El tiempo maximo de permanencia en el agua es dsd@undos. Si pasado
este tiempo la rata no ha encontrado la platafolaneglocamos encima de
la plataforma y la dejamos 1 minuto. Cada vez guesaliza un ensayo hay
que colocar la rata en el agua en un punto diferelet la piscina, por
ejemplo en uno de los 4 puntos cardinales imagisdil, S, E y O) de la
piscina.

Si llegan a la plataforma antes de los dos mins&anotan los segundos
gue han tardado en encontrarla y subirse.

El cuarto dia se realiza el test final (Memoria aesgl): se quita la
plataforma de la piscina y se coloca cada rataaguidcina, en un punto
cualquiera de la piscina (el mismo para todasdtes). Se deja la rata en la
piscina durante 90 segundos y se cuentan los seguje la rata nada en el

cuadrante donde los dias anteriores estaba coltxatitaforma.
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Lynn Tahan 52097

Figura 11. Laberinto acuatico de Morris.

6.4. Ensayos de actividad y coordinacion motora
6.4.1. Actividad motora

Estudiamos la actividad motora espontanea de riosages utilizando
un actimetro (MED Associates). Los animales serdejdurante 3 dias en
jaulas (43x43x30.5cm) provistas de células infjasroque detectan el
movimiento del animal (Figura 12). El equipo dispode dos filas de
células infrarrojas o detectores que se encueatthy 6 cm del suelo de la
jaula. Los datos se recogen automaticamente pprogirama informatico
‘Activity Monitor’ (MED System) para su posteriomalisis. Cuando el
animal interrumpe tres detectores infrarrojos contteamente el programa
registra un movimiento ambulatorio. Un movimientatical o “rearing” se

registra cuando el animal interrumpe la célulaaimfija situada a 6 cm del
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suelo. Se determind la actividad ambulatoria, atdiy vertical y velocidad

media.

Figura 12. Jaula para medir actividad motora.

6.4.2. Beam walking

Este test mide coordinacién motora y equilibrion§iste en hacer pasar
a la rata por un palo de 1 metro de longitud y 20 de anchura, situado a
aproximadamente 1 metro del suelo, hasta alcamzal fnal del recorrido
una caja cerrada y oscura, que proporciona un amebégradable para los
roedores (Figura 13). Antes de realizar el testesenan a las ratas
haciéndolas pasar tres veces por el palo dejandelasiso de la caja final
(unos 2 minutos) para que se sienta protegida. &lgynas ratas que
necesitan mas ensayos y otras que tienen muchm nigde no pasan el

palo (éstas ratas se eliminan del estudio).
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En este test se mide el tiempo en segundos cu@rehll tarda en llegar
a la caja y el niumero de resbalones que el aniera turante el recorrido
por el palo. Un animal tiene incoordinacion motouando tiene un mayor

namero de resbalones o cuando tarda mucho tiempasam el palo.

Figura 13. Beam walking.

7. Determinacion de factores inflamatorios en ceredto e hipocampo

Los animales con minibombas osmoticas fueron fgzamtios con una
guillotina. Se extrajo el cerebelo e hipocampo grém inmediatamente

congelados en nitrégeno liquido hasta su anal@isvpstern blot.

Se homogenizaron el cerebelo e hipocampo siguieldsiguiente
protocolo: cada area se peso y se trituré en étdtukrax” con 5 volimenes
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de tampdén de homogenizado (Tris-HClI 20 mM pH 7.BTE 10 mM,
PMSF 0.2 mM, 1 pastilla de Coktail de inhibidores mroteasas Complete
(Roche Diagnostics GMBH, Germany) en 50 ml yOl Se sonic6 y
determinamos la concentraciéon de proteina con ébdoécolorimétrico
BCA (BCA Protein Assay Kit, Thermo). Todo el procese realizé en frio y

los homogenados se almacenaron a -80 °C.

A continuacion, los homogenados se diluyeron h:2aepon de carga
(Tris-HCI 20 mM a pH 6.8, Glicerol 20%, SDS 4 % Mg&rcaptoetanol
10%, Bromofenol 1%) y se separaron las proteinasefartroforesis en
geles de poliacrilamida del 8 y 12% con SDS, erciim de la masa
molecular relativa de cada proteina. Se transfiner membrana de PVDF,
se incubaron con los anticuerpos correspondientese ycuantificé la
intensidad de las banda®o se describe en Material y Métodos, apartado

4.2). Los anticuerpos primarios y secundarios quattiearon fueron los

siguientes:

Anticuerpo 10 Dilucién Anticuerpo 2° Dilucion
(R?I;i:sr;\lsfgm) 1/250 pA:rtci)-;?dGasdae ((;eilg rr:gl) 1/2000
s ey | 0| ey | 200
R el I
e ) e
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8. Analisis estadistico

Se emplearon distintos métodos de analisis estadidependiendo de
los resultados a comparar. Todos ellos se reatizewa el programa Prism
5 (GraphPad Software, Inc.). Se realizé un anétisisa varianza de una o
dos vias (ANOVA) seguido de un test post-hoc Tukggndo se comparan
mas de dos grupos o test t-Student cuando se camplis grupos. Se
considerd como significativo un valor p<0.05. Lesultados se expresan
como media + SEM (Error estandar de las mediashalelero de animales
indicados en cada caso.
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1. Efecto de la administracion de GMPc extracelular dore la actividad

y coordinacién motoras
1.1. Actividad motora

Se analiz6 continuamente la actividad motora darardias en animales
a 3 y 6 semanas de hiperamonemia midiendo losesitgs pardmetros:

actividad vertical, actividad ambulatoria y velamdmedia.

Las ratas hiperamonémicas a las 3 semanas de mhesantan una
disminucioén, durante la noche, de la actividadiear{783 + 164 recuentos,
p<0.01) respecto a las control (1608 + 250 recw®ngbigura 14A). El
tratamiento con GMPc extracelular durante una senmam restaura la
actividad vertical en hiperamonémicas (681 + 1@leatos) y la disminuye
en ratas control durante la noche (997 = 133 rdosep<0.05) y durante el
dia (43 19 recuentos respecto a 194 + 24 recuemantroles, p<0.01).
La actividad ambulatoria y la velocidad media ndamesalteradas en

hiperamonemia (Figuras 14B y 1C).

A las 6 semanas de dieta las ratas hiperamonértacaisién tienen
disminuida durante la noche la actividad vertica4 £ 82 recuentos,
p<0.01) respecto a las control (1571 + 93 recuégntbgyura 14D). El
tratamiento durante tres-cuatro semanas con GM®acejular restaura la
actividad vertical en hiperamonémicas (1356 + Jx2ientos, p<0.05) y no
altera a las control (1835 = 262 recuentos). Lavidetd ambulatoria y la

velocidad media estan disminuidas en ratas hiparamiras durante la
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noche pero la diferencia no llega a ser signifieat{p=0.07 y p=0.14,
respectivamente) (Figuras 14E y 14F).

A B C

@

VERTICAL COUNTS
AMBULATORY COUNTS
AVERAGE VELOCITY
(emis)

- YR N

VERTICAL COUNTS
AMBULATORY COUNTS
AVERAGE VELOCITY
{cm/s)

Figura 14. La hiperamonemia cronica reduce la actividad motma
vertical durante la noche. El tratamiento cronico on GMPc

extracelular la restaura. (A-C) Actividad motora durante la noche y el dia de ratas
con 3 semanas de dieta y 1 semana de tratamientocG&MPc extracelular(D-F)
Actividad motora media durante la noche y el diaalas con 6 semanas de dieta y 3-4
semanas de tratamiento con GMPc extracelular.

Los parametros de actividad motora medidos son: B, yactividad vertical (vertical
counts); B y E actividad motora ambulatoria (nUm#eaecuentos= ambulatory counts);
C y F velocidad media (average velocity). Los vedoson la media + SEM del nimero
de ratas indicado (Control n=4, HA n=4, C-GMPc nHA-GMPc n=4). Los asteriscos
indican diferencia significativa respecto al grugmmtrol. Las diferencias respecto a las
ratas hiperamonémicas se indican con “a” y respactas ratas C-GMPc con “b”".
*p<0.05; **p<0.01; “a” p<0.05; “b” p<0.05.

Control= control tratada con vehiculo, HA= hiperam@mica tratada con vehiculo, C-

GMPc= control tratada con GMPc, HA-GMPc= hiperamuité tratada con GMPc¢
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1.1.1. La administracion de GMPc extracelular reduce alguos

factores inflamatorios en cerebro.

Nuestro grupo ha demostrado que la neuroinflamagiéga un papel
esencial en la disminucion de la actividad motona matas con
hiperamonemia 6 encefalopatia hepatica crénicauli(Ge al, 2009,
Rodrigo et al, 2010). El tratamiento con antiinflamatorios (ibafieno)
restaura la actividad motora en las ratas con &ipenemia crénica
(Rodrigo et al, 2010). Por ello, estudiamos si la recuperacionlale
actividad motora en ratas hiperamonémicas trateolas$GMPc podria estar
asociada a una reduccion de la neuroinflamaciéalizamos los niveles de
distintos marcadores inflamatorios en hipocampceseleelo. Los efectos

observados en hipocampo y en cerebelo son diferente

En hipocampo de ratas hiperamonémicas, los niviEdeENFe e IL-4
estan aumentados (p<0.05) a un 163 + 30% y un ZA¥den comparacion
con las ratas control (Figura 15A y C). El tratamoecon GMPc normaliza
los niveles de TNty de IL-4 en ratas hiperamonémicas sin afectatos
controles (Figura 15A y C). La IL-10 esta dismiraugh hipocampo de ratas
hiperamonémicas (59 + 9%, p<0.05) y el GMPc noargst sus niveles (70
+ 7%) (Figura 15D). La IL-1B no esta alterada epokampo de ratas
hiperamonémicas. El GMPc aumenta sus niveles &66nt118% en estas
ratas pero no en las controles (Figura 15B). Ecoaltenido de IBA-1,
marcador de microglia activada, no observamos nmgalteracion en

hipocampo (Figura 15E).
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En cerebelo, todos los marcadores inflamatorias liggmos analizado
estan aumentados en ratas hiperamonémicas (FigurgIITNFo aumenta
en hiperamonemia a un 134 + 14% del control (p<0.Bbtratamiento con
GMPc no revierte este efecto en hiperamonémica® £12%) y aumenta el
TNF-o en las ratas control al 150 + 13% (p<0.01) (Figlea). La IL-10
estd aumentada en hiperamonemia (157 = 18%, p<Q/0®n ratas
hiperamonémicas y control tratadas con GMPc a @n+142% (p<0.05) y
un 136 + 17% (p<0.01), respectivamente (Figura 160) IL-4 esta
aumentada en ratas hiperamonémicas aunque no & feignificativa
(Figura 16C). La IL-1 Beta en ratas hiperamonémaasenta al 126 + 9%
(p<0.05) y el tratamiento con GMPc normaliza lalBR-en hiperamonemia
sin afectar a las controles (Figura 16B). Lo mismearre con el contenido
de IBA-1 en cerebelo que estd aumentado en hiperemma al 129 + 9%
(p<0.01) respecto a las ratas control y el tratatnieon GMPc lo normaliza
(Figura 16E).

Estos datos sugieren que la normalizacion detieidad motora vertical
por administracion crénica de GMPc extracelularrfzoder consecuencia

de la disminucion de la neuroinflamacién en laagdtiperamonémicas.
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Figura 15. Efecto de la administracion cronica de GMPc extradalar
sobre los niveles de algunos marcadores inflamatos en hipocampo.
Se analiz6 por Western blott el contenido en hipgaade:A) TNF-a, B) Interleucina 1
beta (IL-1B),C) Interleucina 4 (IL-4)D) Interleucina 10 (IL-10) ¥) IBA-1. Los valores
son la media £+ SEM del nimero de ratas indicadoagla panel. Los asteriscos indican

diferencia significativa respecto al grupo contrpk0.05, **p<0.01, ***p<0.01 “a”
indica diferencias respecto al grupo HA, “a”’p<0.05

Control= control tratada con vehiculo, HA= hiperammica tratada con vehiculo, C-
GMPc= control tratada con GMPc, HA-GMPc= hiperanmité tratada con GMPc¢
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Figura 16. Efecto de la administracion crénica de GMPc extreelular
sobre los niveles de algunos marcadores inflamatos en cerebelose
analizo por Western blott el contenido en hipocamgdd) TNF-0, B) Interleucina 1 beta
(IL-1B), C) Interleucina 4 (IL-4)D) Interleucina 10 (IL-10) ¥) IBA-1. Los valores son
la media + SEM del nimero de ratas indicado en gqafeel. Los asteriscos indican

diferencia significativa respecto al grupo contmt0.05, **p<0.01, ***p<0.01 “a” indica
diferencias respecto al grupo HA, “a"p<0.05

Control= control tratada con vehiculo, HA= hiperammica tratada con vehiculo, C-
GMPc= control tratada con GMPc, HA-GMPc= hiperamuita tratada con GMPc
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1.2. La administracion de GMPc extracelular en el ventr¢ulo
cerebral restaura la coordinacion motora y el GABAextracelular en

ratas con hiperamonemia cronica

Las ratas hiperamonémicas tuvieron un mayor numenesbalones en
el test del “beam walking” que las ratas contra4(x 0.1 y 0.8 = 0.2
respectivamente, p<0.05) indicando una disminuaénla coordinaciéon
motora. El tratamiento con GMPc extracelular rdeierste efecto en las
ratas hiperamonémicas (0.8 + 0.2, p<0.05) recuperda coordinacion

motora y no afecta la coordinacion de las ratasrabfi + 0.2) (Figura 17).

La concentracion basal de GABA extracelular esiénemtada en
cerebelo de ratas hiperamonémicas (7.6 = 1 nM,(dgs0especto a las
control (4.4 £ 0.6 nM). La administracion de GMBdracelular normaliza
la concentracion de GABA extracelular en hiperamuag4.2 £ 0.7 nM) y
no afecta a las control (4 + 0.6 nM) (Figura 18)sldatos presentados en la
Figura 19 muestran que existe una correlacionipagit = 0.52, p = 0.01)
entre la concentracién de GABA extracelular y eheto de resbalones en

el test del Beam-Walking.

Asi pues, la administracion de GMPc restaura osles de GABA

extracelular en cerebelo de ratas hiperamonémitasgordinaciéon motora.
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Figura 17. La administracion de GMPc extracelular restaura &
coordinacion motora en ratas hiperamonémicaslLos valores son la media +
SEM del nimero de ratas indicado (Control n=16, kA7, C-GMPc n=17, HA-GMPc
n=14). Los asteriscos indican diferencia signifiaatrespecto al grupo control *p<0.05, “a”
indica diferencias respecto al grupo HA, “a”’p<0.05

Control= control tratada con vehiculo, HA= hiperam@mica tratada con vehiculo, C-GMPc=

control tratada con GMPc¢, HA-GMPc= hiperamonémiatatia con GMP.c
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Figura 18. EI GMPc extracelular normaliza la concentracion @ GABA

extracelular en ratas hiperamonémicasLos valores son la media + SEM del
namero de ratas indicado (Control n=26, HA n=33nt@1-GMPc n=35, HA-GMPc n=35).
Los asteriscos indican diferencia significativapexgo al grupo control *p<0.05, “a” indica
diferencias respecto al grupo HA, “a"p<0.05

Control= control tratada con vehiculo, HA= hiperammica tratada con vehiculo, C-GMPc=

control tratada con GMPc¢, HA-GMPc= hiperamonémiatatia con GMP.c
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Figura 19. Correlacion entre la concentracion de GABA

extracelular y la incoordinacion motora. Se representa, para cada rata
individual, los valores de incoordinacion motorapmsada como el ndmero de
resbalones en el test del Beam-walking y la comaeidin de GABA extracelular.

2. Efecto de la administracion de GMPc extracelular dore la

capacidad de aprendizaje y memoria espacial

2.1. La administracion de GMPc extracelular recupera lamemoria
de referencia y el indice de aprendizaje pero no lamemoria de

trabajo en el laberinto radial

Se analizaron las memorias de referencia y dejtaltilizando el
test del laberinto radial de ocho brazos. Las raiperamonémicas
cometieron mas errores de referencia (75 £ 5, pJ0qie las ratas
control (59 + 4) (Figura 20A).

También cometieron mas errores en la memoria dmjoa26 = 3,

p<0.05) que las ratas control (17 £ 2), indicanda disminucion en su
memoria espacial (Figura 20B).

El tratamiento con GMPc disminuyd en las ratas rap@némicas el

numero de errores de referencia de forma signivie#€p<0.05) hasta un
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valor de 61 + 4, que no es distinto del de lassratantrol. Esto indica
que el GMPc restaura la memoria de referencia etasra
hiperamonémicas (Figura 20A).

En cambio, el GMPc no ejercié ningun efecto solareniemoria de
trabajo (Figura 20B).

El indice de aprendizaje se calcula como la dilgeeantre el nUmero de
aciertos y errores de referencia espacial. Comabserva en la figura
20C, este indice de aprendizaje va mejorando cotieipo en los
cuatro grupos experimentales y es menor en rapgsadmonémicas que
en las control (p<0.05). El tratamiento con GMPstaara la capacidad
(el indice) de aprendizaje (p<0.05) de las ratagramonémicas y no
afecta el de las ratas control en el laberintoatadtigura 20C). En la
figura 20D, se presenta la media del indice denaliraje del segundo al
cuarto dia de test. El aprendizaje estda disminuglp ratas
hiperamonémicas (5.7 + 0.6, p<0.05) respecto &dasrol (8.3 £ 0.7).
El tratamiento con GMPc restaura el indice de apreje en ratas
hiperamonémicas (7.5 + 0.6, p<0.05) y no altemsacbntrol (7.3 £ 0.6).
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Figura 20. La administracion cronica de GMPc extracelular restaura
la memoria de referencia (A) y el indice de aprendaje (C, D) pero no
la memoria de trabajo (B) en el laberinto radial en ratas
hiperamonémicas.(A) Los valores son la media + SEM de errores de nefée
espacial acumulados durante los seis dias dedkstithero de ratas indicad@®) Los
valores son la media + SEM de errores de memoriaad@jo acumulados durante los
seis dias de teHfC) Los valores son la mediat SEM del indice de apreyel de cada
dia, (D) Los valores son la media + SEM del indice de afiraje del segundo al cuarto
dia de test del nimero de ratas indicado (Contra¥nHA n=13, C-GMPc n=14, HA-
GMPc n=14). Los asteriscos indican diferencia sicgtiva respecto al grupo control
*p<0.05, “a” p<0.05 indica diferencias respectgmalpo HA.

Control= control tratada con vehiculo, HA= hiperar@mica tratada con vehiculo, C-
GMPc= control tratada con GMPc, HA-GMPc= hiperanmioé tratada con GMPc
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2.2. La administracion cronica de GMPc extracelular resaura la
capacidad de aprendizaje espacial en el test debkrinto acuatico de

Morris

Se analizaron el aprendizaje y la memoria espammlel test del
laberinto acuatico de Morris. En el segundo diaapeendizaje, las ratas
hiperamonémicasecesitaron mas tiempo (52 + 8 segundos, p<0.0%) pa
alcanzar la plataforma que las ratas control (42 segundos), indicando
una disminucion en la capacidad de aprendizajecedpha administracion
de GMPc extracelulatisminuy6 de forma significativa (p<0.05) el tiempo
requerido por las ratas hiperamonémicas (42 + 6rekgp) para encontrar la
plataforma (Figura 21A). Este tiempo es el misnguegido por las ratas
control, indicando que el GMPc extracelular resala capacidad de

aprendizaje.

Si analizamos las diferencias en el aprendizdpe ex® el primer ensayo
de cada dia, se observa que también, en el segdiaolas ratas
hiperamonémicas necesitaban mas tiempo (87 + 81degup<0.001) para
alcanzar la plataforma que las ratas control (737 isegundos). La
administracion de GMPc extraceluiisminuyé el tiempo requerido por las
ratas hiperamonémicas (80 + 8 segundos, p<0.01a eacontrar la
plataforma (Figura 21B).

En el test de memoria realizado el 4° dia no serohn diferencias entre
las ratas control y las hiperamonémicas. Sin enoharn@gs ratas
hiperamonémicasratadas con GMPc permanecieron mas tiempo (41 + 2
segundos) en el cuadrante de la piscina en elgbalkba la plataforma de
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escape que las ratas control (33 * 2 segundos) & las ratas
hiperamonémicasin GMPc (32 + 2 segundos, p<0.05) (Figura 21Cofs
datos indican que, con el tiempo, las ratas hipeng@micas acaban
aprendiendo la localizacion de la plataforma, @a@nden mas lentamente
que las ratas control. EIl GMPc normaliza su capacde aprendizaje.
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Eigura 21. La administracion cronica de GMPc restaura el apredizaje
espacial en el Ilaberinto acuatico de Morris en lasratas
hiperamonémicas (A) Muestra el tiempo que tardan las ratas en encordra
plataforma en los cinco ensayos (trials) de cada(B) Primer ensayo de cada d(&)
Tiempo que permanecieron las ratas en el cuaddonide se encontraba la plataforma
durante el test de memoria realizado el 4° dia.vabsres son la media + SEM del nimero
de ratas indicado (Control n=24, HA n=25, C-GMPc24é=HA-GMPc n=25). Los
asteriscos indican diferencia significativa respeadtgrupo control *p<0.05, “a” p<0.05 y
“aa” p<0.01 indica diferencias respecto al grupo. HA

Control= control tratada con vehiculo, HA= hiperamdmica tratada con vehiculo, C-
GMPc= control tratada con GMPc, HA-GMPc= hiperanmité tratada con GMPc¢
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3. El GMPc extracelular restaura la capacidad de apredizaje de una

tarea de discriminacion condicionada en un laberimi en Y

Se ha demostrado anteriormente que la hiperamanetndnica
moderada disminuye la capacidad de las ratas jpaiesger una tarea de
discriminacion condicionada en un laberinto en g#ar et al, 2000).

Como muestra la Figura 22, y de acuerdo con esuaglnteriores, las
ratas con hiperamonemia cronica moderada mostrarandisminucion de
la capacidad de aprendizaje, aumentando signifaraente (g0.05) el
namero de ensayos necesarios para aprender laat&®a 7 mientras que
las ratas control necesitaron £% ensayos. La administracion intracerebral
continua de cGMP extracelular en ratas hiperamarasninormalizo
completamente su capacidad de aprendizaje de ast reduciéndose el
namero de ensayos necesarios para aprenderia ®gp<0.02) que es
significativamente menor que el de las ratas hipere&gémicas tratadas con
suero fisioldgico y es similar al nimero de ensayes necesitan las ratas
control. Por otra parte, las ratas control tratactas GMPc mostraron una
disminucién de la capacidad de aprendizaje, aumeéataignificativamente
(p<0.02) el nimero de ensayos necesarios paradgrientarea hasta 112
14, un 172% del correspondiente a las ratas cotrathdas con suero

fisioldgico (Figura 22).
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Figura 22. La administracion intracerebral de GMPc extraceldar
restaura la capacidad de aprendizaje de una tareaeddiscriminacion

condicionada en un laberinto en Y Los valores son la media + SEM del nimero
de ensayos requeridos para aprender la tarea d&a$ por cada grupo. Los asteriscos
indican diferencia significativa respecto al grupentrol *p<0.05, “a” p<0.05 indica
diferencias respecto al grupo HA.

Control= control tratada con vehiculo, HA= hiperammica tratada con vehiculo, C-

GMPc= control tratada con GMPc, HA-GMPc= hiperamuita tratada con GMPc

4. La administracion crénica de GMPc extracelular restura la

funcién de la via glutamato-6xido nitrico-GMPc en erebelo in vivo

La concentracion basal de GMPc extracelular eebeto in vivo de
ratas hiperamonémicas (0.26 £ 0.02 nM) es sigrifiamente (p<0.05)
menor que en ratas control (0.38 = 0.02 nM). La iatknacion de GMPc
extracelular en el ventriculo mediante minibombsmdaticas disminuye el
nivel basal del GMPc en las ratas control respad&s ratas control tratadas
con vehiculo (0.25 = 0.02, p<0.05). En ratas hiper@emicas la

administracion de GMPc restaura la concentraciosalbale GMPc
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extracelular a niveles similares a los de las ratedrol (0.35 + 0.03 nM)
(Figura 23).

Extracellular cGMP
(pmeolimL)

Control HA C-cGMP HA-cGMP

Figura 23. Efecto de la hiperamonemia cronica y de la
administracion cronica de GMPc extracelular sobre ds niveles

basales de GMPc extracelular en cerebelo de rata uivo. Los valores
son la media £ SEM del nimero de ratas indicadai{©bn=10, HA n=8, C-GMPc
n=10, HA-GMPc n=7). Los asteriscos indican difeiansignificativa respecto al
grupo control *p<0.05, y “a” p<0.05 indica diferéas respecto al grupo HA.
Control= control tratada con vehiculo, HA= hiperamémica tratada con vehiculo, C-

GMPc= control tratada con GMPc, HA-GMPc= hiperamuita tratada con GMPc

Como se muestra en la Figura 24A, la administrad@NMDA a través
de la sonda de microdidlisis activa la via glutas®©-GMPc, aumentando
el GMPc extracelular. El aumento es mucho menor l&n ratas
hiperamonémicas que en las control (Figura 24Aja leaantificar el grado
de activacion de la via glutamato-NO-GMPc tras dmmiaistracion de
NMDA calculamos el aumento de GMPc acumulado endldscciones
siguientes (fracciones 8-11 de Figura 24A). Loslgtara cada grupo se
presentan en la figura 24B. En ratas control, elRéMumenté un 1320 *

290%. El aumento de GMPc tras la administracion MDA es
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significativamente menor en ratas hiperamonémigas & 155%, p<0.05).
La administracion de GMPc mediante minibombas oma®trestaura la
funcién de la via en ratas hiperamonémicas aumeotdos niveles de
GMPc inducido por NMDA (1096 *= 191%, p<0.05). Emtao, en las ratas
control tratadas con GMPc los niveles de GMPc laagdministracion de
NMDA son significativamente menores que en las sratantrol con
vehiculo (539 + 155%, p<0.05).
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NMDA 0.5 mM

Figura 24. Efecto de la administracion crénica de GMPc extreelular
sobre la funcién de la via glutamato-6xido nitriccsMPc en cerebelo

de ratain vivo. Se recogieron fracciones cada 30 min. Se admiréMBA a través

de la sonda de microdialisis en la octava frac¢iddicado por la flechg) y se analizé
(A) la concentracién de GMPc extraceludar cada fraccidexpresada en porcentaje de
los valores basales (la media de las siete prinfesasiones),(B) Aumento de GMPc
extracelular tras la administracibn de NMDA. Loslovas son la diferencia del
sumatorio de las fracciones 8 a 11 respecto adasibnes 1-7. Cada dato representa la
media + SEM del nimero de ratas indicado (Conte®, HA n=7, C-GMPc n=7, HA-
GMPc n=7). Los asteriscos indican diferencia sigativa respecto al grupo control
*p<0.05, ** p<0.01 y “a” p<0.05 indica diferenciasspecto al grupo HA.

Control= control tratada con vehiculo, HA= hiperamdmica tratada con vehiculo, C-
GMPc= control tratada con GMPc, HA-GMPc= hiperanmioé tratada con GMPc
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5. Efecto de la administracion aguda de diferentes caeentraciones de
GMPc extracelular a través de la sonda de microdidis sobre la
funcion de la via glutamato-NO-GMPc en cerebelo afiaada por

microdialisis in vivo

Para avanzar en el conocimiento de los mecanignodos que la
administracion cronica intracerebral de GMPc exidar restaura la
funcién de la via glutamato-NO-cGMP en ratas hiper@émicas y en
consecuencia la capacidad de aprendizaje, realzagmperimentos de
microdialisis en los que administramos de formadagBMPc extracelular a
través de la sonda de microdialisis y analizamesdapuestas que produce.
En primer lugar, determinamos la concentracion nigptide GMPc
extracelular a administrar agudamente para repnoducecuperacion de la
funcion de la via en ratas hiperamonémicas. Bas@sden los datos de
concentracion de GMPc extracelular en ratas comrbiperamonémicas
(Figura 23), comenzamos ensayando una concentra@oBMPc 2 nM.
Los resultados obtenidos (ver apartados siguiemteshsejaron reducir la
concentracién a 0.5 nM y, posteriormente, a 0.1 8®presentan resultados

para estas tres concentraciones.

Las Figuras 9-11 muestran el efecto de difereatexentraciones de
GMPc extracelular administrado por la sonda de adiétisis sobre los
niveles de GMPc basales y tras la activacion deaalutamato-NO-GMPc
por NMDA.
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Como se ha indicado en el punto 4, en condiciobasales, la
concentracion de GMPc extracelular en cerebeloee8.88 + 0.02 nM en
ratas control y es menor (0.26 = 0.02 nM, p<0.05) mtas

hiperamonémicas.

La administracion de GMPc 2 nM aumenta el GMP47dl + 100% del
basal en controles (p<0.05) y al 400 + 74% en hipenémicas (p<0.01)
(Figura 25A y D). La administracion de GMPc 0.5 aiMmenta el GMPc al
217 = 19% del basal en controles (p<0.01) y al H5712% en
hiperamonémicas (p<0.05) (Figura 25B y D). Y la adstracion de GMPc
0.1 nM aumenta el GMPc al 167 £ 18% en controle®,@l) y al 153 +
13% en hiperamonémicas (p<0.05) (Figura 25C y D).

Las concentraciones (nM) de GMPc extracelularspialcanzan tras la
administracion de las distintas concentraciones GlMPc exdgeno se

presentan en la Figura 25E y se resumen en la Balelala pagina 142).
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A-GMPc 2 nM B-GMPc 0.5 nM C-GMPc 0.1 nM
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Figura 25. Efecto de la perfusion de diferentes concentraciosede

GMPc exdgeno sobre los niveles extracelulares de &l Se realizo la
perfusion con un flujo de 8l/min y se recogieron muestras cada 30 minutoslaEn
fraccion 6 (en Ay B) 6 5 (en C), se administr6 Givitracelular a 2 nM (A), 0.5 nM
(B) 6 0.1 nM (C) y en la fraccion 11 (A y B) 6 9)(€e administr6 NMDA 0.3 mM a
través de la sonda de microdidlisis. Se determir®@MPc en el fluido extracelular del
cerebelo. En A-C, los niveles de GMPc extracelaaexpresan en porcentaje respecto
al basal (media de las 5 primeras fracciones enBAyde las 4 primeras fracciones en
C) y cada punto es la media + SEM de 7 ratas.

En D y E se muestran los niveles de GMPc extramelgue se alcanzan tras la
administracion del GMPc. Los valores se expresapoecentaje del basal en D y en nM
en E y son la media + SEM de las fracciones 6 geftGGMPca 2y 0.5nM) 6 5 a 8 (en
GMPc 0.1 nM). El asterisco indica la diferenciapesgo al basal correspondiente (sin
afadir GMPc). *p<0.05, **p<0.01, ***g0.001.
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El efecto de la administraciébn por la sonda de GMRtracelular
exdgeno sobre la funcién de la via glutamato-NO-GN¢ aumento de
GMPc extracelular inducido por NMDA) se resume anFlgura 26. En
ausencia de GMPc extracelular afiadido, la adic®NMDA aumenta el
GMPc extracelular un 1320% en las ratas controlughn menos (539%,
p<0.05) en las hiperamonémicas. Cuando adminissaBidPc 2 nM el
aumento de GMPc inducido por NMDA es del 318 + 228fclas ratas
control y del 270 + 170% en hiperamonémicas (Fidxay para GMPc 0.5
nM del 407 + 116% en controles y 313 + 145% endaip@némicas (Figura
26). El aumento de GMPc inducido por NMDA es may las
hiperamonémicas cuando administramos GMPc 0.1 ndM4(1+ 281%),

mientras que en las control el aumento es del 186%: (Figura 26).
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Increase of extracellular
cGMP after NMDA
(% of basal)

cGMP(nM)0 01 05 2 0 01 05 2

CONTROL HA

Figura 26. Efecto de la perfusion de diferentes concentraciosede
GMPc extracelular exdgeno sobre la funcion de la aiglutamato-NO-
GMPc en cerebelo in vivoLos datos son los mismos de la Figura 9A-C. Sezceal
la perfusién con un flujo de gl/min y se recogieron muestras cada 30 minutoslaEn
fraccion 6 0 5, se administro6 GMPc extracelularrd® 0.5 nM 6 0.1 nM y en la fraccion
11 6 9 se administr6 NMDA 0.3 mM a través de ladsode microdidlisis. Se determind el
GMPc en el fluido extracelular del cerebelo. Se stnaecel aumento de GMPc extracelular
inducido por NMDA y se expresa como la diferencir& el sumatorio de los porcentajes
en las fracciones 11 a 14 (en 2 y 0.5 nM) 6 9 &€iR0.1 y 0 nM) y el porcentaje
promedio de las fracciones 8 a 10 (en 2 y 0.5 nM)ad8 en (en 0.1 y 0 nM). El asterisco
indica la diferencia respecto al grupo control @fadir GMPc) y “a” respecto a las ratas
hiperamonémicas (HA) perfundidas sin afadir GMP&0:05, **p<0.01, **p<0.001 y
“a’p<0.05.

Estos datos indican que la administracion de GBIRcnM restaura la
funcién de la via glutamato-NO-GMPc en ratas hiper@émicas y la
inhibe en controles. El GMPc 0.5 6 2 nM reduceuacion de la via en

ambos grupos.

Los datos anteriores sugieren que el grado deagcdn de la via
glutamato-NO-GMPc por NMDA estd modulado por la acantracion de
GMPc extracelular presente cuando se administNiMEDA. En la Figura
27 se muestra el grado de activacion de la via éatonde GMPc) por
NMDA en funcion de la concentracion extracelulalGMPc (nM) presente

en el momento de administrar el NMDA en las diasnicondiciones
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experimentales (sin perfundir GMPc, y perfundie@&dPc a 0.1, 0.5y 2
nM) en ratas control e hiperamonémicas. Estos dathsan que existe un
rango de concentracion de GMPc extracelular 6ppara la activacion de
la via. Si no alcanzamos 6 excedemos este rangcodeentracion, la

funcion de la via glutamato-NO-GMPc disminuye.
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L = 1200~ Il CONTROLO.1 nM cGMP
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- 200

e L) L] L] L) L) L) v L]
0.00 025 050 0.75 1.00 1.25 150 175 2.00
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Figura 27. Efecto de la concentracion basal de GMPc extracehn

sobre la activacion de la via glutamato-NO-GMPc poNMDA. Los datos
son los mismos de la Figura 10. Se muestra el aondenGMPc inducido por NMDA en
funcion de la concentracion de GMPc basal (en nkBraado en el momento de afadir
NMDA (sin perfundir GMPc, y perfundiendo GMPc a, 0015 y 2 nM).o ratas control Y
ratas hiperamonémicas. Los distintos colores imdiaaconcentracion de GMPc¢ exdgeno
perfundido: negro, 0 nM; rojo, 0.1 nM; verde, OMg;razul, 2 nM.

Como se ha mostrado en la Figura 24, la admigistracronica de
GMPc mediante minibombas osmodticas aumenta la dancie la via
glutamato-NO-GMPc en ratas hiperamonémicas a rs\&@failares a los de
las ratas control. Para comprobar si esto puede debido a una
normalizacion de la concentracion de GMPc extrdaehasal intercalamos
sus valores de concentracion basal de GMPc extitacgl su aumento tras

adicion de NMDA en la curva de la Figura 27. Coneonsuestra en la
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Figura 28 estos datos concuerdan con dicha cupegaado la idea de que
el aumento de GMPc inducido por NMDA depende deolacentracion de

GMPc basal presente cuando se administra.

1400 B CONTROL

S 5 1200- A HA
% : 1000+ # Control basal minipumps
E% 800+ ¥ HA basal minipumps
@ 6004 [0 Contrel-cGMP minipumps
ﬁ % 4004 @ HA-cGMP minipumps
= 2004

0

0.00 0.25 050 0.75 1.00 125 150 175 2.00
¢GMP (nM)

Figura 28. Efecto del nivel basal de GMPc sobre la activaagicde la

via glutamato-NO-GMPc por NMDA. Se muestra el aumento de GMPc
inducido por NMDA en funcién del nivel de GMPc blaaktanzado en el momento

de afiadir NMDA (sin perfundir GMPc, y perfundien@MPc a 0.1, 0.5y 2 nME

ratas control yA ratas hiperamonémicas;ratas control y¥ ratas hiperamonémicas
con minibombas osméticas conteniendo suero fisiobdge ratas control yo ratas
hiperamonémicas con minibombas osméticas conteni€hdPc.

6. La administracion de GMPc extracelular aumenta la atividad de la
6xido nitrico sintasa en cortes frescos de cerebelde ratas

hiperamonémicas

Los resultados anteriores muestran que la admaniéh de GMPc
extracelular 0.1 nM restaura la funcion de la Migagnato-NO-GMPc en

cerebelo de ratas hiperamonémicas in vivo. Nosysiops estudiar los
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mecanismos moleculares por los que el GMPc extriacerestaura la
funcién de la via. Dado que es técnicamente impmsibalizar estos
estudios in vivo, utilizamos como sistema experitalenortes frescos de
cerebelo de ratas control o hiperamonémicas (veteriah'y métodos,
apartado 4, pagina 81). Este modelo ex vivo refredas alteraciones en la
funcion de la via glutamato-NO-GMPc encontradascerebelo de ratas

hiperamonémicas in vivo (El-Mliket al, 2008).

En cortes de cerebelo ex vivo de ratas con hipgmamia cronica los
niveles basales de GMPc estan disminuidos (56 +B%.,001) respecto a

las ratas control (Figura 29) como ocurre con elRéMxtracelular in vivo.

Datos anteriores del grupo muestran que en civeesos de cerebelo de
ratas hiperamonémicas estan disminuidas la fundeéma via glutamato-
NO-GMPc, la actividad NOS y su activacion en respaa la activacion del
receptor NMDA (EI-Mlili et al, 2008; 2010). Por ello, estudiamos el efecto

de la adicion de GMPc extracelular sobre la acaidiNOS.

La experiencia previa del laboratorio muestra gueel sistema de
perfusion ex-vivo las concentraciones de sustaraiiaslidas que alcanzan
las células diana son mucho menores que las apficdebido a cuestiones
como la difusion dentro del tejido 6 el flujo derfpsion. Por tanto
realizamos los estudios en cortes perfundiendo cewlas con

concentraciones de GMPc de 10 nM y 2 nM.
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Figura 29. Los niveles basales de GMPc estan disminuidos eortes de
cerebelo ex vivo de ratas con hiperamonemia cronig@lA). Los valores

son la media + SEM de 18 ratas por grupo y se sapren porcentaje de los niveles
basales en cortes de ratas control. Los asterisdmsin diferencia significativa respecto al
grupo control ***p<0.001.

En cortes de ratas control la actividad NOS es58& + 189
cpm/mg/min. La actividad basal de la NOS esta disida (p<0.05) en
ratas hiperamonémicas (69 + 7%) (Figura 30A). ElIR&Mextracelular 10
nM aumenta la actividad NOS en ratas hiperamonémica 37 + 15%
(p<0.05) y la disminuye en ratas control (64 + 9%yura 30B). La adicion
de GMPc 2 nM no afecta la actividad NOS en ratarob(115 + 14%), ni

en hiperamonémicas (108 + 10%).

El GMPc 10 nM tiende a aumentar la actividad ded@S independiente
de C&* (NOS inducible) tanto en ratas control (122 + 1266no en
hiperamonémicas (145 £ 7%, p<0.01) pero esta deiivirepresenta una
minima parte~ 0,1%) de la actividad NOS total (Figura 30C).
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Figura 30. Efecto de la adicion de GMPc extracelular sobrealactividad

NOS en cortes de cerebelo de ratas control e hipenanémicas (HA).Se
prepararon cortes frescos de cerebelo de ratamterttiperamonémicas (HA), se incubaron
en presencia o0 ausencia de GMPc extracelular 2a®@nM y se determind la actividad NOS
como se describe en métod¢a) Efecto de la hiperamonemia cronica sobre la alzivi
NOS. (B) Efecto del GMPc extracelular 2 y 10 nM sobre lavatad NOS.(C) Efecto del
GMPc extracelular 2 y 10 nM sobre la actividad @éNOS independiente de T4iNOS).

Los valores son la media + SEM de 10 ratas por@suge expresan en porcentaje de la
actividad en cortes de ratas control en A y enguitege de la actividad basal de cada grupo
en B y C. Los asteriscos indican diferencia sigatfva respecto al grupo control en A 'y
respecto al basal en B y C.<¢f.05, ** p<0.01
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7. Efecto de la adicion de GMPc extracelular sobre l#osforilacion de

la NNOS en la serina 847 en cortes de cerebelo

La fosforilacion de la nNOS en el residuo de Sén&tluce su actividad.
Las ratas hiperamonémicas tienen aumentada edtailBoson (p<0.01)
respecto a las ratas control (Figura 31A) lo quetrdzuye a reducir su
actividad. Uno de los mecanismos por los cualeSMPc extracelular
podria estar regulando la actividad de la NOS poddr alterando la
fosforilacion de la Ser847. Por ello, estudiamosetdcto del GMPc
extracelular sobre el grado de fosforilacion deS&847 de la NOS por
"immunoblotting”. En ratas control el tratamientmdcGMPc 2 nM no altera
y el GMPc 10 nM aumenta (156 = 16%, p<0.01) la ddkicion de la
Ser847 de la NOS. En ratas hiperamonémicas el GMiN aumenta (143
+ 11%, p<0.01) y el GMPc 10 nM no altera la fod&mion de la Ser847 de
la NOS (Figura 31B).

Estos resultados indican que el GMPc extracelulaodula la

fosforilacion de la nNOS en la Ser847 vy, por tastoactividad.
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Figura 31. Efecto del GMPc extracelular sobre el grado de &borilacion

de la nNOS en la Ser847 en cortes frescos de celebeA) Efecto de la
hiperamonemia crénica (HA) sobre los niveles basdiela fosforilacion de la NOS en la
Ser847(B) Efecto del GMPc extracelular 2 y 10 nM sobre kfdalacion de la NOS en la
Ser847. Los valores son la media + SEM de 24 matss expresan en porcentaje de los
niveles de fosforilacion en cortes de ratas corgrolA y en porcentaje de los niveles de
fosforilacion basal de cada grupo en B. Los astesisindican diferencia significativa
respecto al grupo control en Ay respecto a loalbasn B, ** g<0.01.

8. Efecto del GMPc extracelular sobre la fosforilacionde la CaMKII

en la treonina 286 en cortes de cerebelo de rataontrol e
hiperamonémicas

La fosforilacion de la nNOS en la Ser847 la real@ CaMKII que se
activa por fosforilacion en la Thr286. La hiperamoma aumenta (147 +
15%, p<0.01) la fosforilacion de la CaMKIl en la Thr28éspecto a las
ratas control (Figura 32A). Uno de los mecanismosips que el GMPc
extracelular podria estar regulando la fosforilagida actividad de la NOS
podria ser alterando la fosforilacion de la ThrZ86la actividad) de la

CaMKIl. Por ello, estudiamos el efecto del GMPcrasélular sobre el

-131 -



RESULTADOS

grado de fosforilacion de la Thr286 de la CaMKIr gonmunoblotting”.

En ratas control, el tratamiento con GMPc 2 ¢ 10 ahMmenta la
fosforilacién de la CaMKIl en la Thr286 (153 + 149%0.01 y 120 £ 8%,
p<0.05, respectivamente). En ratas hiperamonémetdsMPc 2 nM no
induce ningun cambio en la fosforilacion de la CdMiientras que el
tratamiento con GMPc 10 nM disminuye la fosforitacide la CaMKIl en

la Thr286 (76 + 10%, p<0.05) (Figura 32B).

Estos resultados indican que el GMPc extracelulaodula la
fosforilacién de la CAMKII en la Thr286 y, por tantsu actividad.
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Figura 32. Efecto del GMPc extracelular sobre la fosforiladn en la

Thr286 de la CaMKIl en cortes frescos de cerebelgA) Efecto de la
hiperamonemia cronica (HA) sobre la fosforilaciéaséd de la CaMKII-Thr286(B)
Efecto del GMPc extracelular 2 y 10 nM en ratastmdr(C) e hiperamonémicas (HA)
sobre la fosforilacién en la Thr286 de la CaMKlbsLvalores son la mediat SEM de 24
ratas en Ay de 10-23 ratas en B. Se expresanrermiaje de los niveles de fosforilacion
en cortes de ratas control en A y en porcentajesiriveles de fosforilacion basal de cada
grupo en B. Los asteriscos indican diferencia ficativa respecto al grupo control en Ay
respecto a los basales en B<tp05 y **p<0.01.
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9. Efecto de la inhibicion de la CaMKII sobre la funcbn de la via
glutamato-NO-GMPc en cerebelo in vivo analizada por

microdialisis

Puesto que los resultados anteriores indican b@EVEc extracelular
esta inhibiendo la CaMKIl en ratas hiperamonémiaastudiamos por
microdialisis si en cerebelo in vivo un inhibidoe th CaMKIl reproducia
los efectos de la adicion de GMPc sobre los nivee$SMPc extracelular

basal y sobre la activacion de la via glutamato-®I@Pc por NMDA.

Cuando administramos solo inhibidor de CaMKIl aataelenta y
progresivamente el GMPc extracelular ligeramente ratas control,
alcanzando en la fraccién 12 un 136 + 31% y marcadée en las
hiperamonémicas alcanzando un 318 * 138% del lmasdh fraccion 12
(Figura 33A).

La administracion de NMDA en presencia del inhdbichumenta el
GMPc extracelular mas en ratas hiperamonémica3@ant 137%) (Figura
34) que en las control (un 374 + 168%). El aumesgocalcula como el
sumatorio de las diferencias entre los niveles B#Gde las fracciones 13
a 16 y de la fraccion 12 (Figura 34).

Analizamos a continuacion el efecto de la admiaisdn de GMPc tras
haber administrado el inhibidor de CaMKII (FiguizB3.

La administracion del inhibidor de la CaMKIl induceomo antes, un
aumento de GMPc extracelular alcanzando un 214% @86l basal en la

fraccion 8 en ratas control y un 193 + 43% en lggeramonémicas. A
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continuacion, se afiade GMPc 0.1 nM que continuaeatando los niveles
de GMPc extracelular alcanzando en la fraccion 1332 + 114% en las
control y un 555 + 162% del basal en hiperamonén(Egura 33B). En la
fraccion 13 se aflade NMDA que aumenta el GMPc esfudar en

hiperamonémicas un 168 + 47% (Figura 34) y endasrol un 338 + 180%
(Figura 34), expresado como el sumatorio del aumeet GMPc en las

fracciones 13 a 16 con respecto a la fraccion 12.

En la figura 34, se compara el aumento de GMPgacidd por NMDA
tras los diferentes tratamientos administradosngiorodialisis: (i) ninguno,
(i) GMPc 0.1 nM, (iii) Inhibidor de la CaMKIl 1 uMKN62) y (iv) KN62 y
GMPc.

En las ratas control el aumento de GMPc tras Hairdtracion de
NMDA es de 1385 + 295% vy se reduce significativareeouando
administramos GMPc (157 + 85%, p= 0.001), KN62 (37447%) 6 la
combinacion de KN62 y GMPc (338 + 180%) (Figura. 34)

En las ratas hiperamonémicas el aumento de GMRs ta
administracion de NMDA es de 568 + 122%. Con KN&&m@za niveles
ligeramente mas altos (700 = 137%). Cuando admamgis GMPc 0.1 nM
hay un mayor aumento (1244 *+ 281%). En cambio,dabinacion de
KN62 y GMPc reduce el aumento de GMPc a 168 + 4+gu(a 34).
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Figura 33. Efecto de un inhibidor de la CaMKIl (KN62) y del GMPc
exdgeno sobre los niveles de GMPc extracelular ykse la activacion

de la via glutamato-NO-GMPc por NMDA en cerebelo deata in vivo.

Se realiz6 la perfusion con un flujo depBmin y se recogieron muestras cada 30
minutos. (A) En la fracciébn 5, se administr6 KN62 (1 uM) y enftaccién 13 se
administr6 NMDA 0.3 mM a través de la sonda de addlisis.(B) En la fraccién 5, se
administr6 KN62 (1 uM), en la fraccién 9 el GMPA @M y en la 13 NMDA 0.3 mM.
El GMPc en el fluido extracelular del cerebelo gpresa en porcentaje del basal (las
cuatro primeras fracciones). Cada punto es la ne8&M de 6 ratas por grupo.
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Figura 34. Efecto de un inhibidor de la CaMKIl y del GMPc exbgeno
sobre el aumento de GMPc extracelular tras la actacion de la via
glutamato-NO-GMPc por administracion de NMDA en ratas control e
hiperamonémicas (HA).Los datos son los mismos de la Figura 25C para GOIP
nM y de la Figura 33 para KN62 y KN62 + GMPc. Ehmnto de GMPc extracelular se
expresa como el sumatorio de la diferencia ens@tocentajes de la fraccion a partir de la
cual se administra NMDA vy las tres siguientes, eetip al porcentaje de la fraccién anterior

a la administracién de NMDA. Los asteriscos indichferencia significativa respecto al
grupo control, *p<0.05 y ***p<0.001.
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Para comprobar si los distintos grados de activade la via glutamato-
NO-GMPc podrian estar asociados a diferentes ctmacgmes de GMPc
extracelular basal alcanzadas, afladimos los vatwagsspondientes a la
curva obtenida anteriormente (Figura 27). La adstiacion de KN62
aumenta el GMPc basal, siendo éste ligeramente meayatas control que
en hiperamonémicas. La concentracion de GMPc acEnzsupera el
umbral éptimo de GMPc extracelular, reduciéndosaclivacion de la via
glutamato-NO-GMPc por NMDA en ratas control (Figa®). La adicidn
de KN62 y GMPc juntos induce un aumento mayor ddPG extracelular
basal, tanto en ratas control como en hiperamora@nieduciéndose la

funcion de la via glutamato-NO-GMPc (Figura 35).

600+
400+
200+

0 L) L] L] L) L) L] L] L]
0.00 0.25 050 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00

cGMP (nM)
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1400- A HA
% £ 1200 B Control KN62
3 < 10004 A HA KN62
5 g 800 B Control KN62 + cGMP
&z A HA KN62 + cGMP
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E 5

Figura 35. Efecto del nivel basal de GMPc sobre la activagidde la via

glutamato-NO-GMPc por NMDA. Se muestra el aumento de GMPc inducido por
NMDA en funcién del nivel de GMPc basal alcanzadoekmomento de afiadir NMDA

(sin perfundir GMPc, y perfundiendo GMPc a 0.1, 95 nM). B ratas control yA ratas

hiperamonémicasll ratas control yA ratas hiperamonémicas tratadas con KN@i2;
ratas control yA ratas hiperamonémicas tratadas con KN62 en cowibimaon GMPc.
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10. Efecto de un inhibidor de la CaMKIl en cortes fresos de cerebelo

sobre los niveles de GMPc

Puesto que en hiperamonemia la adicibn de GMPcaattlar
disminuye la fosforilacion de la CaMKIl y en congencia su actividad, un
inhibidor de la CaMKIl deberia reproducir los etextdel GMPc
extracelular. Para comprobarlo analizamos los efectsobre la
concentracion de GMPc de la administracion de KKi6Ribidor de la

CaMKIl) en cortes de cerebelo ex vivo.

Como se ha descrito anteriormente, los nivelesldmsde GMPc estan
disminuidos en ratas hiperamonémicas (56 + 5%,Q0®4).respecto a las

control (Figura 36A).

En las ratas hiperamonémicas, se produce un aundentdMPc tanto si
administramos KN62 (158 *= 23%) como si administramGMPc
extracelular 10 nM (160 + 21%) (Figura 36B).

En ratas control la adicion de KN62 tiende a auaresit GMPc (120 + 6%)
y la adicion de GMPc 10 nM lo aumenta (134 + 13F4y\ra 36B).

Estos datos muestran que la adicion de GMPc indlutesmo efecto que la
de un inhibidor de la CaMKII.
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Figura 36. Efecto del inhibidor de la CaMKII (KN62) sobre los niveles

de GMPc en cortes frescos de cerebel@) Los niveles basales de GMPc estan
disminuidos en cortes de cerebelo de ratas comampmemia crénica (HA) comparados

con ratas control (C)B) Efecto del KN62 10 uM y de la adicién de GMPc agélular

10 nM sobre los niveles de GMPc. Los valores sanddia + SEM de 4 ratas por grupo y

se expresan en porcentaje de la concentracion éasaMPc en cortes de ratas control en
A y en porcentaje de la concentracién basal de gagiao en B. Los asteriscos indican

diferencia significativa respecto a las ratas cdrégn A y respecto al basal de cada grupo
en B; *p<0.05 ***p<0.001.

11. Aislamiento de proteinas de membrana de cerebelo gunen GMPc

extracelular

Los resultados anteriores muestran que el GMRaaettlar es capaz de
modular la fosforilacion y la actividad de la CaMKy de la nNOS
intracelulares y modular de este modo la funciéadeia glutamato-NO-
GMPc. Para ello deberia unirse a alguna moléculia deembrana celular
que transmitiria la sefal al interior de la cél@amo un primer paso para
intentar identificar la molécula que transmitiriché sefial, aislamos las
proteinas de membrana que unen GMPc. Las protedraisidas de

membranas de cerebelo (ver material y métodostamuab, pagina 88) se
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incuban con esferas de agarosa con o sin GMPc.umdiigura 37 muestra
las proteinas que se han unido a las esferas dapapar electroforesis y
tefiidas con azul de Coomassie. Las bandas de tesyasade muestras
incubadas con esferas de agarosa sin GMPc sonesnioespecificas. Las
bandas que se ven en las carreras de muestramadasubon esferas con
GMPc y que no aparecen en las de muestras inculzasagsferas sin

GMPc son las proteinas de membrana que unen aspewhte GMPc. Se

enviaron a secuenciar y por espectometria de masasientificé que la

banda de Mr= 42 Kda que se observa en la figura@iesponde a la

subunidad reguladora | de la protein-quinasa depetedde AMPCc.

CEREBELLUM
225 K

1501(..1
102K
76K
2. 5 Wy Sc i

5
szx. Z}—) cAMP-dependent protein kinase type |

regulatory subunit (sattus norvegicust

-_— E= - -

i g
Without cGMP
cGMP

Figura 37. Proteinas de membrana de cerebelo que unen GMPse
aislaron las proteinas de membrana y tras incutraimagarosa con y sin GMPc unido se
separaron por electroforesis en un gel de acrilanaild8% y se tifieron con azul de
Comassie. La carrera 1 muestra los marcadores dasmaoleculares. Las carreras 2y 3
son muestras de proteinas incubadas con esferagadesa sin GMPc. Las carreras 4-6
son muestras de proteinas incubadas con esferagatesa que tienen unido GMPc.
Cuadrado rojo: bandas42 Kda)enviadas a secuenciar por espectometria de masas qu
corresponden a la subunidad reguladora | de lprofuinasa dependiente de AMPc
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12.Efecto de un inhibidor impermeable de PKA sobre lduncion de la
via glutamato-NO-GMPc analizada por microdialisis @ cerebelo in

Vivo

Los resultados anteriores muestran que el GMRaasitlar se une en
la membrana a la subunidad reguladora | de la ijproiginasa dependiente
de AMPc (PKA). En base a estos resultados, decsliestudiar si la
recuperacion de la funcidbn de la via glutamato-N@RG en ratas
hiperamonémicas tras administrarles GMPc extraaelués un efecto
mediado por la PKA. Para ello, administramos unbiklor impermeable de
PKA, que no atraviesa la membrana celular, a tral&éuna sonda de
microdialisis colocada en cerebelo y tras 4 fraseso con inhibidor

afladimos el GMPc extracelular.

Cuando administramos solo inhibidor impermeabledPd& se induce
un aumento de GMPc extracelular tanto en ratasraoromo en
hiperamonémicas alcanzando en la fraccion 9 un£@8% y un 264 +
61% del basal, respectivamente (Figura 38A). Laiaidinacion de NMDA
en presencia del inhibidor de PKA aumenta el GMRcaeelular en ratas
hiperamonémicas un 915 + 115% (p<0.01) y en lagralonn 198 + 126%,
expresado como el sumatorio del aumento de GMRasefiacciones 10 a

13 respecto al de la fraccion 9 (Figura 39).

Estos datos muestran que el inhibidor impermedbl®KA aumenta el
GMPc extracelular basal tanto en ratas control cemdiperamonémicas.

En ratas hiperamonémicas mejora la funcién dedaykitamato-NO-GMPc
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y en ratas control la reduce, actuando de moddasirai GMPc 0.1 nM

afladido exdgenamente.

Analizamos a continuacion el efecto de la admiaisén de GMPc tras
haber administrado el inhibidor de PKA (Figura 3883 administracion del
inhibidor impermeable de PKA aumenta el GMPc exi#ar alcanzando
un 139 + 22% del basal en la fraccion 8 en ratasraby un 188 + 33% en
las hiperamonémicas. A continuacion, se afiade GM&e continua
aumentando los niveles de GMPc extracelular alcadan las control un
197 £ 30% y un 258 + 75% en hiperamonémicas emalzion 11 (Figura
38B). En la fraccién 12 se afiade NMDA que aumenig poco el GMPc
extracelular en hiperamonémicas, un 61 + 57% (0/do aumenta mas
en las control, un 419 + 144%, expresado comorabsorio del aumento de

GMPc en las fracciones 12 a 15 respecto al datzifsn 11 (Figura 39).

La administracion independiente de GMPc extraaelal del inhibidor
de PKA aumentan la funcion de la via glutamato-NK@RG& en ratas
hiperamonémicas y la inhiben en las control. Enbajrsi administramos
ambos compuestos conjuntamente, el aumento de GMBANMDA es
menor tanto en las control como en las hiperamorasnpor tanto hay una

disminucién de la funcion de la via en ambos grupos

Para analizar si estos efectos sobre la funcitla déa glutamato-NO-
GMPc podrian ser debidos a los diferentes nivete$GNPc extracelular
basal alcanzado, afiadimos estos valores a la olteaida anteriormente
(Figura 27). La administracion de inhibidor impeable de PKA aumenta

el GMPc basal. En ratas hiperamonémicas la coramatr de GMPc
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alcanzada (0.52 nMesta en el rango Optimo de funcionamiento deid:
glutamato-NOGMPc, por lo que su funcibn auma respecto a las ratas
hiperamoémicas sin tratamiento (Figura). En ratas control el GMPc
basal alcanzado supera del umbral Optimo de comwédn de GMP
extracelularreduciéndose la activacion de la via gluta-NO-GMPc por
NMDA (Figura 40). Laadicion conjunta de inhibidor impermeable de F
y GMPc induce un aumento mayor del nivel basal PG extracelula
tanto en ratas control como en hiperamonémicaagci@adose la funcion ¢

la via glutamato-NGsMPc (Figura 4).

A B

700 @ CONTROL (n=5) 400
4 HA (n=4)
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-+ HA (n=6)

Extracellular cGMP
(% of basal)
8
Extracellular cGMP
(% of basal)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

T3 3 4 5 6 7 8 9 4041 AZ 13 44 5 16 17
iPKA 50 nM l

PKA 50 it IPKA + cGMP 0.1 it

NMDA

NMDA

Figura 38. Efecto de un inhibidor impermeable de la PKA sdélo «
en combinacion con GMPc exdgeno sobre los nivelese ¢6MPc
extracelular y sobre la activacion de la via glutamto-NO-GMPc

por NMDA en cerebelo de rata in vivo Se realizo la perfusion con un flujo
de 3ul/min y se recogieron muestras cé30 minutos. Se determiné el GMPc en el
fluido extracelular del cerebel&e representan losiveles de GMPc extracelular
expresado en porcentaje respecto al basal (lasocpammeras fracciones). Ca
punto es la media SEM del numero de ratas indicac(A) Efecto del inhibidor
impermeable de la PKAEnN la fraccion 5, se administré inhior impermeable de
PKA (50 nM) y en la fracciéon 10 se adminisNMDA 0.3 mM a través de la sonda
de microdialisis.(B) Efecto del inthidor impermeable de la PKA en combinacion
con GMPc En la fracciérb, se administré inhibidor impermeable de PKA (80)n
en la fraccion 9 GMPc 0.1nM y en la fraccion NMDA 0.3 mM a través de la
sonda de microdialisisLos asteriscos indican diferen significativa respecto al
grupo control *p<0.05 y **p<0.01.
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Figura 39. Efecto de un inhibidor impermeable de PKA y del &Pc
exdgeno sobre el aumento del GMPc extracelular trda activacion de

la via glutamato-NO-GMPc por administracion de NMDA en ratas
control e hiperamonémicas (HA).Los datos son los mismos de la Figura 25C
para GMPc 0.1 nM y de la Figura 38 para iPKA y iPK&MPc. El aumento de GMPc
extracelular se expresa como el sumatorio de Erafitia entre los porcentajes de la
fraccion a partir de la cual se administra NMDA as ltres siguientes, respecto al
porcentaje de la fraccion anterior a la adminisbracle NMDA. Los asteriscos indican
diferencia significativa respecto al grupo contfpk:0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.
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Figura 40. Efecto del nivel basal de GMPc sobre la activagidde la via

glutamato-NO-GMPc por NMDA. Se muestra el aumento de GMPc inducido por
NMDA en funcién del nivel de GMPc basal alcanzadoekmomento de afiadir NMDA

(sin perfundir GMPc, y perfundiendo GMPc a 0.1, 9% nM). m ratas control yA ratas
hiperamonémicasm ratas control yA ratas hiperamonémicas tratadas con inhibidor

impermeable de PKA (iPKA)m ratas control yA ratas hiperamonémicas tratadas con
iPKA en combinacién con GMPc.
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Las concentraciones de GMPc extracelular en camtksi basales y tras los

distintos tratamientos descritos se resumen ealdal3.

Tabla 3. Concentracion de GMPc extracelular alcanzado enatas
control (C) e hiperamonémicas (HA) tras diferentesratamientos.

T ) GMPc Extracelular
ratamiento
—_— (nM)
C HA
SIN 0.38 £+0.02 0.26 £ 0.02
Minibombas osmoticas | ) 35 | g 95 0.26 + 0.02
(sin tratamiento)
Minibombas osmoéticas
(con GMPC) 0.25+0.02 0.35+0.03
cGMP 2 nM 1.82+0.3 1.17+0.2
cGMP 0.5 nM 0.97 £0.1 0.49 £0.03
cGMP 0.1 nM 0.67 +£0.1 0.41 £0.01
KN62 0.60+0.1 0.52+0.2
KN62 + cGMP 1.24+0.2 1.28+0.2
Inhibidor de PKA 0.60+0.1 0.52 +£0.08
Inhibidor de PKA + GMPc 0.56 £0.1 0.55+0.1

Los valores son la medtaSEM del nivel de GMPc extracelular tras los tra@mos
indicados.
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13.Efecto de un inhibidor impermeable de PKA sobre |duncion de la

via glutamato-NO-GMPc en cortes frescos de cerebelo

13.1. Efecto de un inhibidor impermeable de PKA sobre laactividad

de la 6xido nitrico sintasa

Para estudiar si los efectos del GMPc extraceleftarcortes sobre la
actividad NOS son mediados por la PKA, incubamodesofrescos de
cerebelo con un inhibidor impermeable de la PKAmMGose ha descrito
anteriormente, en cortes de ratas control la @ad/iNOS es de 587 + 189
cpm/mg/min y en ratas hiperamonémicas esta disoan(@9 + 7%, p<0.05)
(Figura 41A). El tratamiento con GMPc extracelul®r nM aumenta la
actividad NOS en ratas hiperamonémicas a un 150% @<0.05) y la
disminuye en ratas control (73 £ 8%) (Figura 41B).

La adicién de un inhibidor impermeable de la PRAuM), al igual que
el GMPc extracelular, también disminuye la actididdOS en las ratas
control (75 + 7%, p<0.01), y la aumenta en ratgef@monémicas (131 +
13%, p<0.05) (Figura 41B). Si administramos inhibidde PKA vy, a
continuacion, GMPc, también hay un aumento de idetivNOS en ratas
hiperamonémicas (135 + 10%, p<0.05) y una dismémen las control (69
+ 9%, p<0.05) (Figura 41B). Asi pues, el inhibidopermeable de la PKA

induce el mismo efecto que la adicion de GMPc egtrdar.

- 145 -



RESULTADOS

A B

-

=]

=]
¥

n=6-12

NOS activity
(% of Basal)
=
3

50

NOS Activity
(% of control)
o

NN

BASAL-HA

i PKA-C|

et 111111111

i PKA-HA|

came1o-wa [T TTITTITITSTININR

i PKA+G10-C|
i PKA+G10-HA

iy
>

Control

Figura 41. Efecto de la adicion del inhibidor impermeable dePKA

sobre la actividad de la NOS en cortes de cerebelee prepararon cortes
frescos de cerebelo de ratas control e hiperamaaém{HA) y se incubaron en
presencia o ausencia de GMPc extracelular 10 nMdgldinhibidor impermeable de
PKA (iPKA) 1 pM, como se describe en métod@s) Efecto de la hiperamonemia
crénica (HA) sobre los niveles basales de la ataiNOS.(B) Efecto del inhibidor
impermeable de PKA sobre la actividad NOS. Losresson la mediat SEM de 6-12
ratas por grupo y se expresan en porcentaje deilédad en cortes de ratas control en
A y en porcentaje de la actividad basal de cadpayen B. Los asteriscos indican
diferencia significativa respecto al grupo contypk0.05, **p<0.01.

13.2. Efecto del inhibidor impermeable de PKA sobre la feforilacion
de la nNOS en la serina 847 en cortes de cerebelo

Las ratas hiperamonémicas tienen aumentada larilasfon de la
NNOS en la serina 847 (p<0.01) respecto a las catasol (Figura 42A) lo
que contribuye a reducir su actividad. Como send&cado anteriormente,
el tratamiento con GMPc 10 nM aumenta la fosfoidlacle la Ser847 de la
NOS en ratas control pero no en las hiperamonérmiicsiadiamos el efecto
del inhibidor impermeable de PKA en cortes fresales cerebelo y

comprobamos que, en ratas control, también aunteritsforilacion de la
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NOS en la Ser847 tanto si se administra solo (148%, p<0.05) como en
combinacion con GMPc (151 + 17%, p<0.05). En rhfperamonémicas ni
el GMPc 10 nM ni el inhibidor impermeable de PKAeghn la fosforilacion
de la NOS en la Ser847 (Figura 42B).

Estos resultados sugieren que el GMPc extracekitalas ratas control,
podria estar aumentando la fosforilacién y dismémap la actividad de la
NNOS mediante la inhibicion de la PKA. El inhibidonpermeable de la

PKA estaria reproduciendo ese mismo efecto.
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Figura 42. Efecto del inhibidor impermeable de PKA sobre egjrado
de fosforilacion de la nNOS en la Ser847 en cortefsescos de

cerebelo. (A)Efecto de la hiperamonemia cronica (HA) sobre &ddlacion de la
NOS en la Ser841B) Efecto del inhibidor impermeable de PKA (iPKA) My/o del
GMPc 10 nM sobre la fosforilacion de la NOS enda827. Los valores son la media +
SEM de 9-12 ratas y se expresan en porcentajesdeveles de fosforilacion en cortes
de ratas control en Ay en porcentaje de los néveefosforilacion basal de cada grupo
en B. Los asteriscos indican diferencia signifiatiespecto al grupo control *p<0.05 y
**n<0.01.

-147 -



RESULTADOS

13.3. Efecto del inhibidor impermeable de PKA sobre la feforilacion

de la CaMKII en la treonina 286 en cortes de cerele

Como se ha indicado anteriormente, en ratas doglttoatamiento con
GMPc 10 nM aumenta la fosforilacion de la CaMKIllarmhr286 (p<0.05).
Para estudiar si este efecto esta mediado por Aadfiddimos el inhibidor
impermeable de PKA en cortes frescos de cerebelanalizamos la
fosforilacion por “immunobloting”. En las ratas d¢wol, el inhibidor no
ejerce ningun efecto sobre la fosforilacion de @M&Il ni impide el
aumento en la fosforilacibn que se produce al af@dlPc. En ratas
hiperamonémicas, el tratamiento con GMPc 10 nM ulisye la
fosforilacion de la CaMKIl en la Thr286 (p<0.05) @l inhibidor

impermeable de PKA no anula este efecto (Figurg.43B

Estos resultados indican que el GMPc extracelulaodula la
fosforilacion de la CAMKII en la Thr286 y, por tantsu actividad, pero
estos efectos no se reproducen con un inhibid&kde
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Figura 43. Efecto del inhibidor impermeable de PKA sobre la
fosforilacion en la Thr286 de la CaMKIl en cortes fescos de

cerebelo.(A) Efecto de la hiperamonemia crénica (HA) sobrekidrilacion basal
de la CaMKII-Thr286(B) Efecto del inhibidor impermeable de PKA (iPKA) Mu
sobre la fosforilacion en la Thr286 de la CaMKlbsLvalores son la media + SEM de
12 ratas en A y de 9-12 ratas en B. Se expresapomentaje de los niveles de
fosforilacién en cortes de ratas control en A y mrcentaje de los niveles de
fosforilacién basal de cada grupo en B. Los astesisndican diferencia significativa
respecto al grupo control *p<0.05.

13.4. Efecto del inhibidor impermeable de PKA sobre el GNPc total

en cortes de cerebelo

Para comprobar si en cortes de cerebelo ex vivGMPc exdgeno
restaura los niveles de GMPc a través de la PKAidtramos un
inhibidor impermeable de la PKA sdlo 6 en combigacicon GMPc

extracelular y analizamos los efectos sobre |la@anacion de GMPc.

Como se ha descrito anteriormente, los nivelealbagsle GMPc estan
disminuidos en ratas hiperamonémicas respecto eofasol (Figura 44A).

En las ratas hiperamonémicas, hay un aumento decGV&Iministramos
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inhibidor impermeable de PKA (146 + 17%, p<0.05)G#Pc exdgeno
(177 £ 18%, p<0.01) y este aumento es significateate menor (118 +
16%) si afladimos, previamente, el inhibidor impexbhe de PKA (p<0.05)
(Figura 44B). En ratas control, la adicion de imnthilo impermeable de PKA
induce un aumento significativo de GMPc (145 + 14%0.05) que no se
observa cuando se aflade GMPc exodgeno. Si admmasgrdos dos

compuestos el aumento de GMPc es menor (128 + (lBgyra 44B).
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Figura 44. Efecto del inhibidor impermeable de PKA sobre eGMPc

total en cortes de cerebelo. (A)os niveles basales de GMPc estan disminuidos
en cortes de cerebelo de ratas con hiperamoneiécar(HA). (B) Efecto del GMPc
extracelular 10 nM y/o del inhibidor impermeable RPIKA 1 uM sobre los niveles de
GMPc total. Los valores son la media + SEM de 84it8s por grupo y se expresan en
porcentaje de la concentracion basal de GMPc etexae ratas control en A y en
porcentaje de la concentracion basal de GMPc d& gagho en B. Los asteriscos indican
diferencia significativa respecto al grupo contfpk0.05 y ** p<0.01, “a” p<0.05 y
"aa" p<0.01 respecto al grupo de hiperamonemid'yp40.05 respecto al grupo GMPc
de hiperamonemia.
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14.Efecto del GMPc extracelular sobre la fosforilaciénde proteinas de

membrana de cerebelo

Los resultados anteriores muestran que el GMRae{ular se une a la
subunidad reguladora | de la protein-quinasa Aa Rdentar comprobar si
modula su actividad estudiamos si en cortes fredeoserebelo alteraba la
fosforilacién de alguna proteina de membrana. Béwaafiadimos?P-ATP
y analizamos por fluorografia las proteinas fokdddas(ver material y
métodos, apartado 4.4, pagina 86). Los resultadessiran que el GMPc
extracelular disminuye la fosforilacion de una pfoad de membrana con

una masa molecular relativa <40 KDa (Figura 45).

Para evaluar si el efecto del GMPc sobre la fdafodén esta mediado
por la PKA, estudiamos el efecto del inhibidor impeable. Al afiadir el
inhibidor impermeable de la PKA se observa una iisoion similar en la
fosforilacion de esta proteina (Figura 46). Esesultados y los obtenidos
anteriormente sugieren que el GMPc extracelulalaasbbre la protein-
quinasa A inhibiéndola.
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Figura 45. EI GMPc extracelular disminuye la fosforilacion deuna
proteina de membrana de Mr= 40 KDa en cortes de cerebelaa adicion

de GMPc extracelular 10 nM en cortes frescos debedo disminuye la fosforilacion de
una proteina de 40 KDa en membrana de cerebelatdg control e hiperamonémicas .
Los valores son la media £+ SEM de 2 ratas por gsupe expresan en porcentaje de los
niveles de fosforilacién basal de cada grupo.

- T
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Figura 46. El GMPc extracelular y el inhibidor impermeable e PKA
reducen la fosforilacién de una proteina de membraade Mr= 40KDa
en cortes de cerebeloLa adicion de GMPc extracelular 10 nM 6 del inhdsid
impermeable de PKA 1 uM en cortes frescos de ckrati@minuyen la fosforilacion de
una proteina de 40 KDa en membrana de cerebelatds control e hiperamonémicas.

Los valores son la media £+ SEM de 2 ratas por ggupe expresan en porcentaje de los
niveles de fosforilacién basal de cada grupo.
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DISCUSION

1. Tratamiento cronico intracerebral con GMPc extracelular en ratas

control e hiperamonémicas

1.1. El tratamiento crénico con GMPc extracelular estaura la actividad

vertical y algunos marcadores inflamatorios en rata hiperamonémicas

Estudiamos los efectos de la administracion cednde GMPc
extracelular sobre la actividad motora tras unaeg/tuatro semanas de
tratamiento midiendo los parametros actividad aatbul, vertical y

velocidad media durante 3 dias.

La actividad ambulatoria y la velocidad media estiisminuidas en
ratas hiperamonémicas durante la noche pero leedid& con las controles
no llega a ser significativa. EI GMPc extracelulao afecta a los

movimientos ambulatorios ni a la velocidad media.

La hiperamonemia cronica reduce la actividad e&lrtilurante la noche.
El tratamiento durante tres-cuatro semanas con GdtRacelular restaura
la actividad vertical en hiperamonémicas. Estetefao se observa tras una
semana de tratamiento, sugiriendo que es necesatioinistrar el
tratamiento de forma crénica para que pueda cordagi alteraciones
responsables de la disminucion de la actividadoasrt

El control de la actividad motora es un fendmeampmejo en el que
intervienen diversos circuitos neuronales. Las sratan encefalopatia
hepatica crénica por anastomosis porta-cava (P@83entan alteraciones

motoras como hipoquinesia, que es debida a un d@ante glutamato
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extracelular y de la activacion del receptor metidipico de glutamato
MGIUR1 en la sustancia negra pars reticulata (§0&yli et al, 2006). El
tratamiento cronico con ibuprofeno, un antiinflaomet, disminuye el
glutamato extracelular en la SNr y elimina la hipogsia. Por tanto, la
inflamacion contribuye a la induccién de alterae®mmotoras como la

hipoquinesia en modelos de encefalopatia hepdiiaaliet al, 2009c).

La inflamaciéon y la hiperamonemia actian de forsirgérgica en la
induccién de las alteraciones cognitivas y motoeasla encefalopatia
hepatica (Felipo, 2013).

Nuestro grupo ha demostrado, utilizando el mismodeto de
hiperamonemia crénica moderada utilizado en estsis, teque la
hiperamonemia cronica per se, a niveles similaresapresentes en
pacientes con cirrosis hepatica y en ratas PCSicengheuroinflamacion
(Rodrigo et al, 2010), activando la microglia, que libera factore
inflamatorios. Esta neuroinflamacion media los &fecdeletéreos de la
hiperamonemia cronica sobre la funcibn motora. retatniento con un
antiinflamatorio (ibuprofeno) reduce la activacaa la microglia y restaura

la funcién motora en ratas hiperamonémicas (Rodyigd, 2010).

En esta tesis hemos comprobado que la hiperamananmenta y el
tratamiento cronico con GMPc extracelular normalizaniveles de algunos
factores inflamatorios como el TNF-alpha en hipogamla IL-1B e IBA-1
en cerebelo. La disminucion de la neuroinflamagoam el tratamiento
cronico intracerebral con GMPc podria mediar lamadizacion de la

actividad motora vertical en ratas hiperamonémicas.
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No conocemos los mecanismos por los que el GMRPaatular reduce
la neuroinflamacion. Se ha descrito que, en modigassclerosis multiple 6
de Alzhéimer en ratones, el aumento de los niveée§SMPc intracelular
por inhibicibn de su degradacién, disminuye la aomidflamacion. El
sildenafilo, inhibidor de la fosfodiesterasa 5, aata el GMPc, reduce
factores inflamatorioglFN-y, TNF-a, IL-1B, IL-2 and COX-2), previene la
desmielinizaciébn en cerebelo y mejora los signdsiads (disminuye el
clinical scorg en ratones con esclerosis multiple (Pifatal, 2011; Nunes
et al, 2012). Ratones transgénicos modelo de enfermddadlzhéimer
muestran disminucion de GMPc en hipocampo, nedami#cion y
deterioro cognitivo. El sildenafilo aumenta el GMPceduce la
neuroinflamacion (IL-g, TNF-a, IL-6) y corrije los déficits cognitivos
(Zhang et al, 2013). Estos estudios apoyan que el aumento d®dGM
intracelular modula la neuroinflamacion. Nuestr@éod muestran que el
GMPc extracelular también la modula, disminuyéndada ratas
hiperamonémicas. La disminucion de la neuroinfladraseria responsable

de la recuperacion de la actividad motora vertical.

1.2. El tratamiento cronico con GMPc extracelular ormaliza los
niveles basales de GABA extracelular y la coordiné&n motora en ratas

hiperamonémicas

La coordinacion motora se modula esencialmente par
neurotransmision GABAérgica en cerebelo. Los nvélasales de GABA 'y
la activacion de los receptores GABAN cerebelo modulan la coordinacion

motora (Hancharet al, 2005). EI aumento del tono GABAérgico y la
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activacion ténica de los receptores GABA en célglasiulares del cerebelo

inducen incoordinacion motora (Hancleral, 2005) en ratas.

El GABA es el principal neurotransmisor inhibidan el cerebro de los
mamiferos, donde activa diferentes receptores GAEMBAg y GABAC.
El GABA liberado de terminales presinapticos esglado de la hendidura
sinaptica por los transportadores de GABA. Esteamiemo es clave en la
finalizacion de las corrientes sinapticas. La captade GABA por los
transportadores mantiene bajos los niveles de GAR#&acelular en el
cerebelo, lo que impide la activacion ténica exaedie los receptores
sinapticos y extrasinapticos (Chet al, 2005). En el cerebelo se han
identificado transportadores de GABA de los sulstigo (GAT1) y 3
(GATS3). La inhibicion de GAT1 aumenta los niveles @ABA extracelular
en ratones (Chiet al, 2005).

Los ratones knock-out que carecen de GAT1 muestnaaumento de
GABA extracelular y una disminucion en la coordidacmotora en test de
rotarod que evaluan dicha habilidad (Cétwal, 2005).

La exposicion a contaminantes ambientales como Wbdsnilos
policlorados aumentan el GABA extracelular en celely la activacion
ténica de los receptores GARAEXiste una excelente correlacion entre la
concentracion de GABA extracelular en cerebelo yineoordinacion
motora medida en el rotarod, lo que indica que whento de GABA
extracelular seria responsable del deterioro deotadinacion motora en

ratas expuestas perinatalmente a estos contanmsn@um et al, 2010).
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La hiperamonemia cronica aumenta la concentraadén GABA
extracelular (Caulet al, 2009a). El tratamiento con GMPc extracelular la

normaliza, reduciéndola a niveles similares a wfad ratas control.

Dado que, como se describe arriba, los niveleSABA extracelular
modulan la incoordinacion motora (Grimeb al, 1975; Chiuet al, 2005;
Boix et al, 2010; Gonzalez-Usanet al, 2014), el hecho de que el
tratamiento cronico con GMPc extracelular normalaseniveles de GABA
extracelular en cerebelo parece ser la causa roalge de la mejora de la
coordinacibn motora en ratas hiperamonémicas. DEhdjeen nuestro
estudio también existe una clara correlacion doseiveles extracelulares
de GABA y el nimero de resbalones en el test dedowacion motora del

beam walking

Ademas, en ratas hiperamonémicas, la administraci®nica de
pregnenolona sulfato también reduce los nivele&GABA extracelular y
normaliza la coordinacion motora (Gonzalez-Usathaal, 2014), lo que
refuerza la idea de que la normalizacion de ladinacion motora por el
GMPc extracelular es consecuencia de la normafinade los niveles de
GABA extracelular. No conocemos los mecanismos|perque el GMPc

extracelular normaliza el GABA extracelular.

Los resultados obtenidos muestran que el tratdamieon GMPc
extracelular restaura la actividad y la coordinacmotoras en ratas con
hiperamonemia. Dado que los pacientes con encefddophepatica
manifiestan alteraciones motoras (Felipb al, 2012), estos resultados

indican que el aumento del GMPc extracelular, sasfa posible
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procedimiento terapéutico para mejorar la actividadincoordinacion

motoras en pacientes con encefalopatia hepatidenminclinica.

1.3. El tratamiento crénico con GMPc extracelular restawa la

capacidad de aprendizaje y memoria espacial

Para evaluar el aprendizaje y la memoria espheialos utilizado el test

del laberinto acuético de Morris (MWM) y el labdamadial.

1.3.1. El tratamiento crénico con GMPc extracelular restaura el
aprendizaje en el test del MWM en ratas hiperamonéinas

En el MWM las ratas hiperamonémidénen disminuida la capacidad
de aprendizaje espacial, que se recupera por lanetimcion de GMPc

extracelular.

El aprendizaje y memoria espacial se modula eskemente en el
hipocampo (Biegler y Morris, 1993). En ratas PC&) EH debida a fallo
hepético crénico, también estéd disminuida la mesnespacial en el MWM
(Monfort et al, 2007; Mendezt al, 2008).

La potenciacion a largo plazo (long-term potemiatLTP) dependiente
del receptor NMDA en hipocampo se considera un msg® esencial en
algunas formas de aprendizaje y memoria espachiido el test de MWM
(Bliss y Collingridge, 1993). Ratones knockout praubunidad epsilon 1
del receptor NMDA tienen disminuida la LTP y redlgila capacidad de
aprendizaje del MWM (Sakimut al, 1995).
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La induccién y el mantenimiento de la LTP depenidiedel receptor
NMDA requieren la activacion de la via glutamato-&®Pc. El
consiguiente aumento de GMPc activa la proteinagsindependiente de
GMPc (PKG), que fosforila y activa la fosfodiestaab, aumentando la
degradacion del GMPc (Monfoet al, 2002). La induccion de la LTP en
hipocampo mediante la aplicacion de un tétano aom@dula activacion de
esta via, lo que conlleva un rapido aumento, segdéduna disminucion de
GMPc en cortes de hipocampo. El correcto funcioeatoi de todos los
pasos de este proceso es necesario para la adetudulecion y
mantenimiento de la LTP (Monfoet al, 2002).

La LTP en hipocampo esta alterada en ratas carrhgnemia cronica
(Monfort et al, 2004a) o con encefalopatia hepatica debida amnésis
porta-cava (PCS) (Monforet al, 2007) conduciendo a una marcada
disminucién de la potenciacién de las respuestas-gioapticas inducidas
por el tétano. Este deterioro en la LTP es debidma alteracion en los
cambios inducidos por el tétano en los niveles d®PG En
hiperamonemia, el tétano no induce la activacionladdPKG ni de la
fosfodiesterasa que degrada el GMPc ni la consesudisminucion de
GMPc, como ocurre en cortes de hipocampo de ratasot (Monfortet al,
2004b).

Ademas, el deterioro en la LTP inducido por leerggmonemia se puede
revertir si se aumentan los niveles de GMPc meeianadministracion de 8
Br-cGMP, un analogo permeable de GMPc (Monfertal, 2004b). El
aumento de los niveles de GMPc con 8 Br-cGMP ererhiponemia

restaura la activacion de la PKG y de la fosfodiesta y el mantenimiento
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de la LTP. Esto indica que en hiperamonemia lai@udide GMPc exdgeno

permite restaurar la LTP (Monfagt al, 2004b).

La recuperaciéon de la capacidad de aprendizajecedpen el MWM
inducida por el GMPc extracelular en ratas hipersnidcas en esta tesis
podria ser consecuencia de la normalizacion deuteidn de la via
glutamato-NO-GMPc-PKG-PDES en hipocampo y, por mpnente, de la
LTP.

El aumento de factores inflamatorios también puedatribuir al
deterioro en el aprendizaje y la memoria espaadiakletest del MWM.
Derecki et al (2010), comprobaron que la realizaciel test MWM,
conduce a una acumulacién de IL-4 (anti-inflamadoriproducida por
linfocitos T, en los espacios meningeos. La depiecie linfocitos T en
estos espacios aumenta la liberacion de &Npro-inflamatorio) por las
células mieloides de las meninges y deterioram@ratizaje y la memoria en
el MWM. En ratones knock-out que carecen de IL4441) las células
mieloides de las meninges también producen una mtaydidad de TNFe-
y los ratones presentan un deterioro cognitivo letet de MWM muy
similar al observado en ratones con deplecion didlas®T. Ademas, la
inyeccion intraperitoneal de células T provenierdesratones control en
ratones knock-out (IL-4) consiguié disminuir la produccién de TNFpor
las células mieloides y restaurar el aprendizajel@éMWM (Dereckiet al,
2010). Los niveles de TN&-en cerebro estan aumentados en diferentes
enfermedades cognitivas asociadas a déficits aprehdizaje y la memoria

(Butler et al, 2004). Estos datos indican que el aumento de tNlenduce
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a una disminucion de la capacidad de aprendizpgced en el MWM. Esta

disminucién podria estar mediada por un deteriertad TP en hipocampo.

El TNF-« modula la plasticidad sinaptica (Albensi y Matts@@00). En
cortes de hipocampo de rata, el Tikzhibe la LTP (Tancredet al, 1992;
Butler et al, 2004; Wanget al, 2005; Cumiskewt al, 2007).

En las ratas hiperamonémicas encontramos un ntargachento de
TNF-a en hipocampo que podria contribuir al deteriorolad& TP y del
aprendizaje en el MWM. La reduccion de los nivetis TNFa en
hipocampo por el tratamiento con GMPc extracelptairia contribuir a la
recuperacion de la capacidad de aprendizaje esmaciel MWM en ratas

hiperamonémicas.

1.3.2. Efecto del tratamiento crénico con GMPc exéicelular sobre el
aprendizaje y la memoria en el test del laberintoadial

Hemos evaluado también el aprendizaje y la memespacial
utilizando el laberinto radial. Las ratas hiperagmitas tienen disminuido
el aprendizaje, la memoria de referencia espadahyemoria de trabajo. El
GMPc restaura la capacidad de aprendizaje y la mantg referencia
espacial pero no la memoria de trabajo.

La via glutamato-NO-GMPc asociada al receptor NMBwdula el
aprendizaje y memoria en el laberinto radial. Resormodificados

genéticamente que no expresan la subunidad GluNE&ckptor NMDA en
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células granulares del giro dentado en hipocame@oeti disminuida la

memoria de trabajo espacial en el laberinto rg@ahnermaret al, 2014).

Por otra parte, la inhibicion de la oxido nitrisiatasa (NOS) inhibe la
LTP en cortes de hipocampo y reduce el aprendesmpacial en el laberinto
radial (Bohmeet al, 1993). La inhibicion de la NOS produce efectos
amnesicos en el laberinto radial. Los errores deon@ de trabajo y de
referencia son mas elevados en ratas a las ges sdrinistra un inhibidor
de la NOS (Holscheet al, 1996). Estos datos muestran que la actividad de
la NOS tiene un papel importante en el aprendigajg memoria en el

laberinto radial en ratas.

Las ratas con hiperamonemia crénica tienen disioknla actividad de
la NOS. La perfusion de GMPc restaura la actividagimatica de la NOS
en cortes de cerebelo. La recuperacion del aprajediz la memoria de
referencia espacial por GMPc extracelular en raifgsramonémicas podria
ser consecuencia de la recuperacion de la activdzal.

La no recuperaciéon por GMPc de la memoria de joapadria ser
debido a que los mecanismos implicados son difesetlgunos estudios
apoyan esta idea, demostrando efectos distintasndemismo tratamiento
sobre las memorias de trabajo y de referencia.dogirastracion a ratas de
un antagonista del receptor de dopamina D1, disydirel nimero de
errores de memoria de trabajo sin afectar a la marde referencia (Rusu
et al, 2013). En otro estudio con ratones, un agonisth rdceptor
cannabinoide aumentd los errores de referenciaciespade memoria de
trabajo. La administracibn de un antagonista dekptor cannabinoide
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revertia el deterioro de la memoria de referen@eo mo la de trabajo
(Avdeshet al, 2013).

Los datos de esta tesis indican que el GMPc esltriac restaura en
ratas hiperamonémicas los mecanismos que modubprahdizaje espacial
y la memoria de referencia pero no los mecanismos modulan la

memoria de trabajo.

1.4. El tratamiento créonico con GMPc extracelular estaura la funcién
de la via Glu-NO-GMPc en cerebelo y la capacidad deprendizaje de
una tarea de discriminacion condicionada en el labbmto en Y en ratas

hiperamonémicas

Las ratas hiperamonémicas tienen disminuida lacidgd de aprender
una tarea de discriminacion condicionada en elriatoeen Y (Aguilaret
al., 2000).

Nuestro grupo ha descrito que la capacidad dendjzigge de esta tarea
depende fundamentalmente de la funcién de la viaN&-GMPc en
cerebelo (Erceget al, 2005a). Hemos demostrado en distintos modelos
animales que existe una excelente correlacion &nftacion de la via Glu-
NO-GMPc en cerebelo in vivo y la capacidad de aizaje de la tarea en
el laberinto en Y. Cuando disminuye la formacionGMPc en respuesta a
la activacion del receptor NMDA, por ejemplo eragaton hiperamonemia,
encefalopatia hepatica (PCS) o0 expuestas periratédma bifenilos
policlorados (PCBs) o metilmercurio, disminuye kpacidad de aprender
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este test (Ercegt al, 2005b; Piedrafitaet al, 2008; Boixet al, 2010).
Cuando aumenta la funcion de la via Glu-NO-GMPccerebelo, por
ejemplo en ratas perinatalmente expuestas a PBEAtABién aumenta la
capacidad para aprender esta tarea (Llaretadg 2009).

Por otra parte, los tratamientos que restaurdaoneién de la via Glu-
NO-GMPc y los niveles de GMPc en cerebelo de redashiperamonemia
o encefalopatia hepatica (PCS) como la adminiginade inhibidores de la
fosfodiesterasa que degrada el GMPc (zaprinastldensifilo) también
restauran la capacidad de aprender la tarea abezinto en Y (Ercegt al,
2005b).

La funcion de la via y la capacidad de aprenditajgbién se recuperan
por tratamientos que reducen la neuroinflamaciéomala administracion
de ibuprofeno (Caulet al, 2007c) o inhibidores de la MAP quinasa p38
(Agusti et al, 2011) en ratas con encefalopatia hepética debida
anastomosis portacava (PCS), asi como por la astnaicion de sulfato de

pregnenolona en ratas hiperamonémicas (Gonzalazeldésal, 2014).

La administracion cronica de GMPc extracelular atas
hiperamonémicas restaura la capacidad de apreadinagl laberinto en Y
(Erceget al, 2005a). Por ello, uno de los objetivos principale esta tesis
ha sido analizar si la recuperacion por la admiisdn cronica de GMPc
extracelular de la capacidad de aprendizaje darlatde discriminacion
condicionada en el laberinto en Y es debida a 4@GH°c extracelular esta
restaurando la funcién de la via Glu-NO-GMPc y distulos mecanismos
por los que la restaura.
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Comprobamos por experimentos de microdialisis lgusdministracion
cronica intracerebral de GMPc mediante minibombs®aticas, restaura
los niveles basales de GMPc y la funcién de la Gla-NO-GMPc en
cerebelo de ratas hiperamonémicas. En base a tosliess descritos
anteriormente, consideramos que esta normalizad@&nos niveles de
GMPc es la que permite recuperar la capacidad mdigaje de la tarea de
discriminacion condicionada en el laberinto en Y das ratas
hiperamonémicas. Por esta razon estudiamos losnisauas por los que el
GMPc extracelular modula la funcion de la via gh#éto-NO-GMPc y

restaura su funcion en cerebelo de ratas hiperamoas.

2. Modulacion de la via glutamato-NO-GMPc por GMPaxtracelular

2.1. Efecto de la administracion de diferentes comatraciones de GMPc
extracelular a través de la sonda de microdialisisobre la funcion de la
via glutamato-NO-GMPc en cerebelo analizada por miodialisis in

Vivo

Los resultados obtenidos muestran que existengorde concentracion
Optima de GMPc extracelular (0.3-0.45 nM) parauwd ta funcion de la via
glutamato-NO-GMPc es maxima. Si no se alcanzaexsede ese rango de

concentracion, la funcién de la via glutamato-NO+Mes menor.

En hiperamonemia los niveles basales de GMPc aettdar (0.26 *
0.02 nM) son menores al rango de concentraciomaptpor eso la funcion
de la via est4 disminuida. La administracion de GMR nM a través de la
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sonda de microdialisis restaura la funcion de #aghitamato-NO-GMPc en
ratas hiperamonémicas porque aumenta el GMPc hmastaalizar sus
niveles y compensa el déficit en la funcion de la glutamato-oxido
nitrico-GMP ciclico en las ratas. En cambio, endastrol la adicion de
GMPc 0.1nM disminuye la funcién de la via porquesglerepasa el umbral
optimo de GMPc.

La administracion de GMPc 0.5 6 2 nM resulta exeepara ambos
grupos, control e hiperamonémicas, sobrepasandemdlral 6ptimo de

GMPc y disminuyendo la funcién de la via.

Por tanto, en ratas hiperamonémicas, la adici@®MPc extracelular en
cerebelo modula la funcion de la via glutamato-NKR& de forma
bifasica. La adicion de concentraciones bajas, aumentan el GMPc
extracelular hasta niveles optime€)(45 nM), aumentan la funcion de la
via. La adicion de concentraciones de GMPc mas ataducen a un

exceso de GMPc, que inhibe la funcion de la via.

En ratas control, los niveles basales de GMPmeasitdy proximos al
optimo, por lo que la adicion de concentraciongashde GMPc ya puede

reducir la funcion de la via.

Los datos obtenidos en esta tesis sugieren quea@b de activacion de
la via glutamato-NO-GMPc por NMDA esta modulado faoconcentracion
de GMPc extracelular presente cuando se admingtidMDA. Deben
existir dos mecanismos que regulan la concentraatgdBMPc extracelular:
(1) Cuando los niveles de GMPc extracelular estardpbajo del rango de

concentracion optima el GMPc induciria un mecanigme aumentaria la
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activacion y (2) cuando los niveles de GMPc exttdae exceden la
concentracion ¢ptima se induciria un mecanismdidbr de la funcion de
la via (Figura 47).

Mecanismo > Mecanismo
Activador Inhibidor

1a

de la vi

5o

uncion
(aumento de GMPe
inducido por NMDA)

Glu-NO-GMPe

F

[GMPc]

Figura 47. Modulacién bifasica de la funcion de la via glutaato-NO-
GMPc por el GMPc extracelular en funcién de su corentracion.

Estos datos también demuestran que el GMPc ekilacge a
concentraciones fisioldgicas modula la funcién devia glutamato-NO-
GMPc y por tanto, las funciones cerebrales modslgma esta via, como
algunos tipos de memoria y aprendizaje, incluyendo tarea de

discriminacion condicionada en el laberinto en Y.

El conocimiento de los mecanismos por los que MPG extracelular
modula la funcidon de la via glutamato-NO-GMPc padgroporcionar

nuevas dianas terapéuticas para mejorar la furmgnitiva en pacientes

- 169 -



DISCUSION

con encefalopatia hepatica. Dado que el modelavim no permite estudiar
estos mecanismos en detalle, recurrimos al modglerenental ex vivo de

cortes frescos de cerebelo para analizarlos.

2.2. Efecto del GMPc extracelular en cortes frescate cerebelo sobre la

oxido nitrico sintasa y la funcién de la via glutarato-NO-GMPc

Uno de los pasos de la via glutamato-oxido nit@ddPc alterados en
cerebelo de ratas con hiperamonemia cronica estilaeion de la 0xido
nitrico sintasa neuronal, que esta disminuida temtvo como en cortes de

cerebelo ex vivo.

In vivo, la administracion de NMDA a través de $mnda de
microdialisis aumenta significativamente los nitsitextracelulares en ratas
control pero no en las ratas con hiperamonemiaicadndicando que ésta
inhibe la activacion de la nNOS en cerebelo in ver respuesta a la
activacion del receptor NMDA (EI-Mlilet al, 2008).

En el modelo ex vivo de cortes de cerebelo, laraimonemia reduce la
actividad de la nNOS en condiciones basales y divaa®n tras la
activacion del receptor NMDA. Estos dos efectodadbiperamonemia se
producen por mecanismos moleculares diferentes. poscipales
mecanismos que modulan la actividad de la nNOSIa®mrambios en su
fosforilacién y en su localizacién subcelular. Lgeramonemia cronica
altera ambos mecanismos. La menor activaciéon ad&@S en respuesta a

la activacion del receptor NMDA en hiperamonemia debida a la
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alteracion en la localizacion subcelular de la nN@Sta reducida en
membranas post-sinapticas y aumentada en el citosob se ha visto en
cortes de cerebelo (EI-Mligt al, 2008).

A la menor actividad basal de la nNOS en hiperamoa contribuye la
alteracion de sus niveles de fosforilacion en difegs residuos. La
actividad de la nNOS se regula por fosforilaciom diderentes proteinas
quinasas, como PKA (Brune y Lapetina, 1991), PK&a@a, 1995), PKG
(Dinermanet al, 1994) y por diferentes quinasas dependientesaldeocy
calmodulina (CaMKI, CaMKIll) (Hayashet al, 1999). La fosforilacion de
la NNOS induce un aumento o una disminucion ercilaidad de nNOS
dependiendo del residuo fosforilado. La fosforidecde la nNOS en la Ser
847 (Hayashet al, 1999; Komeimaet al, 2000) 6 en la Ser 741 disminuye
su actividad mientras que la fosforilacion en lar 3416 la aumenta
(Rameatet al, 2007).

La hiperamonemia aumenta la fosforilacién de 1®©8Nen la Ser 847 y
este aumento es responsable de la disminucién detiladad basal de la

NNOS en cortes de cerebelo de ratas hiperamonémicas

La CaMKIl se activa tras su autofosforilacion anThr 286 y fosforila
la NNOS en la Ser 847 disminuyendo su actividady#éldlai et al, 1999;
Komeima et al, 2000). Esta fosforilacion se puede inhibir por la
administracion de inhibidores especificos de la €KHMOsuka et al,
2002). La hiperamonemia disminuye ligeramente etexddo de la CaMKI|
pero aumenta su grado de fosforilacién en la Ti& @8 forma relevante
(EI-Mlili et al, 2008). Por tanto, la hiperamonemia aumenta lwidat

-171 -



DISCUSION

basal de la CaMKII. El aumento de la fosforilact® la NnNOS en la Ser
847 es debido a este aumento en la actividad GaNéKll como demuestra
el hecho de que la inhibicion de la CaMKIl con KR-Bormaliza la

fosforilacion de la nNOS en la Ser 847 y su ac#didhasal, que vuelven a

valores similares a los de las ratas control (EliMt al, 2008).

La Thr 286 se encuentra en el dominio autoinhilsitde la CaMKIl y
su fosforilacion libera esta inhibicion (Colbrar@92). La fosforilacion de
CaMKIl en la Thr 286 aumenta su afinidad por lanmeadulina, y su
actividad (Tzortzopoulogt al, 2004). La autofosforilacion de la CaMKII
en la Thr 286 esta modulada por las concentracimeselulares de Ga
(Colbran, 1992) y por defosforilacion por diferenerotein-fosfatasas. El
aumento de fosforilacion de CaMKIl en la Thr 286 &s ratas
hiperamonémicas podria ser debido a una alterasitla homeostasis del
C&* 0 a una alteracién en la actividad de las protesfatasas PP1 y /o
PP2A.

El aumento tonico en la actividad de CaMKII trasasitofosforilacion
en la Thr 286 es debido a un aumento en la ac@imadinica del receptor
NMDA. El blogueo del receptor NMDA con MK801 redueefosforilacion
de CaMKIl en la Thr 286 en cortes de ratas hiper&@mocas al mismo
grado de fosforilacion que en las ratas controboy tanto disminuye su
actividad (EI-Mlili et al, 2008). Como consecuencia de esta disminucion, la
fosforilacion de nNOS en la Ser 847 también disiygnal mismo grado de
fosforilacibn que en cortes de ratas control. Hsitica que en ratas
hiperamonémicas hay una activacion tonica del tecedgMDA que no

existe en ratas control. Por esta razon la adid®nVK801 no induce
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ningun efecto en cortes de ratas control. El aumdatla activacion tonica
del receptor NMDA en hiperamonemia conduce a utigaaion tonica de
la CaMKII, que a su vez aumenta la fosforilacionaleNOS en la Ser 847
y reduce su actividad (EI-Mlilet al, 2008). En consecuencia se forma
menos NO y se activa menos la guanilato ciclasadwtdendo a una

disminucién de GMPc.

En esta tesis, para estudiar el mecanismo poruel € GMPc
extracelular modula la funciéon de la via glutamidfd-GMPc en cortes
frescos de cerebelo analizamos los efectos deitégdaddle GMPc a los
cortes sobre la actividad de la NOS, los niveletod#rilacion de la nNOS
en la Ser847 y los niveles de fosforilacion en &Il en la Thr 286. Los
resultados se resumen en la Figura 48A para ratdsoty en la Figura 48B

para las hiperamonémicas.

A Ratas Control B Ratas hiperamonémicas
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Figura 48. Efecto del GMPc extracelular sobre la via glutamate
NO-GMPc en cortes de cerebelo de

hiperamonémicas (B).
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En ratas control, la adicion de GMPc extracelul&r iM) disminuye la
actividad de la NOS. Esta disminucién de la actiside puede explic
porque el GMPc extracelular aumenta la fosforiladi@ la CaMKIl en [
Thr 286 y su actividad, la cual a su vez aumentadforilacion de la nNO:
en la Ser 847 que sarfesponsable de la disminucidn de la actividath:
NOS. Como se ha dicho anteriormente, este efetiibiiorio del GMPc
extracelular en las ratas control puede ser debigoe al afiadir GMPc (Z
nM) los niveles de GMPc extracelular alcanzan welntue sobrepasa el
rango de concentracion o6ptimo, activando el segumeé@anismo, qu

reduciria la activacion de la NOS y la funcién aeila Figura 49).

- Mecanismo CONTROL
Inhibidor

f P-CamKII Thi286

> % p-nvOS ser 847

[ ]

l- Actividad nNOS

Funcion de la via
Glu-NO-GMPc
(aumento de GMPe

inducido por NMDA)

[GMPc]

Figura 49. La adicibn de GMPc extracelular 10 nM induce e
mecanismo inhibidor de la NOS en cortede cerebelo de ratas control
Los niveles de GMPc extracelular sobrepasan eloragconcentracion optin
de GMPc. Esto induce un aumento de la fosforiladéfa CaMKIl en la Thr28
y un aumento de la fosforilaciéon de la nNOS en & 847, reduciendca
actividad de la nNOS y la funcién de la-
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En ratas con hiperamonemia cronica, la adiciorGNEPc extracelular
(10 nM) aumenta la actividad de la NOS. La fosé&miibn (actividad) de la
CaMKIl disminuye cuando afiadimos GMPc extracelulan embargo, no
observamos una disminucion en la fosforilaciona@MOS en la Ser847.
El GMPc extracelular podria estar modulando ladidlsicion de la CaMKII
por activacion de fosfatasas que la defosforilahibiéndola, o modulando

la homedstasis del €a

Los datos obtenidos indican que la recuperaciotadactividad de la
NOS en cortes de ratas hiperamonémicas no es dehida disminucién de
su fosforilacion en la Ser 847. Por tanto, debarestediada por otro
mecanismo. Una posibilidad es que el GMPc extréareaumente la union

de calcio-calmodulina a la NOS, aumentando su idetily

El principal mecanismo de modulacion de la actdidle la nNOS es
por fosforilacion en diferentes residuos, no s@ldaeSer847, por diferentes
protein quinasas. La nNOS puede ser fosforiladalgp@rotein quinasa A
(Brune y Lapetina, 1991protein quinasa G (Dinermaet al, 1994), Akt
(Rameauet al, 2007) y como se ha mencionado anteriormente yoiein
guinasas dependientes del complejo calcio/calmoau{Nakaneet al,
1991; Bredtet al, 1992; Dinermaret al, 1994).

Es posible que el GMPc extracelular altere ladidksfcion de la NOS en
otro residuo distinto de la Ser 847 por alguna a® protein quinasas

mencionadas y esto restaure su actividad.

La actividad de la NOS también depende de suiazabn subcelular.

La nNOS contiene un dominio de unidon PDZ que ungrééeina PSD95 y

- 175 -



DISCUSION

enlaza la nNOS a la densidad post-sinaptica (PEDRSD95 también se
une al receptor NMDA permitiendo la formacion de aomplejo ternario
formado por receptor NMDA-PSD95-nNOS el cual peenhdt activacion de

la NNOS cuando entra Eaa través del receptor NMDA (Brenmah al,
1996; Christophersort al, 1999). La nNOS localizada en la PSD esta
expuesta a mayores concentraciones d& Las méas activa que la nNOS
en otras localizaciones subcelulares. La hiperam@needuce la cantidad
de NOS en las membranas sinapticas y por tantetsuidad (EI-Mlili et

al., 2008). Es posible que la adicion de GMPc aumehteontenido de

NNOS en la membrana sinaptica y esto contribugstaurar su actividad.

El efecto activador de la via por adicion de GMRtacelular (10 nM)
en las ratas hiperamonémicas indica que al anadiPdextracelular se
alcanza el rango de concentracion 6ptima, y sgaaetiprimer mecanismo,

que aumentaria la activacion de la NOS vy la fundéiha via.

El hecho de que el GMPc 10 nM module la fosfordade la NOS en
la Ser847 y su activacion de forma diferente easrabntrol (en las que se
activaria el mecanismo inhibidor) e hiperamonémi¢as las que se
activaria el mecanismo activador) indica que log€anismos activador e
inhibidor utilizan vias de transduccién diferenpesa modular la actividad

de la NOS vy la funcidn de la via glutamato-NO-GMPc.
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3. Aislamiento de proteinas de membrana de cerebelo gunen GMPc

extracelular

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran eju GMPc
extracelular modula la fosforilacién y la actividdd la CaMKIl y de la
NNOS intracelulares y modula de este modo la fund® la via glutamato-
NO-GMPc. Para llevar a cabo esos efectos debenigewsn alguna molécula
de la membrana celular que transmitiria la sefadtatior de la célula. Por
ello, el siguiente paso fue identificar proteinagmembrana a las que se une
el GMPc en cerebelo. Se comprobd que se une ailmslad reguladora |

de la protein-quinasa dependiente de AMPc.

Generalmente, la protein-quinasa A (PKA) es adtivpor el AMPc
(Francis y Corbin, 1994). EI GMPc también se unactiva a la PKA,
aungue normalmente la afinidad del GMPc es muchomom@&O0 veces) que
la del AMPc, y se necesitan concentraciones muche attas (uM) de
GMPc para activarla (Reed al, 1996).

Por otra parte, existen formas "atipicas" de laAR{ue se activan
preferentemente por GMPc a concentraciones bajas. efemplo, se
comprobd que la estimulacion de los canales de gdor la enterotoxina
liberada poiEscherichia coliestd mediada por el GMPc, pero no ocurre por
activacion de la PKG sino a través de una PKA adawor GMPc (Fortet
al., 1992). En invertebrados, también existe una PKipica que, en
presencia de baja concentracion de AMPc aumenétstacion de forma
sinérgica por GMPc a concentraciones fisiol6gi€as-0.33 uM) (Leboulle
y Muller, 2004). La alta sensibilidad de la PKAGMPc en invertebrados
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indica que el GMPc activa directamente la PKAIl eondiciones
fisiologicas (Leboulle y Muller, 2004). En el patasTrypanosoma brucei
causante de la enfermedad del suefio, se ha idadtfiy caracterizado una
subunidad reguladora de la PKA, que une preferamiaGMPc antes que
AMPc (GMPc tiene un&q= 7.51 £ 1.97 uM para el dominio A Ky =
11.43 + 2.24 uM para el domio B de la subunidadleztpra de la PKA. El
AMPc compite con la union del GMPc a esa PKA sdlsesafiade a una

concentracién 100 veces mayor (Shalabgl, 2001).

Aunque no se han descrito estas PKAs atipicagrio, podria existir
una ecto 6 exo PKA atipica que se activaria poasbapncentraciones de
GMPc y que podria mediar los efectos del GMPc egtudar sobre la
actividad NOS y la funcién de la via glutamato-NOHE.

3.1. Posible papel de una ecto 6 exo PKA en la mddcion de la via

glutamato-NO-GMPc por GMPc extracelular

Las ecto-protein quinasas se caracterizan parlestlizadas en la cara
externa de la membrana plasmatica y las exo prafeimasas por estar
solubles en el medio extracelular. Ambas fosforilaroteinas de la

superficie externa de la membrana celular.

Estudiamos si los efectos del GMPc extracelularesta NOS en cortes
de cerebelo podrian estar mediados por una ecteo GPEA. Para ello
analizamos si se previenen con un inhibidor impablede la PKA. Al
realizar los experimentos control, en cortes t@dasiblo con el inhibidor
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impermeable de PKA encontramos que modula la deiivNOS del mismo
modo que el GMPc extracelular en cortes. En ratadra, tanto el
inhibidor de PKA impermeable como el GMPc extralzllaumentan la
fosforilacion de la nNOS en la Ser847, inhibiendastividad.

En las ratas hiperamonémicas, el inhibidor de Pi#permeable
también ejerce el mismo efecto que el GMPc extudael aumentan la
actividad de la NOS, sin afectar su fosforilacianaSer847 (Figura 50 C y
D). Esto sugiere que los efectos del GMPc extréaesobre la actividad de
la NOS, tanto en ratas control como en hiperamoresnipodrian estar
mediados por la inhibicién de una ecto 6 exo PKigyfFfa 50 A-D).

Sin embargo, tanto en ratas control como en hipengmicas el
inhibidor de PKA no afecta los niveles de fosfaniden de la CaMKIl en la
Thr286. En cambio, el GMPc extracelular aumentéostorilacion en ratas
control y la disminuye en hiperamonémicas. Estaesagjue los efectos del
GMPc extracelular sobre la modulacion de la CaMiQllestarian mediados
por la PKA (Figura 50 A-D). Parecen existir por ttgndiferentes
mecanismos de modulacion de la CaMKIl y de la NOE@MPc 6 PKA

extracelulares.
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CORTES DE CEREBELO DE RATAS CONTROL

A GMPc extracelular

Inhibidor PKAI

INHIBITOR PKA

NMDA
receptor

Ca#+/Calmodulin

CORTES DE CEREBELO DE RATAS HIPERAMONEMICAS

C GMPc extracelular D I nhibidor PKAI
//ﬂig f!g INHIBITOR PKA TB
se0s ses000bossesese
l*\\/ / g
b i zl“/ﬂ‘*’f.
i 2o

Figura 50. Efectos del GMPc extracelular (A, C) y del inhikior
impermeable de PKA (B, D) sobre la via glutamato-N&MPc en
cortes de cerebelo de ratas control e hiperamonénais.
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Se ha descrito la existencia de actividades edi®in quinasas,
incluidas ecto-PKAs, en cultivos de neuronas (Mwimmet al, 1994;
Volonte et al, 1994; Hoganet al, 1995), y se ha demostrado la
fosforilacién de una proteina de 45 kDa en la mamémeuronal por una
ecto-protein quinasa (Merlet al, 1997). Las ecto-PKs pueden modular la
neurotransmision y la plasticidad sinaptica. Ladokacion de una proteina
de membrana por ecto-protein quinasa es necesadar@antener la LTP en
hipocampo (Cheret al, 1996; Dubrovskyet al, 2002). Ademas la LTP
inducida por ATP en cortes de hipocampo podriar estadulada por
fosforilacion del receptor NMDA/canales de “Caen dominios
extracelulares de la membrana sinaptica por uraprotein quinasa (Fuijii,
2004). La fosforilacibn por protein-quinasas exhal@ares unidas a
membrana o libres podria ser un mecanismo fisiotdde regulacion de la
actividad de diferentes neuropéptidos en el sisteenaoso central (Jahet
al., 2001).

El hecho de que los efectos inducidos por el idbibde PKA sobre la
NOS sean similares a los que produce el GMPc ugiee éste esta
uniéndose a la PKA y modulando su actividad, peraactivandola, sino
inhibiéndola. Por tanto, el GMPc extracelular dé&bedisminuir la

fosforilacion de los sustratos de esta PKA.

El siguiente objetivo fue averiguar si el GMPc ragelular estaba
modulando la fosforilacion de alguna proteina denbrana extracelular.
Cuando incubamos membranas de cerebelo con ATEacnio se fosforila
una proteina con una masa molecular relativadfeKDa. Tanto el GMPc

extracelular como el inhibidor impermeable de laAPKisminuyen la
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fosforilacion de esta proteina. Esto sugiere devamugue el GMPc
extracelular podria estar inhibiendo una ecto 6 BK& y modulando la
fosforilacién de una proteina de membrana desMO KDa. Los cambios
en la fosforilacion de esta proteina podrian meltiarefectos del GMPc

extracelular sobre la NOS.

Los resultados obtenidos en esta tesis muestra eju GMPc
extracelular modula la actividad de la NOS vy lacian de la via glutamato-
NO-GMPc, la cual a su vez modula algunos procesamendizaje y

memoria, como el laberintoen Y.

El GMPc extracelular parece modular la funciénlaleria glutamato-
NO-GMPc por mecanismos diferentes en ratas coatifiperamonémicas.
Existe un rango de concentracion (0.3-0.45 nM) PG extracelular para
el que la funcion de la via glutamato-NO-GMPc etsndg. Si no se alcanza

0 se sobrepasa este rango la funcién de la viieemm

En las ratas control, la administracion de GMPtraeelular exdgeno
activaria un mecanismo de inhibicién de la NOS ylaleia cuando los
niveles de GMPc extracelular sobrepasan el rangmdeentracion optima.
Este mecanismo inhibidor disminuiria la funcionlaeia y la formacion de

GMPc y se reduciria la capacidad de aprendizagd ktberinto en Y.

En las ratas hiperamonémicas, los niveles de GbXR@celular y la
funcion de la via estan disminuidos respecto aréas control. La
administracion de concentraciones adecuadas de GEWR@celular
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exdgeno aumentaria sus niveles a concentraciortesadp restaurando la

funcioén de la via glutamato-NO-GMPc y la capacidadprendizaje.
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1. Las ratas con hiperamonemia crénica tienen dismiénla actividad
motora vertical. El tratamiento crénico intracesbrcon GMPc
extracelular restaura la actividad en ratas hipersamicas. Esto podria
ser consecuencia de la disminucién de la neuromataon.

2. Las ratas con hiperamonemia cronica tienen aumaaacbncentracion
extracelular de GABA en cerebelo y presentan irgioacion motora.
El tratamiento cronico con GMPc extracelular norm@alos niveles de
GABA extracelular y restaura la coordinacibn motoea ratas
hiperamonémicas. Esto seria consecuencia de laalipacion de los
niveles de GABA.

3. Las ratas con hiperamonemia cronica presentan itdéfien el
aprendizaje espacial en los laberintos radial yatoo de Morris. El
tratamiento crénico con GMPc extracelular recug@réa memoria de
referencia y el indice de aprendizaje pero no Imar& de trabajo en el
laberinto radial y (ii) la capacidad de aprendizzgpacial en el test del
laberinto acuatico de Morris. A esta recuperaciodrian contribuir la
normalizacion de los niveles de GMPc y la reduccide la

neuroinflamacién en hipocampo por el GMPc extrdaelu

4. Existe un rango de concentracion de GMPc extrame(d.3-0.45 nM)
para el que la funcion de la via glutamato-NO-GMBcoptima. Para

concentraciones menores o mayores la funcién dieles menor.
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5. La adicion de GMPc extracelular modula la funciénalvia glutamato-
NO-GMPc en cerebelo de forma bifasica. En ratasrhiponémicas, la
adicién de concentraciones bajas de GMPc extrageliniduce un
mecanismo que activa la via mientras que conceéotreg altas la
inhiben. La adicion de GMPc extracelular induce hoscanismos de
activacion o de inhibicion de la via dependienddodeniveles de GMPc
extracelular alcanzados, la activan si estan pobajde de la

concentracién dptima y la inhiben si estan porreaci

6. La funcidon de la via glutamato-NO-GMPc estéd disrdauen ratas
hiperamonémicas. Los tratamientos que recuperamil@les Optimos
de GMPc extracelular restauran la funcidon de la efa ratas

hiperamonémicas.

7. En cortes de cerebelo de ratas hiperamonémicadid@ma de GMPc
extracelular (10 nM) recupera la funcién de la (fjadisminuyendo la
actividad de la CaMKIl y (i) aumentado la actividde la NOS. En
cortes de ratas control la adicion de GMPc extwdael (10 nM)
disminuye la funcion de la via aumentando (i) lvadad de la CaMKII
y (ii) la fosforilacion de la NOS en la Ser847, misuyendo asi su

actividad.

8. Los efectos del GMPc extracelular sobre la NOS ipodser mediados

por inhibicion de una ecto 6 exo protein-quinag®KA) en cerebelo.

9. El GMPc extracelular disminuye la fosforilacibn dea proteina de

membrana de Mr40 KDa. Esta podria ser la molécula que media los
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efectos del GMPc extracelular sobre la sefalizaicitbacelular en la via
glutamato-NO-GMPc.
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