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. Introduccion

1. ENCEFALOPATIA HEPATICA

La encefalopatia hepatica un sindrome neuropsiquiatrico

complejo que refleja una alteraciéon funcional del sistema nervioso

central que se presenta en pacientes con enfermedades hepéaticas

cronicas o agudas. La encefalopatia hepatica se define como una

alteracion de la funcidon del sistema nervioso central subsiguiente a

un fallo hepatico y puede progresar en diferentes estadios hasta el

coma (1, 2). Se clasifica en 3 tipos (1):

Tipo A, o encefalopatia hepatica aguda, suele ocurrir en el
marco de un fallo hepatico fulminante con necrosis masiva del
higado y una rapida progresion de los sintomas. Entre las
causas cabe destacar las hepatitis virales agudas, intoxicacion
por paracetamol y reacciones idiosincrasicas a farmacos. El
grado de mortalidad en la encefalopatia hepatica aguda es muy
elevado y se debe frecuentemente a un aumento de la presion
intracraneal como consecuencia de un edema cerebral.

Tipo B, o encefalopatia hepatica crdénica, por derivacion
porto-sistémica sin enfermedad hepatocelular intrinseca.
Existen derivaciones porto-sistémicas espontaneas, como la
causada por la obstrucciéon de la vena porta extra-hepatica. Es
una causa comun de hipertension portal en nifios (2). Estos
pacientes presentan flujo sanguineo hepatico reducido,
concentraciones de amonio en sangre aumentadas, la relaciéon
glutamina/creatinina aumentada y en ocasiones anastomosis
porta-cava espontanea.

Tipo C, o encefalopatia hepatica cronica, asociada a cirrosis
hepatica e hipertension portal. Es la mas frecuente. También
genera derivaciones porto-sistémicas como consecuencia de
enfermedades crénicas del higado, generalmente cirrosis, con

una apreciable desviacion de la sangre portal a la circulaciéon



sistémica (encefalopatia porto-sistémica). Se pueden producir

episodios de encefalopatia hepatica clinica como consecuencia

de determinados factores desencadenantes (hemorragia
digestiva, alta ingesta de proteinas, estrefiimiento, infeccion).

Estos episodios de encefalopatia hepatica son habitualmente

reversibles cuando el factor desencadenante es eliminado. La

desviacion porto-sistémica también se realiza en los hospitales
para tratar problemas como la hemorragia digestiva secundaria

a ruptura de varices esofagogastricas, una complicacion muy

frecuente y severa de los pacientes con cirrosis hepatica e

hipertension portal.

Ademas de estos tres tipos de encefalopatia hepéatica clinica,
existe la encefalopatia hepatica minima. La encefalopatia hepatica
minima se da en pacientes con cirrosis hepatica que no presentan
signos clinicos evidentes de encefalopatia hepatica pero presentan
diversos déficits cognitivos (percepcion visuo-espacial, atencion,
concentracion,...) que no son detectables en un examen neuroldgico
rutinario pero se ponen de manifiesto cuando se realizan tests
psicométricos adecuados (3).

La encefalopatia hepatica es un factor predictivo de mortalidad

en los pacientes cirroticos.

1.1 Alteraciones neuropsiquiatricas

La encefalopatia hepatica cronica se desarrolla lentamente y los
sintomas varian desde ligeros déficits de atencion y cambios en la
personalidad en la encefalopatia hepatica minima, a enlentecimiento
psicomotor, falta de atencion y sintomas extrapiramidales como
hipomimia (falta de expresiéon facial) y bradiquinesia en grado | de
encefalopatia hepética, desorientacion y comportamiento extrafio en
grado Il, acabando finalmente en estupor y coma en grados Il y IV

(4). Los signos mas tempranos suelen ser alteraciones en el suefio y
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cambios en el comportamiento, que no son obvios para el médico que
examina al paciente pero si para los familiares y amigos de éste (5).

El espectro clinico de la encefalopatia hepatica es muy amplio,
por lo que su diagnodstico puede ser dificil dado que no existe un
sintoma o examen de laboratorio especifico para su diagndéstico.

La gravedad de la encefalopatia hepatica clinica se clasifica en 4
grados segun las manifestaciones neuropsicoldgicas. En la Tabla 1 se
presentan los criterios de West—Haven para la estadificacion del

grado de encefalopatia en pacientes con encefalopatia hepatica clinica

(6).

Tabla 1: Criterios de West-Haven para la estadificacion del estado mental

en encefalopatia hepatica clinica.

Sin anormalidad detectada.

Leve falta de atencion e incapacidad para mantenerla, euforia,
ansiedad.

Dificultad para realizar suma o sustraccion de niumeros
sencillos.

Letargo, apatia, desorientacién en tiempo y espacio.

Cambios obvios de la personalidad.

Somnolencia a semiestupor, pero con respuesta a estimulos.
Confusion, desorientacion importante.

Coma. Sin posibilidad de realizar pruebas de funcion mental.

1.1.1 Alteraciones cognitivas

Las alteraciones cognitivas comienzan con falta de
concentracion y de atencion, asi como una disminucion de la
capacidad intelectual. Los pacientes con encefalopatia hepatica
presentan un descenso continuo en la atencion acompafiado de un
descenso en el estado de alerta desde el grado Il al grado Il
finalizando en coma (4). Incluso los pacientes que parecen no estar
clinicamente afectados manifiestan distintos déficits de atencion en
tests psicométricos, indicando una disfuncion de los tres subsistemas

que cooperan en la atencion: vigilia (capacidad para mantener el



estado de alerta), orientacion y funciones ejecutivas (como hacer
planes, deteccidon de errores, resolucion de conflictos, etc.).

En fases mas avanzadas la falta de atencion se agudiza de
forma que cuando se formula una pregunta a un paciente,
frecuentemente hay que repetir la cuestion y las repuestas son lentas

y a menudo carentes de sentido (4).

1.1.2 Alteraciones motoras

En pacientes con encefalopatia hepatica cronica se presentan
frecuentemente alteraciones en la actividad y coordinacion motoras
(Tabla 2) (7). Los trastornos del movimiento (8) pueden ser debidos
a alteraciones en uno o mas de los 3 grandes sistemas motores que
configuran la organizacion del sistema en mamiferos: via cortico-
espinal, circuitos de los ganglios basales y cerebelo. En los pacientes
con encefalopatia hepatica croénica se han descrito alteraciones vy

sintomas relacionados con los tres niveles de organizacion.

Tabla 2: Alteraciones motoras en pacientes con encefalopatia hepatica

(clasificacion West-Haven).

Cambios sutiles en pruebas de conexibn numeérica o en pruebas
psicométricas.

Temblor, incoordinacién, apraxia®.

Asterixis®, lenguaje lento o incomprensible, ataxia®.

Reflejos hipoactivos, nistagmo?, rigidez muscular y clonus®.
Postura descerebrada y dilataciéon pupilar, reflejo oculocefalico’,
ausencia de respuesta a estimulos en estadios avanzados.

a Trastorno de la ejecucion del movimiento aprendido que no puede ser explicado
como consecuencia de debilidad muscular, pérdida sensorial o falta de comprension
0 atencion a las 6rdenes verbales.

b Temblor de las manos en forma de aleteo.

c Ausencia o irregularidad en la coordinaciéon de los movimientos musculares.

d Espasmo clénico de los musculos motores del globo ocular, que produce
movimientos involuntarios de éste en varios sentidos.

e Serie de contracciones ritmicas e involuntarias, de un musculo o grupo muscular
por la extension brusca y pasiva de sus tendones.

f Se desencadena con los ojos abiertos y mediante giro de la cabeza con rapidez de
un lado hacia el otro. El paciente comatoso cuyo tallo encefélico este intacto dirige
los ojos en la direccion opuesta a aquella en que se gira la cabeza.

Manifestaciones clinicas motoras relacionadas con un mal

funcionamiento de los ganglios basales (signos extrapiramidales) se
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han descrito en pacientes con encefalopatia hepatica minima vy
cirrosis hepatica compensada (9). La presencia de alteraciones
motoras extrapiramidales predice el desarrollo de encefalopatia
hepatica clinica y los signos como la incoordinacion, ataxia o
asterixis, avanzan a medida que avanza la enfermedad reduciendo la
calidad de vida (9).

La alteraciones de la coordinacién motora (cerebelares) estan
presentes en pacientes con encefalopatia hepatica de grado 1 y 11, y
las alteraciones de la via cortico-espinal en pacientes desde grado | al

IV de encefalopatia hepatica (4).

1.1.3 Otras alteraciones

Se ha descrito irritabilidad, apatia, trastornos de la conducta,
cambios en el apetito, mirada fija, amnesia, cambios en el
temperamento y en la personalidad. Algunos pacientes pasan de la
depresion a la euforia en pocos minutos. Otros pacientes presentan
sOlo depresion o euforia alternadas con un temperamento estable.
Los sintomas paranoicos suelen ser comunes durante el estupor como
resultado de las dificultades en la percepcion y la interpretacion.
También pueden aparecer alucinaciones (10).

Un 50% de los pacientes con cirrosis hepatica presentan
alteraciones del suefio caracterizadas por somnolencia durante el dia,
sobre todo a primeras horas, letargia y sopor, mientras que durante
la noche la calidad del suefio esta disminuida: duermen menos

tiempo y el suefo esta fragmentado con multiples despertares (11).

2. AMONIO

Uno de los principales factores que contribuyen al deterioro
neuroldégico en la encefalopatia hepatica es el aumento de la

concentracion de amonio en sangre y cerebro.



2.1 Metabolismo

El amonio tiene un papel fundamental en la homeostasis del
nitrogeno y participa en el catabolismo y anabolismo de compuestos
importantes para el organismo. Es un producto de la degradacién de
aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos y otros compuestos, y es el
principal producto del metabolismo nitrogenado en todas las células

del organismo (12, 13).

/ Carbamil-fosfato

- Sintetasa |
HEDJ e ase s Carbamil-P
Urea NH,* 2ATP

Arginasa }—" Ormitina —» Ornitina

Arginina Ornitina

[

Fumarato h\\i }? ;g:ucmnam transcarbamilasa
1

Arginin-Succinato

Arg-succinato sa‘n!erasak,_@‘:
 Citrulina Citrulina

Aspartato "

Citosol

Figura 1: Ciclo de la urea. En la mitocondria el amonio es incorporado por
accion de la carbamil-fosfato sintetasa | en carbamil fosfato, el cual junto con la
ornitina son sustratos de la ornitina transcarbamilasa que los transforma en
citrulina. Esta sale al citosol donde reacciona con el aspartato dando lugar a
arginina por la accion conjunta de la arginina-succinato sintetasa y la arginina-
succinato liasa. A continuacion, la arginasa degrada la arginina a ornitina, que

puede volver a entrar en la mitocondria, y a urea que es eliminada en la orina.

Sin embargo, a concentraciones altas el amonio es téxico, por
lo que el amonio producido debe ser eliminado. EI amonio es
excretado en forma de urea (organismos ureotélicos), de acido drico
(organismos uricotélicos) o de amoniaco (organismos amoniotélicos).
Los humanos y el resto de mamiferos somos ureotélicos ya que el
higado, mediante el ciclo de la urea, incorpora el amonio en urea que

pasa a la sangre desde donde es eliminada en la orina.
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El higado es el Unico 6rgano que expresa todos los enzimas del
ciclo de la urea. Para prevenir los efectos toxicos de los niveles altos
de amonio, el resto de tejidos lo incorporan en glutamina. La
glutamina permite almacenar el amonio en forma no téxica de
manera temporal, mantenerlo dentro de niveles aceptables y
transportarlo hasta el higado para su eliminacion. El proceso de
detoxificacion del amonio en tejidos no hepaticos es el siguiente:

1. el amonio se une al glutamato mediante una reaccion
catalizada por la glutamina sintetasa, formando
glutamina.

2. la glutamina pasa al torrente sanguineo desde donde la
captura el higado, que la hidroliza de nuevo en glutamato
y amonio por accion de la glutaminasa.

3. este amonio es entonces incorporado en urea y eliminado

en la orina.

Glutamato + NHs + ATp —Slutamina sintetasa Glutamina + ADP + Pi

Glutaminasa

Glutamina + H,0O Glutamato + NHj;

Figura 2: sintesis y desaminacién de la glutamina.

La formacion de glutamina por la glutamina sintetasa mediante
la incorporacion de una molécula de amonio a una de glutamato se
considera el Unico mecanismo importante por el que se puede
detoxificar el amonio en cerebro.

Los niveles de amonio en sangre (r 100 uM en el hombre, ~ 150
MM en la rata) estan estrictamente regulados. A concentraciones
mayores de amonio comienza a aparecer vision borrosa, pérdida de
consciencia, letargia, lesiones cerebrales, coma. La concentracion de
amonio es el resultado del equilibrio entre su formaciéon y eliminacion
por diferentes sistemas. Ademas de los del ciclo de la urea, otros
enzimas importantes en el metabolismo del amonio son la

glutaminasa, glutamina sintetasa, glutamato deshidrogenasa, AMP



(adenosin-monofosfato) desaminasa y los enzimas que constituyen el
llamado ciclo de los nucledtidos de purina. En los mamiferos los
enzimas mas importantes involucrados directamente en la eliminacion
del amonio son carbamil fosfato sintetasa, glutamina sintetasa y

glutamato dehidrogenasa.

Terminacion

presindptica
Shutamina i
T, oo {I:I)
! HsN—CH—CH,—CH;—C—NH;
- NHg Glutaminasa 1
 Glutamato S ¥

TReceptor de glutamato

Célula postsindptica

Figura 3: Ciclo glutamato-glutamina. En la neurona presinaptica la
glutaminasa, localizada en las mitocondrias, transforma la glutamina en glutamato
que es almacenado en vesiculas presinapticas hasta el momento de ser liberado al
espacio sinaptico. Alli, se une a los receptores de glutamato de la neurona
postsinaptica y posteriormente es recaptado por los transportadores del glutamato
de la neurona presinatica o de los astrocitos donde la glutamina sintetasa genera

glutamina nuevamente a partir del glutamato y amonio.

2.2 Toxicidad del amonio: situaciones clinicas de

hiperamonemia
Existen muchas situaciones patoldgicas asociadas a estados de

hiperamonemia. La mas frecuente es el fallo hepatico crénico (cirrosis
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hepética, hepatitis,...). Puede tener diversas causas como el consumo
de alcohol, infeccion por virus (por ejemplo virus de hepatitis B o C),
origen autoinmune,... Cualquiera que sea la causa, conduce a una
disminucion de la eliminacion del amonio en el higado y a
hiperamonemia.

En el fallo hepéatico croénico el principal factor responsable de la
hiperamonemia es la deficiente circulacion de la sangre a través del
higado, lo que disminuye la metabolizacion del amonio. La derivacion
porto-sistémica de la circulacion de la sangre que ocurre tras una
intervencion quirdrgica en un paciente con una enfermedad hepatica
cronica o bien de manera espontanea en pacientes cirréticos debido a
la hipertension portal, impide la correcta eliminacién en el higado de
distintas sustancias toxicas, como el amonio, que pueden de este
modo alcanzar el cerebro y alterar su funcién.

La hiperamonemia también puede deberse un fallo hepatico
agudo, menos frecuente que el cronico y que conduce a niveles muy
elevados de amonio en sangre y cerebro, debido a la no
detoxificacion del amonio como consecuencia de la muerte de las
células hepaticas.

Otro factor que contribuye a la hiperamonemia en los pacientes
con cirrosis hepatica es el aumento de la produccibn de amonio
debido al aumento de la glutaminasa intestinal (14).

La hiperamonemia puede ser también debida a errores
congenitos de enzimas del ciclo de la urea, por ejemplo en la ornitina
transcarbamilasa (que es la méas frecuente), la carbamil fosfato
sintetasa, la argininasiccinato sintetasa, la argininasuccinasa o la
arginasa. También puede producir hiperamonemia la deficiencia en
acetilglutamato sintetasa que no forma parte del ciclo de la urea
propiamente dicho pero sintetiza acetilglutamato, un activador
esencial para la actividad de la carbamil fosfato sintetasa. En estas

situaciones los niveles de amonio en sangre pueden llegar a valores
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del orden de 1mM y se pueden producir alteraciones neurolégicas

severas.

Tabla 3: Algunas causas de hiperamonemia*.

» Deficiencias congénitas de enzimas del ciclo de la urea.
« Defectos del ransporte de intermediarios en el ciclo de la urea.
» Acidemias organicas.
e« Otras causas metabdlicas: acdosis tubular renal distal, deficiencia
primaria en carnitina o defectos en la oxidacidén de Acidos grasos.
»  Shunts portosistémicos.
¢ Causas urinarias: derivaciones urinarias (ej.ureterosigmoidostomia vy
conducto ileal) o infecciones del tracto urinario.
¢ Causas hematolégicas: tras trasplante alogénico de células progenitoras
de células periféricas, por mieloma multple, por leucemia mieloblastca
aguda o por leucemia mieloide crénica.
» Drogas:
o Quimioterapia, por ejemplo el 5-fluoracilo.
o Valproato sddico.
o Agentes anestésicos, por ejemplo el halotano.
» Ofras: por ejemplo por nutricion parenteral.

+ Idiopatica.

*Clasificacién segun Sanz C y cols. (15).

Los nifios con errores congénitos del ciclo de la urea parecen
normales tras su nacimiento, pero desarrollan rapidamente
hiperamonemia. Si ésta no se trata con una terapia adecuada,
pueden llegar a morir. Si se tratan adecuadamente pueden
sobrevivir, pero la hiperamonemia en el periodo neonatal suele
provocar dafos en el sistema nervioso central y producir retraso
mental, existiendo una correlacion inversa entre el coeficiente
intelectual y la duracién y grado de hiperamonémia neonatal (16).

También se puede presentar hiperamonemia neonatal en nifios
con asfixia o con parto prematuro (17, 18).

Otras situaciones que cursan con hiperamonemia son el
sindrome de Reye, acidemias organicas o deficiencias de carnitina.

También se puede producir hiperamonemia como consecuencia de
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algunos tratamientos terapéuticos como por ejemplo el tratamiento
con valproato (antiepiléptico), la hemodialisis o el tratamiento de
algunas leucemias.

Cuando los niveles de amonio en sangre aumentan 4-5 veces
sobre los niveles normales producen alteraciones en el
funcionamiento del sistema nervioso central y pueden conducir al
coma y a la muerte. La alteracion de la funcion cerebral como
consecuencia de un fallo previo de la funcién del higado se denomina

encefalopatia hepatica.

3. MODELOS ANIMALES DE ENCEFALOPATIA HEPATICA

Para poder avanzar en el estudio de los mecanismos que
causan la encefalopatia hepatica y en los posibles tratamientos
terapéuticos de la misma se requiere el uso de modelos animales de
encefalopatia hepatica. Estos modelos reproducen muchas de las
alteraciones cognitivas y motoras encontradas en pacientes con

encefalopatia hepatica.

3.1 Ligadura biliar (bile duct ligation, BDL)

Consiste en obstruir el conducto biliar mediante una o varias
ligaduras de modo que se impide totalmente el flujo de bilis al
intestino. Esto conduce a la formacion de fibrosis hepatica que
progresa a cirrosis.

Las ratas BDL presentan hiperamonemia (19), ictericia e
hipertension portal (20) fibrosis, translocacion bacteriana y disfuncion
del sistema inmune (21-24). Ademas, también presentan alteraciones
cognitivas y motoras:

e Cognitivas: las ratas con ligadura biliar muestran un
deterioro en la capacidad de aprendizaje de una tarea de
discriminacion condicionada en el laberinto en Y (25), y

de aprendizaje espacial en el test del laberinto acuéatico
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de Morris (26). También presentan alteraciones en el test
de reconocimiento de objetos (27).

e Motoras: las ratas con ligadura biliar presentan
alteraciones en la actividad motora espontanea medida en
un actimetro y en la coordinacion motora medida con el
rotarod (25, 27, 28). La hiperamonemia potencia las
alteraciones motoras presentes en las ratas cirréticas por
ligadura del conducto biliar (21) sugiriendo que la
hiperamonemia contribuye al enlentecimiento motor

presente tras el fallo hepatico cronico.

3.2 Anastomosis portocava (portacaval shunt,
PCS)

Se realiza una cirugia que consiste en seccionar la vena porta,
principal aporte sanguineo al higado, y suturarla con la vena cava. De
esta forma Ila sangre que proviene del intestino no llega
adecuadamente al higado y la metabolizacion de sustancias toxicas
por el mismo se reduce notablemente. Entre estas sustancias se
encuentra el amonio cuyos niveles aumentan tras la anastomosis
porta-cava, produciendo hiperamonemia.

Las ratas con anastomosis portocava (PCS) presentan
alteraciones metabdlicas como hiperamonemia, aumento de
glutamina y amonio en cerebro, y disminuciéon de la utilizacion de
glucosa en cerebro. Ademas, también presentan alteraciones en
ritmos circadianos, asi como deterioro cognitivo y motor:

e Cognitivo: las ratas PCS tienen disminuida la capacidad
de aprendizaje de wuna tarea de discriminacion
condicionada en el laberinto en Y (29, 30) y el
aprendizaje espacial evaluado con laberinto acuatico de
Morris (31, 32).

e Motor: los pacientes con encefalopatia hepatica minima

presentan hipoquinesia y enlentecimiento psicomotor
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(33). Las ratas PCS también presentan hipoquinesia (34)
(30), una menor actividad motora espontanea a partir del

dia diez desde la operacion (30).

3.3 Hiperamonemia croénica sin fallo hepatico

Este modelo se desarrollé a finales de los afios 80 en nuestro
laboratorio (35, 36). Consiste en administrar a las ratas una dieta
que contiene acetato amodnico (25 % p/p). Esto produce un estado de
hiperamonemia cronica moderada en la que los niveles de amonio en
sangre son aproximadamente el doble que en las ratas control.

El modelo de hiperamonemia sin fallo hepatico reproduce
muchas de las alteraciones presentes en la encefalopatia hepatica y
permite discernir qué alteraciones cerebrales y neurolégicas son
debidas a la hiperamonemia y cuales son debidas a otros factores
asociados al fallo hepatico. Este modelo es sencillo y permite
mantener hiperamonemia sostenida durante largos periodos de
tiempo sin alterar la funcidn hepatica. Ha permitido la realizacion de
estudios a largo plazo sobre la regulacion del ciclo de la urea (37,
38), toxicidad del amonio (39, 40), alteracion de los niveles de
tubulina en cerebro (37, 41, 42) y de los niveles de ATP y otros
metabolitos en higado y cerebro (43).

Este modelo se ha empleado también para estudiar el efecto de
la hiperamonemia cronica sobre la funcién de vias de transduccion de
sefales en cerebro in vivo (44), la potenciacion a largo plazo o LTP
(45) y sobre la capacidad de aprendizaje de una tarea de
discriminacion condicionada (46).

Entre las principales alteraciones podemos destacar:

e Cognitivas: las ratas hiperamonémicas sin fallo hepatico
presentan alteraciones en la capacidad de aprendizaje de
una tarea de discriminacion condicionada en un laberinto
enY (25, 29, 46).
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e Motoras: las ratas hiperamonémicas tienen disminuida la
actividad motora espontanea medida en el actimetro (19,
47).

Otros modelos de hiperamonemia utilizados en la literatura
presentaban algunas desventajas para nuestro trabajo. La infusion de
sales de amonio no resulta adecuada para los estudios a largo plazo
ya que hubiera exigido mantener a los animales bajo anestesia, con
control de la temperatura corporal y de la actividad respiratoria
durante largos periodos de tiempo. Por otra parte el método de
induccidon de hiperamonemia mediante inyeccion de ureasa requiere
dos inyecciones diarias lo que no es practico para estudios a largo

plazo.

4. NEUROTRANSMISION GLUTAMATERGICA. PAPEL EN
LAS ALTERACIONES ASOCIADAS A ENCEFALOPATIA

HEPATICA

Las funciones neuroldgicas y los procesos cerebrales alterados
en la encefalopatia hepatica (la memoria, el aprendizaje, la
coordinaciébn motora, el suefo, etc.) son el resultado final de
alteraciones en la neurotransmision (48). La hiperamonemia y las
enfermedades hepaticas alteran la neurotransmisiéon glutamatérgica
(49).

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el
sistema nervioso central (SNC) en mamiferos y tiene un papel
esencial en los procesos de plasticidad sinaptica (cambios duraderos
en la eficacia sinaptica), como la potenciacion a largo plazo (LTP) y la
depresion a largo plazo (LTD), que se consideran la base molecular
de procesos de aprendizaje y memoria.

El glutamato también juega un papel esencial en la modulaciéon

de la actividad y coordinacion motoras.
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Las alteraciones en la neurotransmision glutamatérgica estan
implicadas en el dafio neuronal observado en una amplia variedad de
neuropatologias, como la epilepsia, los accidentes cerebrovasculares,
trastornos cognitivos y enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer, el Parkinson, la esclerosis lateral amiotroéfica o la corea de
Huntington, y otras enfermedades que afectan el SNC como la
encefalopatia hepatica.

La hiperamonemia, tanto aguda como cronica, afecta a
diferentes tipos de receptores de glutamato. Muchos de los efectos
sobre los receptores de glutamato y sobre las vias de transduccion de
sefales asociadas son diferentes en hiperamonemia aguda y cronica.

La hiperamonemia aguda induce la activacion excesiva de los
receptores de NMDA, que es responsable de la muerte en la
intoxicacibn aguda por amonio y que se previene bloqueando los
receptores NMDA (50, 51). El bloqueo de los receptores NMDA
también previene o retrasa la muerte en el fallo hepatico agudo (52).

La hiperamonemia cronica contribuye a muchas alteraciones
neuroldégicas, pero los mecanismos, las &reas cerebrales y los
circuitos implicados son diferentes para cada proceso cognitivo o
alteraciéon motora especifica. La hiperamonemia cronica afecta vias de
transduccién de sefales asociadas a la mayoria de los tipos de
receptores de glutamato: receptores NMDA (53), AMPA (54) y a los

receptores metabotropicos (mGIuRs) (55).

4.1 Receptores de glutamato

Existen dos grandes grupos de receptores de glutamato: los
ionotropicos y los metabotrépicos. En general los receptores
ionotropicos de glutamato (iGlu) estdn involucrados en la
neurotransmision rapida en el cerebro. Los receptores iGlu forman un
canal catidonico que permite el paso selectivo de iones sodio, potasio

0, en el caso de los receptores NMDA y algunos subtipos de
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receptores AMPA, calcio, produciendo una despolarizaciéon de la
neurona.

Los mGIluRs no forman canales idnicos, sino que se acoplan a
proteinas G y regulan la actividad de enzimas y canales ionicos. De
esta forma, los receptores mGlu median la actividad sinaptica

excitadora lenta, pero prolongada, en el SNC.

4.1.1 Receptores ionotrdpicos

Los receptores ionotropicos son canales ionicos regulados por
ligando. La union del neurotransmisor al receptor provoca la apertura
del canal con el consiguiente paso de iones. Se trata de canales
cationicos no selectivos, permeables tanto al sodio como al potasio,
de manera que la union del glutamato provoca una despolarizacion de
la membrana postsinaptica (un potencial excitador postsinaptico).

Los receptores ionotropicos de glutamato se clasifican en tres
tipos segun la afinidad que presentan para unir distintos agonistas:
NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (acido a-Amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolepropionico) y kainato (acido kainico).

El receptor NMDA posee una serie de caracteristicas distintivas
que lo hacen unico entre todos los receptores ionotropicos. Una de
estas caracteristicas, quiza la mas significativa, es que su canal
permite el paso de los iones calcio, ademas de sodio y potasio, lo que
induce un aumento de la concentracion de calcio intracelular en la
neurona postsinaptica cuando el receptor se activa.

El receptor NMDA es una proteina muy compleja vy
tremendamente regulada. Su conductancia al calcio es notablemente
alta y es ésta quiza su caracteristica mas destacable y la responsable
de muchas de sus funciones.

Otra caracteristica especial del receptor NMDA es que para que
el canal se abra se necesita, ademas del glutamato, la presencia de
un coagonista: la glicina (56-58). El receptor NMDA tiene varios sitios
de unidén donde se unen distintos tipos de compuestos que modulan

su funcion. Ciertas poliaminas modulan positivamente el canal,
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mientras que el zinc o un exceso de protones lo modulan
negativamente.

Lo mas llamativo de este receptor es que comparte
caracteristicas funcionales de canales regulados por ligando y de
canales sensibles al voltaje. En condiciones normales, cuando el
potencial de membrana esta proximo al valor de reposo, el canal del
receptor NMDA esta bloqueado por magnesio (57). Este bloqueo es
dependiente de voltaje y se elimina cuando la membrana se

despolariza, permitiendo el paso de iones calcio, sodio y potasio.

Receptor NMDA

Na*
@&

2+

Ca
Glutamato .

A Zn2+
Glicina

> 2+

Mg
lextracelular

intracelular

K+

Figura 4: Receptor NMDA.

Los receptores NMDA se localizan en todo el cerebro, siendo
mas abundantes en cerebelo, hipocampo, ganglios basales y corteza
cerebral. En general estan formados por diferentes combinaciones de
dos tipos de subunidades: NR1 y NR2 aunque también se ha descrito
la subunidad NR3.

La subunidad NR1 esta presente en todos los receptores NMDA.

Tiene 8 variantes de procesamiento alternativo. La subunidad NR2
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tiene 4 subtipos denominados NR2A, NR2B, NR2C, NR2D, codificados
por cuatro genes diferentes. Existen variantes de procesamiento
alternativo de estas subunidades (59, 60). Distintas combinaciones
de la subunidad fundamental NR1 con las distintas clases de
subunidades NR2 dan lugar a receptores NMDA con propiedades
funcionales diferentes, que pueden estar distribuidos en areas
cerebrales especificas y/o pueden producir respuestas fisiolégicas o
patologicas distintas en respuesta al glutamato. Para la formacion de
receptores NMDA funcionales es esencial la coexpresion de
subunidades NR1 y NR2.

Los receptores NMDA estan implicados en numerosas funciones
cerebrales, algunas de ellas tan importantes como el aprendizaje o la
memoria (60). Sin embargo, su activacion patoldgica, por ejemplo
por liberacién excesiva de glutamato, produce brotes epilépticos
(fendbmeno "Kindling"”) y puede conducir a la degeneracion y la
muerte neuronal (61), jugando un importante papel en el dafo
neuronal que se produce en la isquemia cerebral, en algunas
enfermedades neurodegenerativas, en la intoxicacion aguda por
amonio y en el fallo hepatico agudo.

La inhibicion, bloqueo o hipofuncionalidad del receptor NMDA
puede conducir a sintomas psicoticos y se presume que tiene una
importante participacion en el mecanismo patologico de Ila

esquizofrenia (62).

4.1.2 Receptores metabotrdopicos

La familia de mGIuR esta constituida por ocho subtipos (mGIuR
1-8) que se clasifican en tres grandes grupos atendiendo a la
homologia de su secuencia de aminoéacidos, a los mecanismos de
transduccion de seflales asociados Yy a sus propiedades
farmacologicas. Algunos subtipos de mGIuR pueden presentar mas de

una isoforma.
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La activacion de los receptores mGlu participa en la modulacién
de la excitabilidad neuronal (63), de la transmision sinaptica (64) o la

plasticidad sinaptica.

Tabla 4: Clasificacion de los receptores metabotrépicos de glutamato.

1 mGlul a,b,c,d, e Gq PLC \CCDV Quis > ABHxD-I>
Aca*? N\L-cCDV 3,5-DHPG > DHPmP
mGlus a, b YK* >1S,1R-ACPD
I mGlu2 Gi/o |, AD LY379268=LY38979
\yCCDV 5 > LY-354740> L-
mGlus M+ F2CCG-1 > S-
4MeGlu
i mGlu4 a, b Gi/o |, AD L-AP4> L-SOP L-
mGlu6 \yCCDV CCG-I > 1S,3S-
mGlul a. b ANK* ACPD > 1S, 3R-
mGlu8 a, b ACPD

Gq: tipo de proteina G activadora; Gi/o: tipo de proteina G inhibidora; PLC:
fosfolipasa C; CCDV: canales de calcio dependientes del voltaje; L-CCDV: canales
de calcio dependiente de voltaje de tipo L; AD: adenilato ciclasa; Quis: acido
quisqualico; ABHxD-1: &cido (1S,2S,4S,5S)-2-Aminobiciclo[2.1.1]hexeno-2,5-
dicarboxilico; 3-5-DHPG: 3- dihydro-fenilglicina; DHPmMP: &acido (RS)-amino(3,5-
dihydroxifenil)metilfosfinico; LY379268: &cido (—)-2-oxa-4-aminobiciclo- hexan-4,6-
dicarboxilico; LY389795: acido (-)-2-tio-4-aminobiciclo[3.1.0]-hexan-4,6-
dicarboxilico; LY354740: &cido (+)-2-aminobiciclo[3.1.0]hexan-2,6dicarboxilico; L-
F2CCG-I: 2S,1'S,2'S)-2-(2-carboxy-3,3-difluorociclopropil)glicina; S-4MeGlu: &cido
S-4 metil-glutamico; L-AP4: &cido L(+)-2-Amino-4-fosfonobutirrico; L-SOP: L-
serina-O-fosfato; L-CCG-I: 2S,1'S,2'S)-2-(Carboxiciclopropil)glicina; ACPD: acido 1-

aminociclopentan-1,3-dicarboxilico.

4.2 Alteraciones de la neurotransmision

glutamatérgica en encefalopatia hepatica

4.2.1 Via glutamato-oxido nitrico-GMP ciclico
Existen diversas alteraciones a nivel de la neurotransmision

glutamatérgica durante la encefalopatia hepatica pero nos vamos a
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centrar en las que se dan en la via glutamato—o6xido nitrico-GMPc
(Glu-NO-GMPc, Figura 5). La activacion del receptor NMDA produce
un aumento del calcio intracelular en la neurona postsinaptica. Este
aumento de calcio modula la actividad de diversas enzimas y conduce
a la activacion de diferentes vias de sefalizacion intracelular.

El calcio se une a la calmodulina formando un complejo
calcio/calmodulina que modula la actividad de una serie de proteinas,
entre ellas la oxido nitrico sintasa neuronal (NNOS) que sintetiza
oxido nitrico (NO) a partir de arginina (65, 66). Una parte del NO
sintetizado se transforma en nitratos y nitritos que son metabolitos
estables del NO.

El NO, entre otros efectos, activa la guanilato ciclasa soluble
(sGC) cuando se une a su grupo hemo. Dado que el NO es un gas,
puede difundir de la célula en la que se ha formado a células vecinas
y activar en ellas la sGC.

La sGC es un heterodimero constituido por una subunidad a y
otra B (67), ambas necesarias para la actividad del enzima (68), que
cataliza la conversion de GTP a GMP ciclico (GMPc) que actua como

segundo mensajero intracelular.

POSTSYNAPTIC

NEURON
pecccsse GLU ./\
u.oo'ooo:::"'b.‘.‘..'“
®oecce
NMDA
RECEPTOR

cGMP

sGC 9
GTP

I —
ARGININE CITRULLINE

Figura 5: Esquema de la via Glu-NO-GMPc (ver descripciéon en el texto).
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Parte de los nitritos y del GMPc formados cuando se activa la
via Glu-NO-GMPc se liberan al medio extracelular. En condiciones
adecuadas, la concentracion de GMPc extracelular es una buena
medida del grado de activacion de la via Glu-NO-GMPc en cerebro in
vivo. Asi mismo, la determinacion de nitritos en el medio extracelular
nos permite medir de forma indirecta la activacion de la NOS.

El GMPc actia como segundo mensajero modulando canales
ibnicos, fosfodiesterasas y protein-quinasas dependientes de GMPc.
Esta via Glu-NO-GMPc modula importantes procesos cerebrales como
la  comunicacion intercelular, la liberacion de algunos
neurotransmisores en algunas areas cerebrales, los ritmos
circadianos, la potenciacion a largo plazo y algunas formas de

memoria y aprendizaje.

4.2.2 Alteraciones de la via glutamato-6xido
nitrico-GMP ciclico en encefalopatia hepatica

Algunos de los procesos en los que interviene esta via estan
alterados en los pacientes con encefalopatia hepatica.

Se ha demostrado mediante estudios de microdialisis cerebral
in vivo que la funcién de la via Glu-NO-GMPc esta disminuida en
cerebelo de ratas con encefalopatia hepatica cronica debida a
anastomosis porta-cava (69). La administracion de NMDA a través de
la sonda de microdialisis activa el receptor y la via Glu-NO-GMPc y
produce un aumento del GMPc extracelular in vivo (Figura 5). El
aumento de GMPc inducido por NMDA es significativamente menor en
el cerebelo de ratas con encefalopatia hepatica que en ratas control
indicando que la funcidon de la via esta disminuida en cerebelo in vivo
en estas ratas con encefalopatia hepética (49).

La funcion de esta via también esta disminuida in vivo en
cerebelo de ratas con hiperamonemia cronica moderada sin fallo
hepatico (44), indicando que la hiperamonemia es la responsable de
la disminucion de la funcién de la via y de la menor formacion de

GMPc en encefalopatia hepatica cronica.
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La alteracion de la funcion de la via Glu-NO-GMPc y la menor
formacion de GMPc es responsable de algunas de las alteraciones
cognitivas en modelos animales y podria serlo en pacientes con
encefalopatia hepéatica. Los tratamientos farmacolégicos que
aumentan el GMPc en el cerebro restauran la capacidad de
aprendizaje de ratas con encefalopatia hepatica o con hiperamonemia
(70). Esto indica que la disminucién de la formacién de GMPc en
respuesta a la activacion de los receptores NMDA esta implicada en
las alteraciones cognitivas de la encefalopatia hepatica.

Recientemente, se ha descrito que la modulacion de la via Glu-
NO-cGMP por los receptores metabotropicos del glutamato y por los
receptores AMPA también estd alterada en la encefalopatia hepatica
(54).

Nuestro grupo esta estudiando los mecanismos por los que la
hiperamonemia y fallo hepatico alteran la funcion de dicha via.
Hermenegildo y cols. (44) administraron a través de la sonda de
microdialisis un agente generador de 6xido nitrico (SNAP) que activa
directamente la GCs. El aumento de GMPc inducido por SNAP fue
también  significativamente menor en cerebelo de ratas
hiperamonémicas que en ratas control indicando que la menor
activacion de la GCs por oxido nitrico contribuye a la menor funcién
de la via en cerebelo in vivo.

La modulacion de la GCs soluble por 6xido nitrico esta también
alterada en cerebro de pacientes fallecidos con encefalopatia hepatica
(71). La activacion de la GCs por 6xido nitrico in vitro esta disminuida
en homogenados de cerebelo de pacientes comparada con la de los
controles (71).

Estudios realizados por nuestro grupo muestran que la
activacion de la NOS esta también disminuida en cerebelo in vivo en
ratas con hiperamonemia cronica o con anastomosis porta-cava. La
administracion de NMDA a través de la sonda de microdialisis activa

la NOS neuronal (nNOS) produciendo un aumento de NO y de sus
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metabolitos estables, los nitritos. Parte de estos nitritos se liberan al
medio extracelular y se pueden recoger y medir por microdialisis. El
aumento de nitritos inducido por NMDA es significativamente menor
en las ratas hiperamonémicas y en las ratas con encefalopatia
hepatica debida a anastomosis porta-cava que en las ratas control
(72). Esto indica que la activacion de la nNOS inducida por la
activacion del receptor NMDA esta disminuida en cerebelo in vivo en
hiperamonemia y encefalopatia hepatica crénicas resultando en una
menor funcion de la via Glu-NO-GMPc.

Tratamientos que restauran la funcion de la via Glu-NO-cGMP
recuperan la capacidad de aprendizaje (ver pagina siguiente). Debido
a todo ello podemos concluir que la disminucién en la funcién de la
via Glu-NO-GMPc es responsable del deterioro de algunos tipos de
aprendizaje en hiperamonemia cronica y encefalopatia hepética. Asi
pues, podemos concluir que:

e la via Glu-NO-GMPc modula algunas formas de
aprendizaje, incluyendo una tarea de discriminacion
condicionada en un laberinto Y.

e la funcién de la via Glu-NO-GMPc esta disminuida in vivo
en el cerebelo de modelos animales de hiperamonemia o
encefalopatia hepatica.

e el deterioro de la funcion de la via Glu-NO-GMPc y la
disminucion de la concentracion de GMPc extracelular en
cerebelo es responsable del deterioro de algunos tipos de
aprendizaje en hiperamonemia y encefalopatia hepatica.

e la modulacién farmacolégica de los niveles de GMPc
puede restaurar la capacidad de aprendizaje en
hiperamonemia y encefalopatia hepéatica.

En nuestro grupo hemos ensayado varios procedimientos para
restaurar la funciéon de la via Glu-NO-GMPc y/o los niveles de GMPc

extracelular en el cerebelo y evaluado si al restablecerlos se recupera
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también

la capacidad de aprendizaje. Los resultados obtenidos

mostraron que:

la inhibicion de la degradacion de GMPc mediante la
administracion de inhibidores de la fosfodiesterasa-5
(zaprinast o sildenafilo) restablece la funcién de la via, el
nivel extracelular GMPc y la capacidad de aprendizaje en
ratas con encefalopatia hepatica debida a anastomosis
portocava y en ratas con hiperamonemia cronica (29,
70).

la administracion directa intracerebral de GMPc restaura
la capacidad de aprendizaje en ratas hiperamonémica
(29).

la neuroinflamacién contribuye al deterioro de la funcion
de la via Glu-NO-GMPc. La administracion de wun
antiinflamatorio (ibuprofeno) restablece la funcion de la
via y la capacidad de aprendizaje de las ratas con
encefalopatia hepatica debido a derivacion portocava
(73), con ligadura biliar o con hiperamonemia crénica
(25).

un aumento del tono GABAérgico en el cerebelo también
contribuye al deterioro de la funcién de la via. La
administracion cronica de un antagonista de los
receptores GABA, (bicuculina) restaura la funcion de la
via y la capacidad de aprendizaje en ratas con

hiperamonemia croénica (74).

5. NEUROTRANSMISION GABAERGICA. PAPEL EN LAS

ALTERACIONES ASOCIADAS A LA ENCEFALOPATIA

HEPATICA

GABA es la abreviatura de acido y-aminobutirico. Es un

aminoacido no esencial que actiua como el principal neurotransmisor
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inhibidor del cerebro estando presente en alrededor del 30% de las
células. La sintesis de GABA ocurre en las neuronas. El GABA es
formado por decarboxilacion irreversible de L-glutamato, catalizada
por la glutamato decarboxilasa (GAD), enzima que determina la
velocidad de sintesis del GABA. Existen dos isoformas de esta enzima
(GAD65 y GAD67), que son codificadas por dos genes diferentes:
ambas son expresadas en las neuronas GABAérgicas (75).

El GABA es almacenado en vesiculas y liberado a la hendidura
sinaptica mediante exocitosis. Tras su liberacion, es retomado por la
terminal presinaptica mediante un transportador e incorporado de
nuevo en vesiculas para su uso posterior (76) . Otra parte del GABA
es captado por los astrocitos para convertirlo en glutamato por la
GABA-transaminasa. El glutamato es convertido en glutamina
mediante la glutamina sintetasa. La glutamina generada es liberada
al medio extracelular y captada por la neurona donde es hidrolizada
por la glutaminasa para producir glutamato que puede ser liberado o
decarboxilado para formar GABA y cerrar el ciclo GABA-glutamato-

glutamina (Figura 3).

5.1 Receptores GABA

Existen tres tipos de receptores GABA: A, B y C. Los receptores
GABAg median los potenciales postsinapticos inhibitorios lentos. Estan
acoplados a proteinas G que median la mayoria de sus acciones
fisiolégicas por la modulacion de la adenilato ciclasa o de canales de
calcio y potasio.

Los receptores GABAx Yy GABAc son ionotropicos y forman un
canal i6nico selectivo de cloro. Los receptores GABA: median
respuestas lentas y sostenidas. Farmacoldégicamente, los receptores
GABA: son insensibles a la bicuculina y al baclofeno, y no son
modulados por muchos moduladores del receptor de GABA, (como las
benzodiazepinas y barbitdricos). La composicion de subunidades

exacta de estos receptores estad todavia por determinar, aunque se
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sabe que abundan las subunidades p. Su expresiéon en cerebro es
muy amplia, con distribuciones prominentes en las neuronas de la
retina, lo que sugiere que estos receptores juegan un papel
importante en el procesamiento de la sefial retiniana (77).

La mayoria de los efectos inhibitorios rapidos del GABA son
mediados por el receptor GABAA, una proteina transmembrana
multimérica que consta de cinco subunidades dispuestas alrededor de
un poro central. Cada subunidad esta compuesta por cuatro dominios
transmembrana que mantienen los extremos N- y C- terminal
localizados extracelularmente (78).

El receptor se expresa en la membrana de las neuronas,
generalmente a nivel postsinaptico, sin embargo, algunas isoformas
se pueden encontrar extrasinapticamente (79).

Cuando el GABA se une al receptor, induce cambios en su
conformacion que permiten en paso de aniones cloruro los cuales
hiperpolarizan la membrana de la neurona postsinaptica. Esto hace
mas dificil para los neurotransmisores excitadores despolarizar la
neurona y generar un nuevo potencial de accion. El efecto neto es

tipicamente inhibitorio, reduciendo la actividad de la neurona.

5.1.1 Subunidades del receptor GABAa
Existen diversas isoformas de las subunidades del receptor de
GABAAx que determinan la afinidad del agonista por el receptor, la
probabilidad de apertura, la conductancia, y otras propiedades (80).
En los seres humanos podemos diferenciar:
e seis tipos de subunidades a (GABRA1, GABRA2, GABRAS,
GABRA4, GABRAS5, GABRAG6)
e tres tipos de subunidades B (GABRB1, GABRB2, GABRB3)
e tres tipos de subunidades y (GABRG1, GABRG2, GABRG3)
e una subunidad & (GABRD)
e una subunidad € (GABRE)
e una subunidad n (GABRP)
e una subunidad 8 (GABRQ)
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Figura 6: Esquema de un receptor GABAA con algunos de sus sitios

de unidn a diversos ligandos endégenos y externos.

El receptor GABAA es un pentamero que puede formarse por
diferentes combinaciones de subunidades. El requisito minimo para
producir un canal ibnico GABAA es la inclusion de subunidades tanto a
como B (81). El tipo mas comun en cerebro es un pentamero
compuesto por dos a, dos B, y una y (a2B2y) (81).

Al receptor se unen dos moléculas de GABA, en la interfaz entre

una subunidad a y una subunidad B (82).

5.2 Neurotransmision GABAérgica en cerebelo

El cerebelo se situa en la fosa craneal posterior, dorsal al tronco
del encéfalo e inferior al I6bulo occipital. Presenta una porcion central
llamada vérmis desde donde se extienden hacia ambos lados los
hemisferios cerebelosos. El cerebelo contiene cerca del 50% de todas
las neuronas del encéfalo, pero solo representa el 10% de su
volumen. El cerebelo recibe cerca de 200 millones de fibras aferentes.

Se trata de una estructura del sistema nervioso presente
unicamente en vertebrados que participa en el equilibrio, la

orientacion, la coordinaciéon motora, la memoria y el aprendizaje.
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Figura 7: Esquema de la neurotransmision en el cerebelo y los tipos
de neurotransmisor empleados. Existe una gran inervacion GABAérgica sobre
las células de Purkinje originada desde las células de la canasta, las estrelladas y
las de Golgi (83). Estos tres grupos de interneuronas reciben, a su vez, estimulos
inhibitorios GABAérgicos por parte de las células de Purkinje, constituyendo un
sistema de feed-back (84). Ademas de los inputs GABAEérgicos, las células de
Purkinje reciben también inervaciéon glutamatérgica de las fibras paralelas,
originada en las células granulares. Las células granulares reciben un Gnico input
GABAérgico a través de las interneuronas de Golgi, mientras que el glutamatérgico

deriva de las fibras musgosas.
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El cerebelo puede dividirse en sustancia gris y sustancia blanca.
La sustancia blanca estd compuesta por fibras nerviosas mielinizadas,
mientras que la sustancia gris esta compuesta por somas neuronales
y dendritas carentes de mielina junto con células gliales, y se la
relaciona mas con el procesamiento de la informacién.

En el cerebelo la sustancia gris se dispone en la superficie,
donde forma la corteza cerebelosa, mientras que la sustancia blanca
se localiza en la parte interna, envolviendo por completo a los nucleos
cerebelares profundos.

Tabla 5: Resumen de los neurotransmisores que reciben y liberan los

diferentes tipos celulares del cerebelo.

GABA Glutamato GABA Glutamato
Célula canasta X X
Célula estrellada X X
Célula de Purkinje X X
Célula granular X
Nucleos cerebelares X X

La corteza cerebelar esta formada por tres capas: capa
granular, capa media o de las células de Purkinje y capa molecular o
plexiforme (Figura 7). La capa granular es la capa mas profunda de la
corteza cerebelar y limita en su zona interna con la sustancia blanca.
Debe su nombre a que en ella predominan un tipo de pequefias
neuronas intrinsecas denominadas células granulares del cerebelo,
cuyo principal neurotransmisor que liberan es el glutamato. En esta
capa también podemos encontrar un tipo de interneuronas,
denominadas neuronas de Golgi, que liberan GABA como
neurotransmisor mayoritario (Tabla 5). La capa de las células de
Purkinje, que libera GABA como principal neurotransmisor, esta
constituida por los somas de dichas células que se disponen formando
una lamina monocelular. Por dltimo la capa molecular que es donde

tienen lugar la mayoria de las sinapsis. Recibe su nombre porque
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contiene principalmente prolongaciones celulares y pocos somas
neuronales principalmente de células estrelladas y de canasta,
interneuronas que también liberan GABA como principal
neurotransmisor.

La sustancia blanca del cerebelo esta constituida por axones
junto con astrocitos fibrosos y abundantes oligodendrocitos
productores de la envoltura mielinica. En el interior de la sustancia
blanca podemos encontrar cuatro pares de nucleos de sustancia gris
denominados nucleos cerebelares profundos: el nucleo del fastigio, el
globoso, el emboliforme y el dentado. EI emboliforme y el globoso
estdn muy relacionados funcionalmente y en conjunto forman el

nucleo interpuesto (Figura 8).

]

1S

nhere

Figura 8: Esquema anatdmico de los nudcleos cerebelares profundos.

Los axones de la sustancia blanca son tanto fibras eferentes y
aferentes como fibras intrinsecas que conectan diferentes areas
corticales entre si (Figura 9). Las fibras aferentes de la corteza
corresponden a axones de las células de Purkinje mientras que las de
los nucleos profundos corresponden a axones de las neuronas de
proyeccion de dichos ndcleos. Las aferencias corresponden a fibras
musgosas, trepadoras y las que provienen de los sistemas

noradrenérgico y serotoninérgico. Las fibras musgosas son gruesas
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fiboras mielinicas que proceden de numerosas areas del sistema
nervioso como son el ganglio y nucleos vestibulares, la médula
espinal, la formaciéon reticular y los ndcleos del puente (Figura 9).
Entran principalmente por los pedunculos cerebelosos medio y
superior desde donde parten hacia los nucleos cerebelosos profundos,
distribuyéndose a continuacion por toda la corteza cerebelosa. Las
fibras musgosas al llegar a la capa granular se dividen en varias
ramas denominadas rosetas que hacen sinapsis con las células
granulares y los axones de las células de Golgi, formando los
denominados glomérulos cerebelosos. Ademas hacen sinapsis con el

soma de las células de Golgi.

to thalamus and red nucleus

corticopontine—c§> l

fibers

superior cerebellar
peduncle

cerebellum

pons

pontine —_

. dentate
mossy fibers o X

inferior cerebellar
Pcdunﬂc'

climbing fibers J>— proprioceptive
from inferior olive information from
spinocerebellar tract
(mossy fibers)

Figura 9: Esquema de las principales aferencias y eferencias del cerebelo.

Las fibras trepadoras son los axones de las neuronas de
proyeccion del nucleo de la oliva inferior desde donde penetran en el
cerebelo por el pedunculo inferior (Figura 9). Una unica neurona del
nucleo olivar inferior da origen a unas diez fibras trepadoras. Al llegar
al cerebelo, estas fibras se dividen hacia los nucleos profundos y

luego se distribuyen por toda la corteza cerebelosa donde pierden la
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mielina, atraviesan la capa granular y alcanzan la capa de células de
Purkinje liberando glutamato. Cada fibra se ramifica abarcando de
cinco a diez células de Purkinje.

El principal output de la corteza cerebelar es proporcionado por
las células de Purkinje que reciben la informacion a través de las
fibras trepadoras que parten de la oliva inferior, y de las fibras
paralelas que surgen de las células granulares (Figura 7). Estas
células granulares, a su vez, reciben entradas de las fibras musgosas
que provienen de muchas partes del tronco cerebral y la médula
espinal. Cada célula de Purkinje recibe la entrada de una sola fibra
trepadora y de varias fibras paralelas. La activacion de la fibra
trepadora va a producir una disminucidbn en la expresion de
receptores GABAA por parte de las células de Purkinje. Hay también
interneuronas inhibidoras (células estrelladas y de la canasta) que
influyen en los “outputs” de las células de Purkinje. Por ejemplo,
Galante y cols. (85) demostraron que la activacion del tipo | de
receptores metabotropicos de glutamato (ver punto 4.1.1) produce
una disminucion de la transmision GABAérgica en las sinapsis entre
las interneuronas y las células de Purkinje, indicando un mecanismo
por el cual las sinapsis glutamatérgicas inhiben Ilas entradas

GABAérgicas a las células de Purkinje.

5.2.1 Distribucidon de subunidades del receptor
GABAA en cerebelo

Aungue la neurotransmision GABAérgica esta presente en todo
el cerebro, destaca su importancia en el cerebelo. La composicion de
subunidades de los receptores GABAA en el cerebelo difiere en funciéon
del tipo celular.

La Tabla 6 (86) muestra la distribucion de las diversas
subunidades del receptor GABAA, tanto sinapticas como

extrasinapticas, en el cerebelo de rata.
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Tabla 6: Distribucidon de subunidades del receptor GABA, detectadas por

inmunohistoquimica en cerebelo de rata.

Capa Capa Capa Nucleos cerebelares
molecular media granular profundos

a; X X X
a, X X X
as X

a, X X
as X X X X
(¢ I X

o X X
B X X X X
B> X X X
Bs X

Y1 X X X
Y2 X X X
Y2 X X X

Existen diferencias en la expresion de subunidades del receptor
GABAa en funcion del tipo celular. La combinacion de subunidades
a1B2Bs3y2 es muy abundante en la capa molecular, predominando en
las dendritas de las células de Purkinje y, algo menos, en las células
estrelladas y de la canasta (87). Por otro lado, en las células
granulares (Figura 10) abundan las subunidades a; as, B2 B3 Y2V 9O,
(84) lo que sugiere que en este tipo de células hay, al menos, dos
combinaciones de subunidades diferentes (ver mas adelante la
incompatibilidad entre subunidades y, y 0). La presencia en este tipo
celular de la subunidad ag confiere caracteristicas farmacoldgicas
particulares, como por ejemplo, una baja sensibilidad a las

benzodiacepinas (84).

oy -0e-Bo-Pa-va-0 oo Ba/Bay:
alB2/Bav- oy o B/ Baya6
abB2/Bay: o:B./B:6

Figura 10: Posibles combinaciones de las subunidades del receptor GABAA
encontradas en células granulares de roedores, ordenadas de mayor a

menor frecuencia (Wisden W, 1996).

En las neuronas presentes en los nucleos cerebelares

profundos, abundan las subunidades a;, B2 y Y2 (Figura 11)
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expresandose también, pero en menor cantidad, la subunidad as
(88).

Basket cell Parallel Fibre

(stellate cell)

Golgi cell
Bergmann a2?
Glial cell wl?

vi?

Purkinje cell
ol Granule cell
p2p3 alab(ad)
2L > 28 p2p3(p1)
12Sv2L(v3)
&

l I IMossy Fibre
Climbing Fibre

Figura 11: Resumen de las subunidades del receptor GABAa
expresadas en cada tipo celular del cerebelo (84). Las células que liberan
GABA estan representadas con GAD (glutamato descarboxilasa) en su interior. Las
terminales excitadoras estan representados por circulos marcados +, mientras que
las terminales inhibitorias son triangulos blancos marcados -. Las subunidades

entre paréntesis estan expresadas mucho mas débilmente.

5.3 Alteraciones de la neurotransmision

GABAEérgica en encefalopatia hepatica.

En 1982 Schafer y Jones (89) propusieron que la encefalopatia
hepatica es consecuencia de un aumento del tono GABAérgico en
cerebro. En un modelo de fallo hepatico agudo por inyeccion de
galactosamina en conejos encontraron potenciales evocados visuales
similares a los inducidos por barbitdricos y benzodiacepinas,

sugiriendo que la actividad neuronal en coma hepatico es similar a la
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inducida por activacion de receptores GABA. Propusieron la hipotesis
de que un aumento del tono GABAérgico seria la causa de la
encefalopatia hepatica. Sin embargo, otros autores creen que estos
cambios no pueden ser atribuidos a la alteracion de la
neurotransmision GABAérgica (90). Por otra parte, estos estudios
fueron realizados en un modelo de encefalopatia hepatica aguda vy,
por tanto, no proporcionan informacién sobre las posibles
alteraciones en el tono GABAérgico en encefalopatia hepatica cronica.

Jones y colaboradores fueron proponiendo diferentes
mecanismos para explicar este posible aumento del tono GABAérgico
en encefalopatia hepatica:

e un aumento de la concentracion de GABA en cerebro.

e un aumento de la cantidad de receptores GABAa.

e una mayor concentracion de compuestos enddgenos
similares a las benzodiacepinas que causen un aumento
de la activacion de receptores GABAAa.

El GABA extracelular no se altera en la mayoria de las regiones
cerebrales en encefalopatia hepatica. Existe mucha variabilidad en los
resultados de los estudios sobre la cantidad de receptores de GABA
(91, 92) y sobre el papel de compuestos endégenos moduladores de
receptores GABA, similares a las benzodiacepinas en la encefalopatia
hepatica (91, 93).

Algunos datos sugerian que podria haber alteraciones en el tono
GABAérgico en encefalopatia hepatica. EI amonio puede potenciar
directamente la activacién de los receptores GABA, por sus ligandos.
En neuronas corticales, el amonio potencia las corrientes de cloruro
inducidas por la activacion de receptores GABA. (94). Bajas
concentraciones de amonio pueden aumentar la union de los
agonistas de los receptores GABA en cerebro de ratas (95). La
hiperamonemia podria por tanto contribuir a un posible aumento del

tono GABAérgico en la encefalopatia hepatica. Un aumento del tono
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GABAEérgico significa una mayor activacién de los receptores GABA, Y
de los procesos asociados.

También se ha postulado un aumento de la concentracion de
neuroesteroides que causaria una mayor activacion de los receptores
GABAA. Nuestro grupo demostré en 2009 (74) que la hiperamonemia
cronica moderada aumenta el tono GABAérgico en cerebelo in vivo y
lo disminuye en la corteza cerebelar. A este aumento del tono
GABAérgico en cerebelo podrian contribuir un aumento de la
concentracion de GABA extracelular y de las concentraciones de
THDOC (tetrahidrodeoxicorticosterona), pregnenolona y pregnanolona

en cerebelo de ratas hiperamonémicas.

5.3.1 Modulacién de la via glutamato-6xido nitrico-
GMP ciclico por el receptor GABAA

Un proceso modulado por los receptores GABA es la funcion de
la via Glu-NO-GMPc. La activacion de los receptores GABAa reduce la
funcion de esta via en cerebelo (96) y en la corteza cerebral (97).
Asi pues, un aumento del tono GABAérgico daria lugar a reduccion de
la funcion de esta via.

La funcion de esta via y de los niveles de GMPc extracelular
estan reducidos en el cerebelo de ratas hiperamonémicas (44), lo que
podria deberse a un aumento en el tono GABAérgico. Si esto es asi, el
bloqueo de los receptores GABAA deberia eliminar los efectos del
aumento del tono GABAérgico y, por tanto, aumentar de la funcion de
la via y del GMPc extracelular.

Nuestro grupo demostré que el tono GABAérgico in vivo esta
aumentado en cerebelo y disminuido en corteza de ratas con
hiperamonemia crénica (74). La administracion de bicuculina por la
sonda de microdialisis reduce el tono GABAérgico en cerebelo,
restaura la funcion de la via glu-NO-cGMP y normaliza los niveles
extracelulares de GMPc. La administracidon cronica intraperitoneal de
bicuculina también restaura la funcion de la via y la capacidad de

aprendizaje en ratas hiperamonémica, apoyando la idea de que el

38



. Introduccion

aumento del tono GABAérgico en el cerebelo contribuye al deterioro
de la via Glu-NO-cGMP y de la funcion cognitiva en hiperamonemia y

encefalopatia hepatica (74).

5.4 Tono GABAEérgico y coordinacion motora

La funcibn de la neurotransmision GABAérgica en el
comportamiento y funciones neurolégicas en general y en el
aprendizaje en particular, aun esta lejos de ser bien conocida. Parece
claro que existe una relacion entre los niveles de GABA y el tono
GABAérgico en cerebelo y la coordinacion motora, aunque los
mecanismos implicados no se conocen en detalle.

Grimm y cols. (98) aumentaron la concentracion de GABA en
cerebro mediante la inyeccion de dos farmacos (acido amino-
oxiacético y di-n-propilacetato) que previenen su degradacion.
Observaron que el aumento de los niveles de GABA se asociaba con
un deterioro en la ejecucion de tareas aprendidas que implicaban
coordinacion motora, especialmente en aquéllas donde el equilibrio y
la coordinacion de las extremidades traseras eran necesarios.

Por otro lado, Saed y cols. (99) demostraron que los receptores
GABA, juegan un papel esencial en la ataxia cerebelar inducida por
etanol. Observaron también que la administracion de muscimol
(agonista GABA,) produce un aumento dosis-dependiente de la ataxia
que puede evitarse por la administracion previa de bicuculina
(antagonista GABA,).

Hanchar HJ y cols. (100) comprobaron que el deterioro en la
coordinacion motora tras la ingesta de alcohol se debe al aumento de
la inhibicion ténica por un subtipo de receptor GABAa extrasinaptico
(a6B30) expresado unicamente en las células granulares del cerebelo.

En nuestro grupo también se ha demostrado una correlacion
entre los niveles de GABA extracelular y la coordinacion motora. Se
expusieron ratas gestantes a diferentes contaminantes v,

posteriormente, se evalud la coordinaciobn motora de las crias. El
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grupo que recibié PCB52 manifesté una mayor incoordinacién motora
que el resto de grupos. Se comprobd que este grupo tenia una mayor
concentracion de GABA extracelular en cerebelo y que existe una
correlacion inversamente proporcional entre los niveles extracelulares
de GABA y la coordinaciéon motora en estas ratas (101).

Los resultados de estos estudios indican que un aumento del

tono GABAérgico en cerebelo reduce la coordinacion motora.

6. RECEPTORES SIGMA

Los receptores sigma se descubrieron por Martin y cols. en
1976 (102) y se clasificaron inicialmente como un subtipo de
receptores opioides. Mas tarde, la disponibilidad de ligandos nuevos
y mas selectivos, permiti6é comprobar que los receptores sigma son
una familia de receptores independientes con una especificidad
bastante baja, de modo que farmacos de diversas familias quimicas
pueden unirse a ellos (103). Estos receptores presentan amplia
distribuciobn anatémica y variedad de efectos conductuales vy
fisiolégicos vinculados a su activacion o alteracion (104).

La funcion de los receptores sigma es poco conocida (104). El
papel exacto de los receptores sigma es dificil de establecer ya que
muchos agonistas sigma también se unen a otras dianas tales como
el receptor k-opioide o el receptor NMDA.

Los efectos fisioldgicos de la activacion de los receptores sigma
incluyen hipertonia, taquicardia, taquipnea, efectos antitusivos, y
midriasis (103). Los agonistas selectivos del receptor sigma producen
efectos antidepresivos en raton (105) y pueden inducir efectos
alucinégenos (106).

Existen dos tipos de receptores sigma: 0; y 02, aunque del
subtipo 02 no existe mucha informacion. Los 0; abundan en el
sistema nervioso central, el higado, el rifidbn, el corazén, el tracto

digestivo, la médula adrenal y el bazo (107).
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La funcibn mas destacada de los receptores sigma es la
modulacion de canales idnicos tales como canales de calcio, potasio,
sodio, cloro,... asi como del receptor NMDA y de receptores de inositol
trifosfato (108). El resultado de la activacion del receptor sigma es
inhibir a la mayoria de canales regulados por voltaje y potenciar
aquéllos dependientes de ligando (108).

Los ligandos sigma-1 regulan la activacién del receptor NMDA
(109) y pueden interactuar también con receptores metabotropicos
de glutamato (110). No obstante, no esta claro si la regulacion
ejercida por los ligandos sigma se debe a su interaccion directa con
los receptores sigma-1 o a una modulacion por interaccion directa

con los receptores NMDA (111).

/. NEUROESTEROIDES

Los esteroides sintetizados en el cerebro y sistema nervioso,
reciben el nombre de neuroesteroides y ejercen una amplia variedad
de funciones. Ademas de los neuroesteroides, en el SNC también
existen esteroides que no se sintetizan en el SNC, sino que provienen
de tejidos periféricos como las glandulas adrenales, los testiculos o la
placenta. Este tipo de esteroides, sintetizados en tejidos periféricos
pero con funcion reguladora en el SNC, reciben el nombre de
esteroides neuroactivos. En general, tanto los neuroesteroides como
los esteroides neuroactivos, no median sus acciones a través de los
clasicos receptores nucleares de hormonas esteroides, sino a través
de receptores ionotropicos.

El concepto de que los esteroides podrian ser sintetizados de
novo en el cerebro deriva de observaciones realizadas en la década
de 1980 por Baulieu y cols. (112). Encontraron que algunos
esteroides como la pregnenolona, la dehidroepiandrosterona (DHEA)
y sus ésteres de sulfato (sulfato de pregnenolona y DHEAS

respectivamente) se encuentran en concentraciones mas altas en el
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sistema nervioso (cerebro y nervios periféricos) que en el plasma.
Esta concentracion de esteroides se mantuvo en el sistema nervioso
mucho después gonadectomia o adrenalectomia (113, 114). Estos
resultados sugirieron que los esteroides o bien podian ser sintetizados
de novo en el SNC, o bien se podian acumular alli.

Para comprobar si los esteroides se sintetizaban en realidad en
el cerebro o si s6lo se acumulaban especificamente en sistema
nervioso, se investigd si las enzimas involucradas en la
esteroidogénesis se encontraban en el SNC. Los resultados
establecieron de manera inequivoca que dichas enzimas se
encuentran en el tejido nervioso, donde ademas se encontraron

enzimas adicionales para esta funcion.

7.1 Sintesis de neuroesteroides

Los neuroesteroides se sintetizan a partir del colesterol por una
serie de enzimas que actuan acopladamente para sintetizar uno o
varios neuroesteroides. La sintesis de neuroesteroides en cada tejido
depende del nivel de expresion y actividad de estas enzimas y/o de la
competencia entre ellas por los sustratos (115).

En las glandulas suprarrenales y las gbénadas, la sintesis de
andrdégenos, estrégenos, glucocorticoides y mineralocorticoides sigue
el esquema presentado en la Figura 12. En las glandulas
suprarrenales, la expresion de la enzima denominada P450c11f
permite la sintesis de glucocorticoides, mientras que la expresion de
P450c11AS permite la sintesis de mineralocorticoides.

Por otra parte, en el ser humano se expresa en la glandula
suprarrenal la P450cl7 que es wuna enzima clave en la
esteroidogénesis ya que su expresion y actividad enzimética dicta que
tipo de esteroides se sintetizan: la falta de su expresion en la zona
glomerular permite la conversion de progesterona a 11-
desoxicorticosterona, que junto a la expresion de P450cl1AS,

conduce finalmente a la sintesis de mineralocorticoides. La expresion
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de P450cl17 con actividad 17a-hidroxilasa permite la hidroxilacién de
17a pregnenolona, que junto a la accion de la P450c21 y la
P450c11f, conduce a la sintesis de glucocorticoides (cortisol) en la
zona fasciculada. La expresion de la P450cl7 con actividad 17a-
hidroxilasa y 17,20-liasa permite la conversion de los esteroides C21
a C19 y, por tanto, la sintesis de los andrégenos (Figura 12).

En el cerebro, este proceso es mas complejo. No sdélo porque
las enzimas esteroidogénicas se expresan en distintos tipos celulares
(neuronas, glia), sino que ademas su distribucion en el cerebro es
heterogénea. Por ejemplo, algunas enzimas pueden ser activas solo
en los cuerpos celulares, mientras que otras son activas en las fibras
que se extienden desde los cuerpos celulares (115).

El primer paso en la sintesis de neuroesteroides (Figura 12), es
la conversidon del colesterol a pregnenolona. La etapa limitante en la
esteroidogénesis es el transporte del colesterol a la membrana
mitocondrial interna donde se encuentra el primer enzima
esteroidogénico, el citocromo P450 “side chine cleavage” (P450scc),
que transforma el colesterol en pregnenolona. Hay dos proteinas que
median la traslocacion del colesterol citoplasmatico a la membrana
mitocondrial interna:

e la proteina de la regulacidon aguda de la esteroidogénesis
(StAR)

e el receptor mitocondrial de benzodiacepinas, antiguo
PTBR, actualmente denominado proteina traslocadora o
TSPO).

El TSPO forma un poro a través del cual transita el colesterol.
Los moduladores de este transportador pueden modificar Ila
neuroesteroidogénesis favoreciendo o bloqueando la apertura de este
canal (116). Por ejemplo, el ligando endégeno de este receptor DBI y
ligandos exdgenos como 4’-clorodiacepam o FGIN-1-27, estimulan la

sintesis mitocondrial de pregnenolona (117).
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La proteina StAR parece interactuar con el receptor TSPO para
facilitar el transporte de colesterol a través de la membrana
mitocondrial. Se ha propuesto que esta proteina capta el colesterol de
la membrana mitocondrial externa y lo transfiere al TSPO, que
formaria el canal de colesterol y lo dirigiria a la membrana
mitocondrial interna para que pudiera ser utilizado por la P450scc.
Este es el paso mas limitante y esta altamente controlado.

La P450scc se encarga de la escision de la cadena lateral del
colesterol en tres reacciones quimicas sucesivas: 20a-hidroxilacion,
22-hidroxilacion y escision del enlace C20-C22, que conducen
finalmente a la pregnenolona (Figura 12).

Una vez que se sintetiza pregnenolona, ésta puede ser
convertida por distintas enzimas en diferentes tipos de
neuroesteroides. La pregnenolona puede ser hidroxilada en C17 por
la P450c17 dando 17-hidroxipregnenolona la cual dara lugar al DHEA
por la accion de la P450cl7, o bien puede ser convertida a
progesterona por 3HSD (Figura 12).

La progesterona es sustrato de la 5a-reductasa que produce
derivados reducidos que seran a su vez sustratos de la 3a -
hidroxiesteroidedeshidrogenasa (3a-HSD). Los roedores tienen una
sola 3a-HSD que puede mediar en todas estas reacciones, mientras
que los seres humanos tenemos varias isoformas que manifiestan
especificidad por el sustrato (118). Por lo tanto, la expresion de una u
otra de estas enzimas y sus actividades, determinaran que esteroides
neuroactivos/neuroesteroides se sintetizan en un tejido o area
cerebral determinados.

La mayoria de las enzimas neuroesteroidogénicas se han
encontrado en corteza, hipocampo, bulbo olfatorio, ganglios basales,
hipotalamo, talamo y cerebelo. También se expresan algunas de las
enzimas, aunque a menor concentracion, en el téctum, bulbo
raquideo, pituitaria y médula espinal, asi como en diversas regiones

del sistema nervioso periférico (119). Algunas de las enzimas
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implicadas en la neuroesteroidogénesis se expresan en astrocitos y
oligodendrocitos, otras en las neuronas y otras en ambas (120).

Estos enzimas son capaces de sintetizar esteroides de novo a
partir del colesterol y también de metabolizar esteroides periféricos
que alcanzan el sistema nervioso a través del torrente sanguineo. Las
principales células esteroidogénicas en el sistema nervioso son las
neuronas y las células gliales: las células de Schwann (sistema
nervioso periférico) y los oligodendrocitos y astrocitos (SNC) (120).
Se ha demostrado que las células de Purkinje son una de las mayores

productoras de esteroides de novo en el cerebro (121).

7.2 Funcion fisioldgica de los neuroesteroides

Los niveles de neuroesteroides en el cerebro humano varian con
la edad. En el cerebelo humano el neuroesteroide mayoritario es la
pregnenolona (125 = 20 nmol/kg), que es el precursor de todos al
derivar directamente del colesterol. Le siguen el DHEAS (69 + 6
nmol/kg), el DHEA (30 = 10 nmol/kg), la progesterona (25 + 7
nmol/kg), el sulfato de pregnenolona (8 = 1 nmol/kg), y la
alopregnanolona (1,4 = 0,8 nmol/kg). Aunque la concentracion de
neuroesteroides varia en funciéon del area cerebral, en general se
mantiene el orden de abundancia de los mismos descrito para
cerebelo (122).

Una de las primeras observaciones de la accion neuronal de los
neuroesteroides fue la descripcion de las notables propiedades
anestésicas de la progesterona (123). Los mecanismos por los que la
progesterona y sus derivados actuan en el SNC incluyen tanto las
acciones gendmicas mediadas por los receptores nucleares de los
esteroides, como acciones no gendémicas, mediadas por receptores de
neurotransmisores como por ejemplo el GABA (124).

Los receptores intracelulares de hormonas esteroideas tienen
una localizacion intranuclear, ya que son proteinas que pueden unirse

al ADN. Los esteroides libres son internalizados al citoplasma donde
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interaccionan con su correspondiente receptor. Este complejo
receptor/esteroide se trasloca al nucleo donde actia como un factor
de transcripcion activando o reprimiendo la transcripcion de
determinados genes mediante su union al ADN.

Ademas de este mecanismo conocido desde hace mucho
tiempo, se sabe gque los neuroesteroides pueden unirse a receptores
de membrana como el NMDA o el GABAA. No hay ninguna evidencia
de que el DHEA o el DHEAS se unan a receptores de esteroides
nucleares pero si se ha demostrado que modulan la actividad de los

receptores GABA, NMDA, y sigma (95) (96).

7.2.1 Modulacion del receptor NMDA por
neuroesteroides

Algunos neuroesteroides como el sulfato de pregnenolona, el
DHEA y el DHEAS modulan la actividad del receptor NMDA (124). La
alopregnanolona sulfato, pero no la alopregnanolona, actia como un
modulador negativo del receptor NMDA (125), mientras que el DHEA,
la pregnenolona, y sus ésteres de sulfato se consideran moduladores
alostéricos positivos.

Esta modulacion del receptor NMDA se produce modulando la
frecuencia o la duracion de apertura del canal de calcio (126).

A diferencia de las interacciones con los receptores GABAa (ver
punto siguiente), la interaccion directa de los neuroesteroides con el

receptor NMDA no esta bien documentada.

7.2.2 Modulacion del receptor GABAA por
neuroesteroides

La alopregnanolona (5a, 3a-tetrahydroprogesterone) es un
potente modulador de los receptores GABA (127). Los derivados 5a
de la progesterona, como alopregnanolona, DHEA y pregnenolona, se
unen a los receptores GABAA en un sitio diferente al de unidén de las

benzodiacepinas y los barbitdricos, y son moduladores alostéricos del
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receptor GABAA capaces de inducir corrientes de cloruro en diferentes

modelos tanto in vitro como in vivo (124).

Tabla 7: Efectos de algunos neuroesteroides sobre diversos receptores .

Alopregnanolona GABA, Positiva DHEAS GABA, Negativa
NMDA Positiva
Pregnanolona GABA, Positiva DHEA GABA, Negativa
NMDA Positiva
Dioxicorticosterona GABA, Positiva Estradiol NMDA Negativa
Kainato Positiva
Sulfato de pregnenolona  GABA, Negativa Progesterona GABA, Positiva
NMDA Positiva Kainato Positiva
AMPA Negativa Glicina Negativa
Kainato Negativa
Glicina Negativa

Los neuroesteroides pueden actuar como moduladores positivos
0 negativos de los receptores. En la Tabla 7 (128) podemos ver
algunos ejemplos.

Por estudios in vitro con receptores recombinantes se sabe que
la presencia de subunidades a y y en los receptores GABA, afecta la
modulacion ejercida por neuroesteroides, determinando su accion
como moduladores positivos o0 negativos. Por ejemplo, la
pregnanolona aumenta la activacion de la mayoria de los receptores
GABA, pero reduce la activacion de los que contienen subunidades a4
(129).

7.3 Implicacion de los neuroesteroides en el
aprendizaje y la memoria.

Los neuroesteroides modulan procesos de aprendizaje y
memoria (130-132). La pregnenolona, el DHEA, el DHEAS vy el sulfato
de pregnenolona no solamente son capaces de suprimir los déficits de
memoria sino que también son capaces de mejorar de la ejecucidon de
la memoria en ratas jovenes sin deterioro cognitivo (133). Incluso los
glucocorticoides desempefian un importante papel en la facilitacion de
la memoria asociada a las vivencias emocionales y estresantes (130,
131, 134).
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El sulfato de pregnenolona previene los déficits de memoria
inducidos por antagonistas competitivos del receptor NMDA en el
laberinto en Y y en las tareas de evitacion activa y pasiva (135)
(136). El sulfato de pregnenolona también revierte el deterioro
inducido por la dizolcipina (MK-801), antagonista no competitivo del
receptor NMDA, en la tarea de evitacion pasiva (137).

La administracion intrahipocampal de sulfato de pregnenolona
revierte la disfuncion de la memoria en el test de Morris y en el test
del laberinto en Y en ratas viejas con deterioro cognitivo (138, 139).

De forma general, los neuroesteroides que actidan como
moduladores negativos del receptor GABA. parecen mejorar la
memoria (140), mientras que aquéllos que actian como moduladores
positivos pueden producir deterioro cognitivo (141). Por ejemplo, el
sulfato de pregnenolona inyectado en el ndcleo basal magnocelular
mejora la memorial espacial en ratas mientras que la
alopregnanolona produce un deteriora en la misma (142).

Algunos de estos efectos facilitadores o disruptores de la
memoria por parte de los neuroesteroides moduladores negativos o
positivos del receptor GABAA se deben, probablemente, a la accidn
moduladora que las neuronas GABAérgicas ejercen sobre el sistema
colinérgico (143). Experimentos de microdialisis cerebral muestran
que la inyeccion intracerebroventricular de sulfato de pregnenolona
aumenta la liberacion de acetilcolina en las principales zonas de
proyeccion del sistema colinérgico central (neocdrtex e hipocampo)
pero no en las interneuronas colinérgicas del estriado (144). El
aumento de liberacién de acetilcolina cortical inducido por la infusién
de sulfato de pregnenolona en el neocdértex se correlaciona con la
mejora en la memoria espacial (144). Este efecto se atribuye a la
disminucion por el sulfato de pregnenolona de Ila inhibicidon
GABAérgica en el neocortex. De forma opuesta, la administracion
intracerebroventricular de alopregnanolona disminuye de la liberacion

de acetilcolina en el cortex (145).
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Tabla 8: Efectos de algunos neuroesteroides sobre la memoria y el

aprendizaje de varios tests.

Referencia

Tipo de aprendizaje

Pregnenolona Evitacidn pasiva Procedimental Asociativo (136)
sulfato ﬁf (cond. clasico)
ﬁ f Evitacion activa Procedimental Asociativo (135)
Go/no go visual Procedimental Asociativo (146)
ﬁf discrimination task
ﬁ Caja de Skinner Procedimental Asociativo (135)
' Lab. acuatico de Referencia Asociativo (139)
Morris
' Holeboard Referencia Asociativo (147)
' Discriminacion Episddica No asociativo (148)
ambiente
nuevo/familiar
ﬁf Alternancia Trabajo No asociativo (149)
espontanea
ﬁ f Reconocimiento Trabajo Asociativo (150)
diferencial
DHEAS Evitacidn pasiva Procedimental Asociativo (149)
ﬁ (cond. clasico)
‘ Miedo condicionado Procedimental Asociativo (151)
(cond. clasico)
ﬁ Evitacion activa Procedimental Asociativo (152)
Lab. acuatico de Referencia Asociativo (153)
ﬁ Morris
ﬁ Alternancia Trabajo No asociativo (149)
espontanea
ﬁ f Reconocimiento Trabajo Asociativo (150)
diferencial
Pregnenolona ﬁ Evitacion activa Procedimental Asociativo (152)
ﬁ Evitacién pasiva Procedimental Asociativo (149)
ﬁ f Reconocimiento Trabajo Asociativo (150)
diferencial
Alternancia Trabajo No asociativo (149)
ﬁ espontanea
DHEA ﬁ‘ Evitacion activa Procedimental Asociativo (152)
ﬁ Evitacidn pasiva Procedimental Asociativo (154)
ﬁ' Lab. acuatico de Referencia Asociativo (149)
Morris
ﬁ f Reconocimiento Trabajo Asociativo (153)
diferencial
ﬁ Alternancia Trabajo No asociativo (155)
espontanea
Alopregnanolona ﬁ Evitacidn pasiva Procedimental Asociativo (149)
(cond. clasico)
ﬁ‘ Lab. acuatico de Referencia Asociativo (156)
Morris
‘ Discriminacion Episodica No asociativo (157)
ambiente
nuevo/familiar
Pregnanolona ﬁ‘ Reconocimiento Trabajo Asociativo (142)
diferencial
‘ Caja de Skinner Procedimental Asociativo (158)
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Adaptado de Martin y cols. (128). Las flechas oscuras se refieren a los efectos en la
ejecucién de la memoria (ffmejora en la ejecuciéon de la memoria;@disminucién en
la ejecuciéon de la memoria) mientras que las claras reflejan a si revierte la amnesia

inducida experimentalmente (" revierte la amnesia; no revierte la amnesia).

Se ha estudiado si los neuroesteroides actuan sobre la
adquisiciéon, la retencién o la recuperacion de la informacién. Parece
ser que de forma general, los neuroesteroides facilitan los procesos
de retencion (142, 152). En estudios de memoria espacial no se
observan mejoras en el proceso de adquisicion por la administracion
de 5 ng de sulfato de pregnenolona en el neocortex (142). En
general, los neuroesteroides no son eficaces cuando se administran
antes de la fase de adquisicibn, excepto en estudios sobre la
prevencion o reversion del deterioro cognitivo inducido por
determinados agentes farmacoldgicos (136).

En cambio, se ha sugerido que los neuroesteroides
moduladores positivos del receptor GABAA podrian afectar mas los
procesos de aprendizaje que los de memoria. La administracion de
alopregnanolona provoca una disminucion del aprendizaje espacial en
el test acuatico de Morris (157) y en otras tareas de reconocimiento
espacial (142) cuando se inyecta antes de la sesion de adquisicion,
mientras que inyecciones postadquisicion no inducen ningun efecto
(Tabla 8).

7.4 Posible papel de los neuroesteroides en la
modulacion de la funciéon de la via glutamato-6xido

nitrico-GMP ciclico.

Los neuroesteroides pueden de modular la via Glu-NO-GMPc a
través de la modulacion de diversos receptores como el NMDA, los
sigma o los GABA, (159, 160).

Algunos neuroesteroides (alopregnanolona, THDOC,

pregnanolona) potencian la activacion de los receptores GABAa,
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mientras que otros (DHEA, DHEA sulfato, sulfato de pregnenolona) la
reducen (161-163).

Otros neuroesteroides también pueden modular la funcién de
los receptores NMDA. Por ejemplo, el DHEA y el DHEA sulfato son
moduladores positivos de los receptores NMDA (124, 164).

Por lo tanto, es muy probable que distintos neuroesteroides
puedan modular de modo diferente la funcién de la via Glu-NO-GMPc
en cerebro a través de la modulaciéon de receptores GABAA ¥y / 0 de

receptores NMDA.

7.5 Alteraciones de las concentraciones
neuroesteroides en hiperamonemia y encefalopatia
hepatica

Tanto la pregnenolona como la alopregnanolona aumentan en
cerebro de pacientes fallecidos en coma hepatico (165) y en ratones
con fallo hepatico agudo inducido por tioacetamida o inyectados con
amonio (166).

Ademas, la adicion de amonio al medio de cultivo de astrocitos
aumenta la pregnenolona (166), sugiriendo que la hiperamonemia es
responsable del aumento de neuroesteroides en la encefalopatia
hepatica.

En pacientes fallecidos por coma hepatico asi como en modelos
animales con encefalopatia hepatica tipo A o B, aumenta el contenido
de TSPO. Ademdés, se ha comprobado por estudios de PET en
pacientes con encefalopatia hepatica minima, que el incremento de
TSPO esta correlacionado con la severidad del deterioro cognitivo
(167). Este incremento de TSPO podria conducir a una mayor sintesis
de neuroesteroides.

Es importante tener en cuenta que la hiperamonemia puede
aumentar los niveles de neuroesteroides que potencian la activacion

de receptores GABAA produciendo una inhibicion de la via Glu-NO-
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. Introduccion

GMP, pero también los de neuroesteroides que pueden aumentar la

activacion de esta via.
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I1. Objetivos

En el cerebelo de ratas hiperamonémicas existe un aumento del
tono GABAérgico que esta implicado en el deterioro de la funcion de
la via Glu-NO-GMPc y de las capacidades de aprendizaje y memoria
moduladas por esta via. Al aumento del tono GABAérgico
contribuyen:

e un aumento de la concentracion extracelular de GABA en
cerebelo.

e un aumento de la cantidad de algunas subunidades de
receptores GABAa.

e un aumento de la concentracion de neuroesteroides que
modulan la activacion de receptores GABAa.

Los neuroesteroides pueden modular diversos receptores
incluyendo el receptor GABAa, el NMDA vy los receptores sigma.

Esta tesis parte de las hipdtesis de que:

e algunos neuroesteroides modulan, a concentraciones
fisiolégicas, la funcion de la via Glu-NO-GMPc a través de
Su accion sobre receptores GABAA, NMDA o sigma.

e la hiperamonemia crénica puede alterar la modulacién por
neuroesteroides de los receptores mencionados y de la
via Glu-NO-GMPc.

e algunos neuroesteroides que modulan la via Glu-NO-GMPc
pueden tener utilidad terapéutica para restaurar la
funcion de la via y la capacidad de aprendizaje modulada
por la misma.

Teniendo en cuenta estas hipétesis, los objetivos concretos de
esta tesis son:

1. Analizar si distintos neuroesteroides regulan in vivo la
funcion de la via Glu-NO-GMPc en cerebelo de ratas control.

2. Analizar a través de qué receptores llevan a cabo la

modulacién de esta via.
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3. Evaluar si la hiperamonemia crénica altera la modulacion por
diferentes neuroesteroides de la funcion de la via Glu-NO-GMPc en
cerebelo y a través de qué receptores.

4. Evaluar si alguno de los neuroesteroides estudiados podria
normalizar la funcion de la via GIlu-NO-GMPc y tener utilidad
terapéutica para restaurar en ratas con hiperamonemia crénica la
capacidad de aprendizaje y memoria modulados por esta via.

5. Evaluar si este neuroesteroide restaura las alteraciones en la
actividad y coordinaciobn motoras en ratas con hiperamonemia

cronica.
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I11. Material y Métodos

1. ANIMALES

Se utilizaron ratas albinas macho de la cepa Wistar (Rattus
norvegicus) suministradas por Charles River. Los animales se
estabularon en jaulas en un ambiente controlado: ciclo de 12 horas
de luz (8h-20h) y 12 h de oscuridad (20h-8h), 23 + 1°C de
temperatura y una humedad del 55+5%.

Todos los procedimientos con animales fueron supervisados y
aprobados por el Comité de Etica y Bienestar Animal de nuestra
instituciéon (Centro de Investigacion Principe Felipe) siguiendo la
legislacion espafiola “Proteccion de los Animales Utilizados para
Experimentos y Otros Propodsitos Cientificos” y de acuerdo con las
normas de la Union Europea.

1.1 Modelo de hiperamonemia cronica moderada sin
fallo hepatico.

Como modelo de hiperamonemia cronica moderada sin fallo
hepético se utilizé la administracién a las ratas de una dieta rica en
amonio (30% de acetato amoénico p/p) durante cinco semanas como
describen Felipo y cols. (37) y Azorin y cols. (36). Esta dieta produce
un estado de hiperamonemia sostenida en el que los niveles de
amonio en sangre (= 430 uM) son unas tres veces mas altos que en
las ratas control ( 150 uM). En cerebro, higado y musculo los
aumentos de los niveles de amonio son del 41, 37 y 50%,
respectivamente. Los niveles de urea en sangre (16 mM) y la
eliminacion de urea (25 mmol/24 h) en orina son aproximadamente
el doble de los valores correspondientes a animales control. Las ratas
control se alimentaron con pienso comercial (Harlan 2014
Mantenimiento rata/raton).

Ambos grupos tuvieron libre acceso a agua y comida, excepto
durante los tests que precisaban de una restriccion de la ingesta

como la tarea de discriminacion condicionada en el laberinto en Y.
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2. ANALISIS DE LA FUNCION DE LA VIA GLUTAMATO-
OXIDO NITRICO-GMP ciCcLICO POR MICRODIALISIS EN

CEREBELO IN VIVO

2.1 Implantacion de la guia de microdialisis en el
cerebelo

Se anestesiaron las ratas con isoflurano (5% en oxigeno 100%
para inducir la anestesia y 2% para mantenerla). Se coloco la cabeza
del animal en un sistema de estereotaxia para implantar en el
cerebelo la guia de microdialisis (MD-2251, Omega-ring Intracerebral
Guide Cannula and Stylet, 6/pkg. BASi). Se escogiéo el cerebelo
porque se ha demostrado que existe una correlacion entre los niveles
de GMPc extracelular en cerebelo y la capacidad de aprendizaje del
laberinto en Y (29, 168). Tras la anestesia se realiz6 una incisidon
sagital y se dejo el craneo al descubierto y con la ayuda de una
espatula, suavemente, se rasp0 para quitar el tejido conectivo que
recubre el craneo. Con esto se intento facilitar la posterior adhesion
del cemento dental al craneo para la sujecibn de la guia de
microdialisis.

Se realizaron dos pequefias perforaciones para insertar dos
tornillos de sujecion al craneo. A continuacion se marcaron en la
superficie del craneo las coordenadas de introduccion de la guia en el
cerebelo: -10,2 mm posterior, 1,6 mm a la derecha y 0,8 mm bajo la
duramadre (169). Se perford el craneo, realizando un agujero de 1
mm de diametro que permitié el acceso vertical de la guia. La guia se
sujetd al craneo mediante los tornillos y cemento dental. Después se
suturo la piel y se separaron las ratas en jaulas individuales. Tras 48
horas para que las ratas se recuperen de la anestesia y la cirugia, se

realizd la microdialisis cerebral.
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2.2 Experimento de microdialisis in vivo en
cerebelo

La microdidlisis cerebral es una técnica muy empleada para el
estudio de los cambios fisioldégicos, farmacolégicos y patoldégicos de
una amplia gama de sustancias de baja masa molecular en el fluido
extracelular del cerebro (170). La microdialisis permite la
recuperacion de sustancias enddgenas, por ejemplo
neurotransmisores o GMPc, y la infusion de sustancias exdgenas,
como agonistas de diversos receptores, a través de la sonda de
microdidlisis (170). Esta técnica se puede utilizar en animales
despiertos que se mueven libremente de modo que permite estudiar
la relaciéon entre los cambios en el comportamiento (por ejemplo,
actividad motora) y los niveles de neurotransmisores u otras
moléculas (GMPc, aminoacidos, etc.) del medio extracelular en
diversas areas del cerebro.

El objetivo de la microdidlisis cerebral es tomar muestras del
fluido extracelular y analizar en él la concentracion de los compuestos
de interés y como cambia con el tiempo o con los tratamientos.

Para llevar a cabo el experimento de microdialisis, se retiro el
estilete de la guia y se coloco la sonda (MD-2200, Brain Microdialysis
Probes) que posee una membrana semipermeable de 2 mm que
permite el intercambio de sustancias de masa molecular inferior a 30
kDa. La sonda se introduce en la guia de forma cuidadosa y con el
animal despierto. Se perfundié continuamente a través de la sonda
liquido cefalorraquideo artificial a un flujo de 3 pL/minuto mediante
una bomba de microperfusion (BAS, Analytical Systems Inc., USA).
La composicion del liquido cefalorraquideo artificial es (en mM)
cloruro soédico 145, cloruro potasico 3 y cloruro calcico 2,26
tamponado a pH 7,4 con tampon fosfato 2 mM (44). El liquido
cefalorraquideo artificial se filtr6 con filtros Millipore de 0,45 um de
diametro de poro. El porcentaje de recuperacion de las sondas para

algunos de los tratamientos administrados es, por ejemplo, 13% para
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sulfato de pregnenolona y 9% alopregnanolona-acetato, lo que indica
que las concentraciones a las que actuan sobre los receptores oscilan
entre el 9-15 nM que es el rango fisiolégico.

La Figura 13 muestra un esquema del funcionamiento de la
sonda de microdidlisis. El dializado recogido durante la primera horay
media tras la insercion de la sonda se desechd porque estudios
previos realizados en el laboratorio han demostrado que este es el
tiempo necesario para que los niveles de GMPc se estabilicen.
Transcurrido ese tiempo se recogieron muestras cada 30 minutos (90
ML de dializado en cada muestra) separando 30 pL para la
determinacion de neurotransmisores y aminoacidos por HPLC, y 60
ML a los que se afladen 5 pL EDTA 40 mM para la determinacion de
GMPc. Las muestras se conservaron en nitrégeno liquido durante el
experimento para luego ser almacenadas a -80°C hasta el momento

en que se empleen.
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Figura 13: Esquema del funcionamiento de una sonda de microdialisis

cerebral.
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Una vez recogidas las muestras basales se administraron a
través de la misma sonda los neuroesteroides, moléculas testadas o
vehiculo durante dos horas (cuatro fracciones) y a continuacion, se
administr6 NMDA 0,5 mM en liquido cefalorraquideo artificial durante
30 minutos. La administracion de NMDA 0,5 mM a través de la sonda
activa el receptor NMDA y la via glutamato-6xido nitrico-GMPc vy
conduce a un aumento de la concentracion de GMPc extracelular. En
estas condiciones, el aumento de GMPc extracelular es una buena
medida de la funcion de la via Glutamato-NO-GMPc en cerebelo in
Vivo en ratas despiertas en libre movimiento (44).

Tras los 30 minutos de NMDA, se volviéo a perfundir liquido
cefalorraquideo artificial durante al menos 90 minutos.

Los compuestos utilizados en los experimentos de microdialisis
fueron:

e neuroesteroides (Sigma-Aldrich):
o THDOC: 3a,21-dihidroxi-5a-pregnan-20-one
o Pregnanolona: 5B-pregnan-3a-ol-20-one
o Pregnenolona: 5-pregnen-3B-ol-20-one
o Sulfato de pregnenolona: 5-pregnen-3(-ol-20-one
sulfate.
o DHEAS: dehidroisoandrosterona 3-sulfato sodium
salt.
o Alopregnanolona-acetato: 5a-pregnan-3(-ol-20-one
3B-acetato.
e DTG (1,3-di-(2-tolyl)guanidine) un agonista de los
receptores sigma, Tocris.

En el caso de querer evaluar unicamente la funcién de la via
Glu-NO-GMPc el protocolo se reduce a, tras el tiempo de
estabilizacion, administrar durante dos horas y media (cinco
fracciones) liquido cefalorraquideo artificial a continuacion, durante
media hora NMDA 0,5 mM para activar la via, y durante al menos una

hora y media mas (tres fracciones), liquido cefalorraquideo artificial.
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3. DETERMINACION DE CITRULINA, GLUTAMATO, GABA

Y GMPC EN LAS MUESTRAS DE MICRODIALISIS

3.1 Determinacion de citrulina, glutamato vy
GABA

La concentracion de citrulina, glutamato y GABA en las
muestras de microdidlisis se analiz6 utilizando un sistema de
cromatografia liquida de alta presion (HPLC) acoplado a un detector
de fluorescencia (Waters 474, filtro de excitacion 340 nm Yy filtro de
emision 460 nm). Los aminoéacidos en las muestras se derivatizan con
OPA (orto-ftaldehido). Los aminoacidos reaccionan con el OPA en
presencia de un reductor fuerte, en condiciones alcalinas (pH 9-11),
dando un compuesto fluorescente. La separacion de los derivados en
fase reversa seguida de la deteccion de la fluorescencia constituye un
método de analisis rapido, sensible y selectivo para todos los
aminoacidos con aminas primarias. Los péptidos son menos reactivos
y los grupos aminicos secundarios no reaccionan con OPA. Se
emplearon 15 pL de microdializado, se derivatizaron con la solucion
de OPA y se inyectaron en el HPLC al cabo de 2 minutos. Para la
separacion de los aminoacidos se utilizé una columna de fase reversa
C18, con una longitud de 250 mm y un didmetro de 4.6 mm y con
particulas de 5 um de diametro (ODS 2, Waters Spherisorb)
mantenida a temperatura constante de 20°C.

La cromatografia se realiz6 con un gradiente de dos soluciones
(A y B) cuyo flujo fue de 1 ml/min. La solucibn A era una mezcla
95/5 (vol/vol) de tampon acetato sodico 50 mM (pH 5.67) y metanol
y alcohol isopropilico (12,5 ml por litro de fase). La solucion B era una
mezcla 70/30 (vol/vol) metanol/agua. Las concentraciones se

calcularon utilizando el programa Millennium 32 de Waters.
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3.2 Determinacion de GMPc

El GMPc se midié utilizando un kit de enzimainmunoensayo
(Amersham Biotrak de GE Healthcare). Se emplearon 50 ul de las
muestras de dializado y la cantidad de GMPc se calculé segun la curva

estandar generada en el mismo ensayo.

4. ADMINISTRACION CRONICA INTRACEREBRAL DE

SULFATO DE PREGNENOLONA A LAS RATAS

Para la administracion intracerebral continua de sulfato de
pregnenolona se utilizaron mini bombas osmoéticas. Tras tres
semanas de administracion de la dieta con 30% de amonio, se llevo a
cabo una cirugia para implantar dichas bombas. Se utilizaron
minibombas osmodticas con canula para infusion cerebral (“ALZET”.
Brain infusion KIT Il 3-5 mm. Mini-Osmotic pumps model 2004. ALZA
Corporation, Palo Alto, CA, USA).

El dia previo a la cirugia, se activaron las bombas rellenandolas
completamente con vehiculo (suero salino con DMSO al 10%) o con
sulfato de pregnenolona (5-pregnen-3f-ol-20-ona sulfato, de Sigma-
Aldrich) a una concentracion 0,667 mg/mL. Cada mini bomba
osmotica tiene una capacidad de 250 pL y libera 0,25 pl/hora durante
28 dias.

En el estudio se utilizaron cuatro grupos de ratas:

e Ratas control a las que se implantaron mini bombas
osmoticas con vehiculo.

e Ratas control a las que se implantaron mini bombas
osmoticas con sulfato de pregnenolona.

e Ratas hiperamonémicas a las que se implantaron mini
bombas osmaticas con vehiculo.

e Ratas hiperamonémicas a las que se implantaron mini

bombas osmodticas con sulfato de pregnenolona.
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Se llevaron a cabo dos experimentos contando el primero con
ocho ratas por grupo y el segundo, con seis ratas por grupo.

Las ratas se anestesiaron con isoflurano al 5% en oxigeno
100% para inducir la anestesia y al 2% para mantenerla. Se coloco la
cabeza del animal en un sistema de estereotaxia (Kopft instruments)
para implantar la canula en el ventriculo.

Se realiz6 una incision sagital de unos 2,5 cm dejando la
superficie del craneo al descubierto y con ayuda de una espatula,
suavemente, se raspo para quitar el tejido conectivo que recubre el
craneo y facilitar la posterior adhesion del cemento dental que se
emplea para sujetar la canula. A continuacion se prepardé un bolsillo
subcutaneo en el area escapular de la espalda del animal, donde se
coloco la mini bomba osmotica conectada via catéter a la canula a
implantar intraventricularmente en cerebro. Este bolsillo se prepard
utilizando una pinza hemostatica para hacer un pequefio tunel
subcutaneo desde la incision a nivel del cuero cabelludo hasta el area
media y se fue abriendo y cerrando la pinza para dar forma al bolsillo.
El bolsillo es lo suficientemente grande como para que quepa la mini
bomba y tenga cierto margen de movimiento sin deslizarse
demasiado (Figura 14).

La canula se implanté en el ventriculo cerebral realizando un
pequefio agujero en las siguientes coordenadas: 0,9 mm anterior, 1,3
mm a la derecha del bregma y 4,5 mm por debajo de la duramadre
(Paxinos y Watson, 2007). La canula se sujetdé a la superficie del
craneo con un tornillo y cemento dental, y se suturd la piel. La mini
bomba osmoética se inserté en el bolsillo subcutaneo, sin que el
catéter estuviera muy tirante, para que el animal tenga movilidad sin
peligro de que el catéter se desenganche de la canula.

Se dejaron transcurrir al menos 48 horas para que los animales
se recuperasen de la operacion antes de realizar cualquier test

cognitivo.
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Osmolic Catheter  Brain infusion
minipump tube cannula

Figura 14: Esquema de colocaciéon de la mini bomba osmdtica subcutanea
y el catéter intracerebroventricular.

Las ratas se sacrificaron a los 27 dias desde la implantacion de
las bombitas osmaticas.

La funcionalidad de las bombas se verific6 pesandolas antes de
colocarlas y después del sacrificio. También se verifico el lugar donde
se coloco la canula mediante determinacion histologica. Para ello, se
seleccionaron dos animales por grupo y se cortaron los cerebros con
un micrétomo en cortes de 30 um a nivel de los ventriculos laterales
y se conservaron en una solucion protectora (30% etilenglicol / 30%
glicerol en 0,1 M de NaKPQO,4) a -20°C hasta el andlisis histoquimico.
Los cortes se tifileron con violeta de cresilo para verificar la posicion
en uno de los ventriculos laterales de la canula de la mini bomba.
Este mismo procedimiento se realizé en el cerebelo para corroborar

que la guia de microdialisis estuviera colocada correctamente.

5. APRENDIZAJE DE UNA TAREA DE DISCRIMINACION

CONDICIONADA. TEST DEL LABERINTO EN Y

Este test (171) se realiza en un laberinto de madera de tres
brazos idénticos en forma y longitud (60 cm de largo, 11,5 cm de
ancho y 25 cm de altura) colocados en forma de Y. Uno de los brazos
se elige como salida y los otros dos son los brazos de eleccion.

Se dispone de dos laberintos exactamente iguales cambiando

unicamente el color, uno es blanco y el otro negro. El refuerzo
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(comida en forma de “pellets”) se coloca al final del brazo derecho en
el caso del laberinto blanco, o en el izquierdo en el caso del negro. En
cada ensayo del test, se coloca a la rata en el brazo de salida y se
registra su eleccion de brazo (izquierdo o derecho), tras lo cual
encontrara premio o no segun haya acertado la asociacién entre color
y el brazo en el que se encuentra la comida.

La realizacibn de este test requiere un periodo de
familiarizacion del animal con el laberinto o pre-test asi como una
restriccion de la comida durante el tiempo que dura el test y el pre-
test para que el refuerzo en forma de comida tenga el efecto
esperado. El procedimiento del pre-test es el siguiente:

e dia 1: se introducen las ratas en parejas en el laberinto
blanco durante diez minutos con la comida esparcida por
todo el laberinto.

e dia 2: se colocan las ratas individualmente durante diez
minutos en el laberinto negro para que lo exploren con la
comida esparcida por todo el laberinto.

e dia 3: las ratas se colocan en el laberinto blanco
individualmente durante cinco minutos situando la comida
en un monton en los extremos distales de los dos brazos
de eleccion.

e dia 4: se hace lo mismo que el tercer dia pero con el
laberinto negro y la comida situada dentro de los
recipientes que la portaran durante el test.

A partir del dia siguiente, cada animal es sometido diariamente
a diez ensayos en los cuales se cambia el color del laberinto de forma
aleatoria. En cada ensayo, el tiempo maximo de permanencia en el
laberinto es de tres minutos. El resultado del ensayo puede ser
“Acierto” si va hasta el final del brazo correcto y coge la comida,
“Error” si camina hasta el final del brazo donde no esta la comida o
“Fuera de tiempo” si el animal permanece en el brazo de salida hasta

consumir los tres minutos.
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Se considera que la tarea ha sido aprendida cuando la rata
acierta los diez ensayos seguidos de un mismo dia.

Si a los veinticinco dias de la realizacion del test la rata no ha
aprendido, ya no se hacen mas tests considerando que el animal no

es capaz de aprender la tarea.

6. ANALISIS DE LA FUNCION MOTORA

6.1 Coordinacion motora: Beam-walking

Este test mide coordinacion motora fina y equilibrio. Consiste
en hacer pasar a la rata por un listbn de madera de un metro de
longitud situado aproximadamente a un metro del suelo, hasta
alcanzar al final del recorrido una caja cerrada y oscura, que
proporciona un ambiente agradable para los roedores. El diametro del
listbn de madera empleado depende del peso del animal, en esta
tesis hemos empleado listones de veinte milimetros de diametro.
Para evitar que los animales se lesiones si se caen, colocamos debajo

del liston una almohada de goma-espuma.

1 o A

Figura 15: Esquema del ensayo del beam-walking.

Antes de efectuar el test es necesario familiarizar al animal con
el listbn. Para ello, el experimentador ayuda a las ratas
individualmente a cruzar por el mismo hasta un maximo de cinco

veces. Una vez acostumbradas, se ponen de nuevo al inicio del listén
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y se mide el numero de resbalones. Se considera que a mayor

numero de resbalones, menor es su coordinacidon motora.

6.2 Actividad motora

El analisis de la actividad motora espontanea se realiza
utilizando un actimetro (MED Associates). Los animales se dejan
durante 60 minutos en jaulas (43%43x%30.5cm) provistas de células
de rayos infrarrojos que detectan el movimiento del animal. El equipo
dispone de dos filas de células y detectores que se encuentrana 1y 6
cm sobre el suelo de la jaula. Los datos se recogen automaticamente
por el programa informatico “Activity Monitor” (MED System) para su
posterior andalisis. Cuando el animal interrumpe tres detectores
infrarrojos consecutivamente el programa registra un movimiento
ambulatorio. Un movimiento vertical o “rearing” se registra cuando la
rata interrumpe la célula infrarroja situada a 6 cm del suelo. Durante
la medida de la actividad motora/exploratoria los animales no tenian
acceso al agua ni a la comida para facilitar la exploracion del
ambiente.

Se determin6 el numero de movimientos ambulatorios, el
ndmero de movimientos verticales (“rearing”), la distancia recorrida y

la velocidad media en 60 minutos.

/. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE AMONIO EN

SANGRE

La medida del amonio se llevd a cabo utilizando el test
Ammonia test kit Il de Arkray. Se emplearon 20 ul de sangre fresca
que se disponen sobre la tira reactiva y, tras una espera de 3
minutos, se obtuvo la medida del amonio al introducir la tira en el

aparato (PocketChem BA, Arkray).
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8. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresan como media = SEM (error estandar
de las medias) del numero de animales indicados en cada caso. Se
realiza un analisis ANOVA de una via seguido de test de Dunett o
comparaciones utilizando el test de Student segun el caso. Los
analisis estadisticos se realizaron con el programa Prism 4 (GraphPad

Software, Inc.).
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1V. Resultados

1. MODULACION DE LA FUNCION DE LA VIA GLU-
NO-GMPC EN CEREBELO DE RATAS CONTROL

POR DISTINTOS NEUROESTEROIDES

1.1 Efectos sobre el GMPc extracelular

1.1.1 THDOC
El THDOC no afectd los niveles basales de GMPc extracelular en
el cerebelo de ratas de control (0,65 = 0,08 nM), pero inhibié la
activacion de la via Glu-NO-GMPc por NMDA.
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% < 2004
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Figura 16: Efectos del THDOC sobre los niveles basales de GMPc
extracelular y sobre el aumento de GMPc inducido por NMDA en ratas
control. Las sondas de microdialisis se insertaron en el cerebelo, se perfundio a 3
pI/min y se tomaron muestras cada 30 minutos. Después de tomar cuatro muestras
para determinar los niveles basales de GMPc, se comenzé a perfundir THDOC (100
nM o 10 uM) o vehiculo (VEH). Durante el periodo de 30 min indicado por la barra
horizontal, se administr6 NMDA (0,5 mM) para activar la via Glu-NO-GMPc. Los
valores se dan como porcentaje del basal (media de las cuatro primeras fracciones)
y son la media = SEM de siete ratas por grupo. Los valores significativamente
diferentes de la concentracion basal de GMPc se indican mediante asteriscos. * p
<0,05; *** p <0,001. Los valores significativamente diferentes del vehiculo se

indican con "a". a p <0,05, aa p <0,01.
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En las ratas control la administracion de NMDA a través de la
sonda de microdialisis activo la via y aumenté (p<0,001) el GMPc
extracelular a 440 = 61% de los niveles basales. La administracion de
100 nM THDOC redujo (p<0,05) el aumento de GMPc inducido por
NMDA a 233 *+ 36% del basal. La inhibicion de la via fue completa
cuando se emple6 THDOC 10 uM. ElI GMPc se mantuvo al 103 = 3%

del basal tras la administracion de NMDA (Figura 16).

1.1.2 Pregnanolona
La pregnanolona 100 nM no afectd los niveles basales de GMPc
extracelular y redujo ligeramente (de forma no significativa) el

aumento de GMPc inducido por NMDA.
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Figura 17: Efectos de pregnanolona sobre los niveles basales de GMPc
extracelular y sobre el aumento de GMPc inducido por NMDA en ratas
control. Los experimentos se realizaron como en la Figura 16. Después de tomar
cuatro muestras para determinar los niveles basales de GMPc, se comenzdé a
administrar pregnanolona (100 nM o 10 pM) o vehiculo (VEH). En el periodo de 30
minutos indicado por la barra horizontal, se perfundié NMDA (0,5 mM) para activar
la via Glu-NO-GMPc. Los valores se dan como porcentaje del basal y son la media +
SEM de siete ratas por grupo. Los valores significativamente diferentes de la
concentracion basal de GMPc se indican mediante asteriscos, * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001. Los valores significativamente diferentes del vehiculo se indican con
"a", aaa p<0,001.

La pregnanolona a una concentracion 10 pM disminuyo

significativamente (p<0,05) los niveles de GMPc extracelular, que se

mantuvieron en 42-46% del basal entre las fracciones 8 y 13.
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Ademas, la pregnanolona 10 uM también aboli6 completamente el

aumento de GMPc inducido por NMDA (Figura 16).

1.1.3 Alopregnanolona-acetato
La alopregnanolona-acetato 100 nM aument6 rapidamente los
niveles basales de GMPc (195 == 33%, p<0,01) y previno

completamente el aumento de GMPc inducido por NMDA (Figura 18).
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Figura 18: Efectos de alopregnanolona-acetato sobre los niveles
basales de GMPc extracelular y sobre el aumento de GMPc inducido por
NMDA en ratas control. Los experimentos se realizaron como en la Figura 16.
Después de tomar cuatro muestras para determinar los niveles basales de GMPc, se
comenz6 a administrar alopregnanolona (100 nM) o vehiculo (VEH). En el periodo
de 30 min indicado por la barra horizontal, se perfundi6 NMDA (0,5 mM) para
activar la via Glu-NO-GMPc. Los valores se dan como porcentaje del basal y son la
media = SEM de siete ratas por grupo. Los valores significativamente diferentes de
la concentracion basal de GMPc se indican mediante asteriscos, * p<O0,05; **
p<0,01; *** p<0,001. Los valores significativamente diferentes del vehiculo se

indican con "a", a p<0,005.

1.1.4 Pregnenolona

La administracion de pregnenolona a 100 nM o 10 puM no afecto
los niveles extracelulares de GMPc basales ni el aumento de GMPc
tras la activacion de la via Glu-NO-GMPc por la administracion de

NMDA (Figura 19).
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Figura 19: Efectos de la pregnenolona sobre los niveles basales de
GMPc extracelular y sobre el aumento de GMPc inducido por NMDA en ratas
control. Los experimentos se realizaron como en la Figura 16. Después de tomar
cuatro muestras para determinar los niveles basales de GMPc, se comenzé a
administrar pregnenolona (100 nM o 10 pM) o vehiculo (VEH). En el periodo de 30
minutos indicado por la barra horizontal, se perfundié NMDA (0,5 mM) para activar
la via Glu-NO-GMPc. Los valores se dan como porcentaje del basal y son la media +
SEM de siete ratas por grupo. Los valores significativamente diferentes de la

concentracion basal de GMPc se indican mediante asteriscos, *** p<0,001.

1.1.5 Sulfato de pregnenolona

El sulfato de pregnenolona 100 nM indujo un aumento de los
niveles basales de GMPc extracelular (141 = 16%, p <0,05, Figura
20A) y no afect6 significativamente el aumento de GMPc inducido por
NMDA 0,5 mM.

Dado que el NMDA 0,5 mM ya induce la activacion casi maxima
de la via Glu-NO-GMPc, se realizaron experimentos adicionales en los
que se administr6 NMDA 0,2 mM para evaluar si el sulfato de
pregnenolona potencia la respuesta a NMDA. EI NMDA 0,2 mM
aumento solo ligeramente los niveles extracelulares de GMPc (159 +
10%, p<0,05) pero cuando se administro tras el sulfato pregnenolona
100 nM, el aumento de GMPc extracelular alcanzé el 268 *+ 38%

(p<0,01) del basal. Esto indica que el sulfato de pregnenolona
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potencia el aumento de GMPc inducido por la activacion de los

receptores NMDA (Figura 20B).
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Figura 20: Efectos del sulfato de pregnenolona sobre los niveles basales de
GMPc extracelular y sobre el aumento de GMPc inducido por NMDA 0,5 mM
(A) y NMDA 0,2 mM (B) en ratas control. Los experimentos se realizaron como
en la Figura 16. Después de tomar cuatro muestras para determinar los niveles
basales de GMPc, se comenzé a administrar sulfato de pregnenolona (100 nM) o
vehiculo (VEH). En el periodo de 30 minutos indicado por la barra horizontal, se
perfundié NMDA (0,5 6 0,2 mM respectivamente) para activar la via Glu-NO-GMPc.
Los valores se dan como porcentaje del basal y son la media = SEM de siete ratas
por grupo. Los valores significativamente diferentes de la concentracion basal de

GMPc se indican mediante asteriscos; * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

1.1.6 DHEAS

La administracion de DHEAS 100 nM aumenté (130 *+ 6%,
p<0,05) ligeramente los niveles basales de GMPc extracelular e
inhibidé totalmente el aumento de GMPc extracelular inducido por

NMDA, que se mantuvo a 124 + 12% del basal (Figura 21).
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Figura 21: Efectos del DHEAS sobre los niveles basales de GMPc
extracelular y sobre el aumento de GMPc inducido por NMDA en ratas
control. Los experimentos se realizaron como en la Figura 16. Después de tomar
cuatro muestras para determinar los niveles basales de GMPc, se comenzé a
administrar DHEAS (100 nM) o vehiculo (VEH). En el periodo de 30 minutos
indicado por la barra horizontal, se perfundi6 NMDA (0,5 mM) para activar la via
Glu-NO-GMPc. Los valores se dan como porcentaje del basal y son la media = SEM
de siete ratas por grupo. Los valores significativamente diferentes de la
concentracion basal de GMPc se indican mediante asteriscos, * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001. Los valores significativamente diferentes del vehiculo se indican con

"a", aaa p<0,001.

1.1.7 DTG, agonista de receptores sigma

La administracion de DTG 1 uM produjo un ligero aumento
(153 + 9%, p<0,001) de los niveles basales de GMPc extracelular y
redujo fuertemente (p<0,01) el aumento de GMPc inducido por NMDA

(Figura 22). Este efecto es similar al inducido por el DHEAS.
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Figura 22: Efectos del DTG sobre los niveles basales de GMPc extracelular y
sobre el aumento de GMPc inducido por NMDA. Los experimentos se realizaron
como en la Figura 16. Después de tomar cuatro muestras para determinar los
niveles basales de GMPc, se comenzo6 a administrar DTG (100 nM). En el periodo de
30 minutos indicado por la barra horizontal, se perfundi6 NMDA (0,5 mM) para
activar la via Glu-NO-GMPc. Los valores se dan como porcentaje del basal y son la
media = SEM de siete ratas por grupo. Los valores significativamente diferentes de
la concentracion basal de GMPc se indican mediante asteriscos, * p<O0,05; **
p<0,01; *** p<0,001. Los valores significativamente diferentes del vehiculo se

indican con "a", a p<<0,05.

1.2 Niveles de citrulina

La citrulina se produce, entre otros mecanismos, por la
actividad de la oxido nitrico sintasa que transforma la L-arginina en
oxido nitrico y citrulina. Por lo tanto, la medida de la concentracion de
citrulina extracelular podria servir como un indicador de la activacion
de la 6xido nitrico sintasa, uno de los pasos de la via Glu-NO-GMPc.

La concentracion de citrulina se determiné en una alicuota de
las mismas muestras empleadas para medir el GMPc en los
experimentos presentados en el apartado anterior (Figura 16 a la

Figura 22).
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Tabla 9: Efectos de los neuroesteroides sobre los niveles de citrulina en

ratas controles.

Neuroesteroide

Efecto sobre

Nombre Concentracion Citrulina basal Aumento de citrulina tras
(%6 del control) la adicion de NMDA (%6
del basal)
NMDA 0.5mM
Vehiculo 10013 291+37*
THDOC 100 nM 91+18 200x+28*
10 uM 106+19 95+8#
Pregnanolona 100 nM 102+18 254+17*
10 uM T74x£12* 119+29a
Pregnenolona 100 nM 91+9 208+24**
10 uM 112+14 198+26*
Sulfato de 100 nM 180+31* 231+34*
pregnenolona 10 uM 17527* 265+34*
DHEAS 100 nM 155+19* 135+20a
Alopregnanolona- 100 nM 161+19* 151+13*a
acetato
NMDA 0.2mM
Vehiculo 100%16 176+18*
Sulfato de 100 nM 160+10%* 229+32*
pregnenolona

Los valores basales son la media = SEM de las cinco fracciones tomadas tras la adicion

del neuroesteroide, antes de la adicion de NMDA. Los valores tras la adicion de NMDA

son la media = SEM de las dos fracciones siguientes a la administracién del mismo. Los

valores significativamente diferentes del basal se indican con asterisco, y los diferentes

de las ratas control sin adicién del neuroesteroide, con una “a”.

Los efectos de

los neuroesteroides sobre

la concentraciéon

extracelular de citrulina fueron esencialmente idénticos a los efectos

sobre el

GMPc extracelular.

Los niveles

basales de citrulina

extracelular en cerebelo de ratas de control fueron 210 = 70 pM. Los

niveles basales de citrulina no

pregnenolona, se redujeron ligeramente con
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12%, p<0,05) y aumentaron con sulfato de pregnenolona (180 =+
31%, p<0,05), DHEAS (155 + 19%, p<0,05) y alopregnanolona-
acetato (161 = 19%, p<0,05) (Tabla 9).

Los efectos de los neuroesteroides sobre el aumento de citrulina
extracelular inducido por NMDA también fueron similares a los
observados para el GMPc. ElI sulfato de pregnenolona y la
pregnenolona no afectaron significativamente al aumento de citrulina
tras la adicion de NMDA. ElI THDOC, Ila pregnanolona, la
alopregnanolona y el DHEAS abolieron casi completamente el

aumento de citrulina extracelular inducido por el NMDA (Tabla 9).

2. EFECTOS DE LA HIPERAMONEMIA SOBRE LA
MODULACION DE LA FUNCION DE LA VIA GLU-
NO-GMPC EN CEREBELO POR DISTINTOS

NEUROESTEROIDES

Los niveles Dbasales de GMPc extracelular fueron
significativamente menores (p<0,05) en cerebelo de ratas
hiperamonémicas (0,40 = 0,006 nM) que en ratas control (0,65 +
0,08 nM). La administracion de NMDA a través de la sonda de
microdialisis activd la via GIlu-NO-GMPc y aumentdé el GMPc
extracelular. Este aumento fue menor (p<0,05) en las ratas
hiperamonémicas (270 = 32% del basal) que en las ratas control
(450 = 52% del basal).

La administracion de NMDA también aumentd la citrulina
extracelular, reflejando la activacion de la NOS, en las ratas control
(291 = 37% del basal) y en las hiperamonémicas (189 *x 14% del
basal). EI aumento de la citrulina inducido por NMDA también fue
menor (p<0,05) en las ratas hiperamonémicas que en las ratas de

control.
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2.1 Efectos sobre el GMPc extracelular

2.1.1 THDOC
En las ratas hiperamonémicas el THDOC se comporté como en
las ratas control, no afecté los niveles basales de GMPc y redujo
completamente la activacion de la via por NMDA. La adicion de NMDA
no indujo ningun aumento de GMPc, que se mantuvo a 90 = 13% del
basal (Figura 23).
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Figura 23: La hiperamonemia no afecta los efectos del THDOC sobre los
niveles basales de GMPc extracelular y sobre el aumento de GMPc inducido
por NMDA. Los experimentos se realizaron en ratas control e hiperamonémicas
(HA) como en la Figura 16. Después de tomar cuatro muestras para determinar los
niveles basales de GMPc, se comenz6 a administrar THDOC (100 nM) o vehiculo
(VEH). En el periodo de 30 minutos indicado por la barra horizontal, se perfundié
NMDA (0,5 mM) para activar la via Glu-NO-GMPc. Los valores se dan como
porcentaje del basal y son la media = SEM de siete ratas por grupo. Los valores
significativamente diferentes de las ratas vehiculo se indican mediante “a”, a
p<<0,05. Los valores significativamente diferentes del basal se indican con

asteriscos, * p<0,05; *** p<0,001.

2.1.2 Pregnanolona

La hiperamonemia altera los efectos de la pregnanolona, que
induce efectos diferentes en ratas hiperamonémicas que en ratas
control. No afect6 los niveles basales de GMPc en las ratas control y
los aumentd (140 = 5% del basal, p<0.05) en las hiperamonémicas.

La pregnanolona reduce la activacion de la via tanto en las ratas
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control (255 + 38% del basal) como en hiperamonémicas (139 + 9%
del basal) (Figura 24).

600

= CONTROLNVEH =+ HA/VEH
= CONTROL/PregA =+ HA/PregA wox

N

o

S
1

GMPc extracellular
(% del basal)
N

fraccion

Figura 24: La hiperamonemia afecta los efectos de la pregnanolona (PregA) sobre
los niveles basales de GMPc extracelular pero no sobre el aumento de GMPc
inducido por NMDA. Los experimentos se realizaron como en Figura 16. Después de
tomar cuatro muestras para determinar los niveles basales de GMPc, se comenzé a
administrar pregnanolona (100 nM) o vehiculo (VEH). En el periodo de 30 minutos
indicado por la barra horizontal, se perfundi6 NMDA (0,5 mM) para activar la via
Glu-NO-GMPc. Los valores se dan como porcentaje del basal y son la media =+ SEM
de siete ratas por grupo. Los valores significativamente diferentes de las ratas
vehiculo se indican mediante “a”, a p<0,05. Los valores significativamente

diferentes del basal se indican con asteriscos, * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
2.1.3 Alopregnanolona-acetato
La hiperamonemia potencidé el aumento de los niveles basales
de GMPc inducido por alopregnanolona-acetato alcanzando un 322 +
39% del basal (p<0,001), significativamente mayor que en las ratas
control (195 + 33% del basal, p<0,01). La administracion de NMDA
en presencia de alopregnanolona, no aumentd el GMPc extracelular

ni en las ratas control ni en las hiperamonémicas (Figura 25).

87



6001 .= CONTROL/VEH =A HA/VEH NMDA

& CONTROL/ALLO =% HA/ALLO

Extracellular cGMP
(% of basal)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
fraccion

Figura 25: La hiperamonemia potencia los efectos de alopregnanolona-
acetato (ALLO) sobre los niveles basales de GMPc extracelular. Los
experimentos se realizaron como en la Figura 16. Después de tomar cuatro
muestras para determinar los niveles basales de GMPc, se comenzé a administrar
alopregnanolona (100 nM) o vehiculo (VEH). En el periodo de 30 minutos indicado
por la barra horizontal, se perfundié NMDA (0,5 mM) para activar la via Glu-NO-
GMPc. Los valores se dan como porcentaje del basal y son la media + SEM de siete
ratas por grupo. Los valores significativamente diferentes del basal se indican
mediante asteriscos, ** p<0,01.

2.1.4 Pregnenolona

La hiperamonemia altera la modulacién de la via Glu-NO-GMPc
por pregnenolona. La hiperamonemia no altera el efecto de la
pregnenolona sobre los niveles basales de GMPc. La pregnenolona,
que no afectd la activacion de la via por NMDA en ratas control,
suprimio completamente la activacion de la via tras la administracion

NMDA, sin inducir ningin aumento en GMPc extracelular en las ratas

hiperamonémicas (Figura 26).
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Figura 26: La hiperamonemia no altera los efectos de la pregnenolona
(PregE) sobre los niveles basales de GMPc extracelular pero suprime el
aumento de GMPc inducido por NMDA. Los experimentos se realizaron como en
la Figura 16. Después de tomar cuatro muestras para determinar los niveles
basales de GMPc, se comenzd a administrar pregnenolona (100 nM) o vehiculo
(VEH). En el periodo de 30 minutos indicado por la barra horizontal, se perfundié
NMDA (0,5 mM) para activar la via Glu-NO-GMPc. Los valores se dan como
porcentaje del basal y son la media = SEM de siete ratas por grupo. Los valores
significativamente diferentes de las ratas vehiculo se indican mediante “a”, a
p<0,05. Los valores significativamente diferentes del basal se indican con

asteriscos, ** p<0,01.

2.1.5 Sulfato de pregnenolona

La hiperamonemia altera la modulacién de la via Glu-NO-GMPc
por sulfato de pregnenolona. El sulfato de pregnenolona, que en ratas
control aumenté el GMPc basal extracelular, no los alter6o (104 = 12%
del basal) en ratas hiperamonémicas. El sulfato de pregnenolona
restaur0 completamente la funcion de la via Glu-NO-GMPc en
hiperamonemia. La administracion de NMDA aumenté el GMPc
extracelular a niveles similares a los de las ratas control/vehiculo
(398 = 35% del basal) (Figura 27).
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Figura 27: La hiperamonemia afecta los efectos del sulfato de
pregnenolona (PregS) sobre los niveles basales de GMPc extracelular y
sobre el aumento de GMPc inducido por NMDA. Los experimentos se realizaron
como en la Figura 16. Después de tomar cuatro muestras para determinar los
niveles basales de GMPc, se comenz6 a administrar sulfato de pregnenolona (100
nM) o vehiculo (VEH). En el periodo de 30 minutos indicado por la barra horizontal,
se perfundié NMDA (0,5 mM) para activar la via Glu-NO-GMPc. Los valores se dan
como porcentaje del basal y son la media = SEM de siete ratas por grupo. Los
valores significativamente diferentes de las ratas vehiculo se indican mediante “a”,
a p<0,05. Los valores significativamente diferentes del basal se indican con

asteriscos, * p<0,05; ** p<0,01.

2.1.6 DHEAS

La hiperamonemia crénica previene el aumento inducido por
DHEAS en los niveles basales de GMPc extracelular (113 = 11%) que
si se produce en ratas control (151 * 25% p<0,05). Ademas, el
DHEAS suprimié completamente la activacion de la via por NMDA en

ambos grupos (Figura 28).

90



1V. Resultados

600 & CONTROL/VEH -+ HA/NEH
,_ 4 CONTROL/DHEAS -« HA/DHEAS ek
s 500
N
7]
o g 400}
Ca
= @ 300
5
u =]
Q3 o0}
=
o
100}
u i [l [l [l [l [l i [l [l [l [l [l i
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
fraccion

Figura 28: La hiperamonemia afecta los efectos del DHEAS sobre los
niveles basales de GMPc extracelular y sobre el aumento de GMPc inducido
por NMDA. Los experimentos se realizaron como en la Figura 16. Después de
tomar cuatro muestras para determinar los niveles basales de GMPc, se comenzd a
administrar DHEAS (100 nM) o vehiculo (VEH). En el periodo de 30 minutos
indicado por la barra horizontal, se perfundi6 NMDA (0,5 mM) para activar la via
Glu-NO-GMPc. Los valores se dan como porcentaje del basal y son la media =+ SEM
de siete ratas por grupo. Los valores significativamente diferentes del basal se

indican con asteriscos, *** p<0,001.

2.1.7 DTG, agonista de los receptores sigma

La hiperamonemia no alteré el comportamiento del DTG sobre
la via del Glu-NO-GMPc, produciéndose los mismos efectos
observados en las ratas control (Figura 29). La administraciéon de DTG
1 pM produjo un aumento (160 x= 10%, p<0,001) de los niveles
basales de GMPc extracelular y redujo fuertemente (p<0,01) la
respuesta inducida por NMDA. Este efecto sobre el aumento de GMPc

inducido por NMDA es similar al inducido por el DHEAS.
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Figura 29: La hiperamonemia no afecta los efectos del DTG sobre los
niveles basales de GMPc extracelular ni sobre el aumento de GMPc
inducido por NMDA. Los experimentos se realizaron como en la Figura 16.
Después de tomar cuatro muestras para determinar los niveles basales de GMPc, se
comenzé a administrar DTG (1 puM) o vehiculo (VEH). En el periodo de 30 minutos
indicado por la barra horizontal, se perfundi6 NMDA (0,5 mM) para activar la via
Glu-NO-GMPc. Los valores significativamente diferentes de las ratas vehiculo se
indican mediante “a”, a p<0,05. Los valores significativamente diferentes del basal

se indican con asteriscos, *** p<0,001.

2.2 Niveles de citrulina

La hiperamonemia no modific6 los efectos sobre los niveles
basales de citrulina extracelular (Tabla 10) de THDOC (91 = 18% y
92 + 8%, control e hiperamonémica respectivamente), pregnanolona
(102 += 16% vy 111 =+ 14%, control e hiperamonémica
respectivamente), pregnenolona (91 = 9% y 88 + 11% control e
hiperamonémica respectivamente) o DHEAS (106 = 13% y 107 =+
16% control e hiperamonémica respectivamente). La
alopregnanolona-acetato aumenté de citrulina basal en las ratas
hiperamonémicas (155 *+ 16%, p<0,05) del mismo modo que en las
ratas control (161 + 19%, p<0,05). El sulfato de pregnenolona no
produjo ningun efecto en los niveles basales de citrulina en las ratas
hiperamonémicas (114 = 10%), mientras que en las controles causa

un incremento (180 + 31%, p<0,05).
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La hiperamonemia croénica abolié los aumentos de citrulina
inducido por NMDA en los animales perfundidos con THDOC,
alopregnanolona-acetato, pregnanolona, pregnenolona y DHEAS. El
sulfato de pregnenolona, alteré la respuesta al NMDA (Tabla 10).

Tabla 10: Efectos de los neuroesteroides sobre los niveles de citrulina en

ratas controles e hiperamonémicas.

- Incremento de citrulina tras
Citrulina basal (%del control) | . 4 \cci6n por NMDA (% del basal)
Control 100+13 201437
Vehiculo Hiperamonemia 10014 189+14*a
Control 91+18 200+28*
THDOC 100 nM Hiperamonemia 9248 12521
Alopregnanolona- Control 161£19* 151413*
acetato 100 nM Hiperamonemia 151+16* 103+156a
Control 102+16 254417
Pregnanolona 100 nM [ Hiperamonemia 111+14 108126 a
Control 91+9 208+24*
Pregnenolona 100 nM [ Hiperamonemia 88411 12618 a
Pregnenolona sulphate Control 180£31* 23134
100 nM Hiperamonemia 114+10a 204+26**
Control 106+13 174251
DHEAS 100 nM Hiperamonemia 107+164 11621

Los valores basales corresponden a la media = SEM de las cinco fracciones en las
que se administra en neuroesteroide. Los valores tras la adicibn de NMDA se
refieren a la media = SEM de las dos fracciones siguientes a la administracion del
mismo. Las diferencias respecto al basal se expresan con asterisco; * p<0,05; **
p<0,01. Las diferencias respecto al control se expresan con una “a”; a p<0,05.

3. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CRONICO
INTRACEREBRAL CON SULFATO DE PREGNENOLONA
SOBRE LA FUNCION COGNITIVA Y MOTORA EN RATAS

HIPERAMONEMICAS. MECANISMOS IMPLICADOS.

Tras el andlisis de los resultados de los experimentos de
microdialisis se observd que la administracion aguda de sulfato de
pregnenolona restaura la funcion de la via Glu-NO-GMPc en las ratas
hiperamonémicas y, de acuerdo con los estudios anteriores del grupo,
esto deberia recuperar la capacidad de aprendizaje de una tarea de
discriminacién condicionada en un laberinto en Y (29). Por esta razon,

analizamos los efectos de la administraciébn crénica de sulfato de
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pregnenolona sobre la funcién de dicha via en cerebelo in vivo y
sobre la capacidad de aprendizaje de la tarea en el laberinto en Y y

sobre la coordinacidon motora.

3.1 El sulfato de pregnenolona no afecta los
niveles de amonio en sangre

Para comprobar que el tratamiento cronico con sulfato de
pregnenolona no afectaba los niveles de amonio en sangre, se midid

éste a los diez dias de iniciar el tratamiento.
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Figura 30: El tratamiento crénico con sulfato de pregnenolona no afecta los
niveles de amonio. Se determinaron los niveles de amonio en sangre de ratas
controles (CNT) e hiperamonémicas (HA) tratadas con vehiculo (VH) o tratamiento
con sulfato de pregnenolona (PregS). Los valores se expresan como media + SEM
de la medida de amonio en sangre de 4 ratas por grupo. Las diferencias respecto al
control vehiculo (CNT VH) se expresan con asteriscos; **p<0,01.

Las ratas hiperamonémicas vehiculo (54 = 3 pg/dL) o tratadas
con sulfato de pregnenolona (55 = 2 ug/dL) presentaron niveles
superiores de amonio en sangre que las ratas control (19 = 4 pg/dL y
24 + 4 ug/dL, control vehiculo y tratadas con sulfato de pregnenolona
respectivamente).

El tratamiento crénico con sulfato de pregnenolona no afecta los

niveles de amonio en las ratas control ni hiperamonémicas.
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3.2 Efecto del tratamiento cronico con sulfato de
pregnenolona sobre la concentracion extracelular de
glutamato y GABA en cerebelo

En la Tabla 11 se muestran las concentraciones extracelulares
de glutamato y GABA en cerebelo.
Tabla 11: Niveles basales extracelulares de glutamato y GABA en ratas

controles (CNT) e hiperamonémicas (HA) tratadas con vehiculo (VH) o con

sulfato de pregnenolona (PregS).

Control Vehiculo 0,23 = 0,03 18,1+ 4,6
Control PregS 0,26 = 0,05 12,2+ 2,9

HA Vehiculo 0,29 + 0,06 44,8 + 13,3*
HA PregS 0,23 £ 0,04 21,8+ 3,6a

Los valores se expresan como media = SEM de las fracciones basales de un total de
seis ratas por grupo. Las diferencias respecto al control vehiculo (CNT VH) se
expresan con asteriscos; *p<0,05.

La hiperamonemia cronica aumentd en los niveles basales de
GABA (p<0,005) sin afectar a los de glutamato. La administracion
cronica de sulfato de pregnenolona restauré (p<0,005) los niveles
normales de GABA en las ratas hiperamonémicas sin producir ningudn

cambio en las ratas control (Figura 31).

95



40-

GABA extracelular (nM)

Figura 31: El tratamiento cronico con sulfato de pregnenolona normaliza
los niveles basales extracelulares GABA en ratas hiperamonémicas (HA).
Las sondas de microdidlisis se insertaron en el cerebelo, se perfundié a 3 pl/min y
se tomaron muestras cada 30 minutos. Los valores son la media = SEM de las cinco
primeras muestras de seis ratas por grupo. Los valores significativamente
diferentes de la concentracion de los aminoacidos en las ratas control vehiculo se
indican mediante asteriscos, * p<<0,05. Los valores significativamente diferentes de

las hiperamonémicas vehiculo se indican con "a", a p<0.05.

3.3 ElI tratamiento cronico con sulfato de
pregnenolona restaura la coordinacion motora en

ratas hiperamonémicas

Para evaluar la coordinacion motora realizamos el test del
beam-walking cuando las ratas llevaban entre 17 y 21 dias de
tratamiento con sulfato de pregnenolona.

La coordinacion motora de las ratas hiperamonémicas (1,04 =+
0,21 resbalones) fue peor (p<0.05) que la de las ratas control (0,50
+ 0,15 resbalones). El tratamiento con sulfato de pregnenolona
restaurd la coordinacién motora en las ratas hiperamonémicas (0,46

+ 0,12 resbalones) sin afectar a las control (0,64 = 0,17 resbalones).
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Figura 32: El tratamiento crénico con sulfato de pregnenolona restaura la
coordinacibn motora en ratas hiperamonémicas. Los valores se presentan
como media = SEM del numero de resbalones al atravesar el liston de madera de
trece ratas por grupo. Las diferencias respecto al control vehiculo (CNT VH) se
expresan con asteriscos, * p< 0,05. Las diferencias respecto a las hiperamonémicas
vehiculo (HA VH) se expresan con “a”; a p<0,05.

Dado que el tono GABAérgico en cerebelo tiene un papel
importante en la coordinacion motora, se analizé la correlacion entre
los niveles basales de GABA extracelular y los resultados del test del
beam-walking. Como se muestra en la Figura 33, existe una
correlacion significativa (p<0,001; r=0,8801) entre los niveles de

GABA extracelular y la incoordinacion motora.

2.59
r=0,8801

p < 0,001

=R
g 9P
|

Incoordinacién motora
(n° resbalones)

o
g

o
.

80 100

o
N
o
D
o
(o2]
o

GABA extracelular (nM)

Figura 33: Existe una correlacion significativa entre los niveles de GABA
extracelular y la incoordinacion motora. Cada punto representa los niveles de

GABA extracelular y el nUmero de resbalones de cada rata individual.
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3.4 Efectos del tratamiento cronico con sulfato

de pregnenolona sobre la actividad motora

Los ensayos para evaluar la actividad motora se llevaron a cabo
tras una semana de iniciar el tratamiento con sulfato de
pregnenolona y tras tres semanas.

Como podemos ver en las Figura 34 y Figura 35, no existen
diferencias en la actividad motora en 60 minutos entre las ratas
control vehiculo e hiperamonémicas vehiculo. El tratamiento durante
una semana con sulfato de pregnenolona disminuye (p<0,05) la
velocidad media de las ratas control e hiperamonémicas (Figura 34C)
asi como la distancia recorrida (p<0,05) por las ratas control (Figura
35D). El sulfato de pregnenolona no afecta los movimientos

ambulatorios ni los verticales.
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Figura 34: Efectos del tratamiento con sulfato de pregnenolona (PregS)
durante una semana sobre la actividad motora en una hora. Los valores son
la media = SEM de catorce ratas por grupo. Las diferencias respecto al control
vehiculo (CNT VH) se expresan con asteriscos, * p< 0,05. Las diferencias respecto

a las hiperamonémicas vehiculo (HA VH) se expresan con una “a”, a p< 0,05.
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A las tres semanas de tratamiento con sulfato de pregnenolona
desaparece la disminucion de velocidad inducida por el sulfato de
pregnenolona a una semana, llegando a aumentarla
significativamente en las ratas hiperamonémicas respecto a las ratas

control vehiculo (Figura 35C).
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Figura 35: Efectos del tratamiento con sulfato de pregnenolona (PregS)
durante tres semanas sobre la actividad motora de 1 hora. Los valores son la
media = SEM de nueve ratas por grupo. Las diferencias respecto al control vehiculo

(CNT VH) se expresan con asteriscos, * p< 0,05.
3.5 El sulfato de pregnenolona aumenta los
niveles basales de GMPc y recupera la funcién de la

via Glu-NO-GMPc en ratas hiperamonémicas

Las ratas hiperamonémicas vehiculo presentaron niveles
basales de GMPc mas bajos (0,42 = 0,06 nM, p< 0,001) que las
control vehiculo (0,83 = 0,08 nM). El tratamiento crénico con sulfato
de pregnenolona aumentod de los niveles basales de GMPc tanto en las

ratas control (1,34 = 0,24 nM) como en las hiperamonémicas (2,11
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+= 0,25 nM). El aumento fue mucho mayor en las ratas

hiperamonémicas (502%) que en las control (161%o).
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Figura 36: El tratamiento cronico con sulfato de pregnenolona (PregS)
aumenta los niveles basales de GMPc de ratas controles (CNT) e
hiperamonémicas (HA). Los valores se expresan como media = SEM de las
fracciones basales de un total de 6 ratas por grupo. Las diferencias respecto al
control vehiculo (CNT VH) se expresan con asteriscos; * p< 0,05; ***p<0,001.
Las diferencias respecto a las hiperamonémicas vehiculo (HA VH) se expresan con
“a”; aaa p<<,001.

La administracion de NMDA a través de la sonda de
microdialisis activo la via y aumentdé (p<<0,001) el GMPc extracelular
en todos los grupos experimentales (282 + 44%, 261 + 40% y 235 +
64; control vehiculo, control con sulfato de pregnenolona e
hiperamonémicas con sulfato de pregnenolona respectivamente)
excepto en las hiperamonémicas vehiculo (123 =+ 12%). El
tratamiento con sulfato de pregnenolona en ratas hiperamonémicas
recuperé (p<0,001) totalmente la funcion de la via Glu-NO-GMPc
(Figura 37).
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Figura 37: El tratamiento crénico con sulfato de pregnenolona (PregS)
restaura la funcion de la via Glu-NO-GMPc en ratas hiperamonémicas. Las
sondas de microdialisis se insertaron en el cerebelo, se perfundio a 3 pl/min y se
tomaron muestras cada 30 minutos. Después de tomar cinco muestras para
determinar los niveles basales de GMPc, se administré durante el periodo de 30 min
indicado por la barra horizontal NMDA (0,5 mM) para activar la via Glu-NO-GMPc.
Los valores se dan como porcentaje del basal (media de las cinco primeras
fracciones) y son la media = SEM de seis ratas por grupo. Los valores
significativamente diferentes de las ratas control se indican mediante asteriscos,
*** p<0,001. Los valores significativamente diferentes del vehiculo se indican con

"a", aaa p<0,001

3.6 ElI tratamiento cronico con sulfato de
pregnenolona restaura la capacidad de aprendizaje
de una tarea de discriminacion condicionada en ratas
hiperamonémicas.

Las ratas hiperamonémicas vehiculo necesitaron un mayor
numero de ensayos (69 = 7 ensayos, p<0,05) para aprender la tarea
que las ratas control vehiculo (48 = 4 ensayos). La administracion
cronica de sulfato de pregnenolona restauré la capacidad de

aprendizaje de las ratas hiperamonémicas (50 +* 6 ensayos) sin

afectar a las controles (53 = 4 ensayos) (Figura 38).
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Figura 38: El tratamiento crénico con sulfato de pregnenolona (PregS)
restaura la capacidad de aprendizaje de una tarea de discriminaciéon
condicionada en ratas hiperamonémicas. Los valores son la media = SEM del
ndmero de ensayos necesarios para completar el aprendizaje del test de 10 ratas
por grupo. Las diferencias respecto al control vehiculo (CNT VH) se expresan con

asteriscos, * p< 0,05.
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V. Discusion

1. MODULACION DE LA VIA GLU-NO-GMPcCc POR

DISTINTOS NEUROESTEROIDES EN RATAS CONTROL.

La mayoria de los neuroesteroides (THDOC, alopregnanolona-
acetato, sulfato de pregnenolona, DHEAS) alteran la funciéon de la via
Glu-NO-GMPc cuando se administran a una concentracion 100 nM a
través de la sonda de microdialisis.

El transporte de neuroesteroides a través de las membranas de
las sondas es limitado. Las recuperaciones de sulfato de
pregnenolona y alopregnanolona-acetato través de la sonda de
microdialisis son del 13% y 9% respectivamente, lo que indica que la
concentracion real a la que los neuroesteroides actuan sobre los
receptores NMDA o GABA en nuestros experimentos seria de
alrededor de 9-15 nM, que se encuentra en el rango fisiolégico (74).

La ruta de acceso de los neuroesteroides a los receptores GABA
es compleja. Se ha descrito que sdlo los neuroesteroides que quedan
retenidos en las membranas pueden modular al receptor (172). Esto
sugiere que solo los neuroesteroides incorporados a las membranas y
su difusion lateral, pero no los niveles tisulares o extracelulares,
serian relevantes en la modulacion de los receptores GABAA,.

La respuesta a la administraciéon neuroesteroides es muy rapida
apoyando que los neuroesteroides, a concentraciones fisiologicas,
pueden modular rapidamente la funcién de la via Glu-NO-GMPc, los
niveles de GMPc y, por tanto, las funciones cerebrales moduladas por
esta via, como algunos tipos de memoria y aprendizaje, incluyendo la
tarea de discriminacion condicionada en el laberinto en Y estudiada

en esta tesis.
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Tabla 12: Resumen de los efectos de los neuroesteroides sobre los niveles

de GMPc y citrulina. Posibles mecanismos implicados.

Sin Sin +* Sin

THDOC 100 # ~50% # ~30% Agonista del
nM efecto efecto efecto receptor
GABAa
10 Sin #100% Sin #+ 100% +*
uM efecto efecto
Pregnanolona 100 Sin # ~20%, Sin + ~20%, +* Agonista del
nM efecto NS efecto NS receptor
10 ¥ ¥ 100% $-26% ¥ 100% +* GABAL
M ~60%
Pregnenolona 100 Sin Sin efecto Sin Sin efecto Sin Sin efecto
nM efecto efecto efecto o
4+
10 Sin Sin efecto  Sin Sin efecto  Sin
uM efecto efecto efecto o
4
Sulfato de 100 * ~ * ~69% *~80% +* ~43% 3 * Agonista del
pregnenolona nM 40% receptor
0 #* — *~80% — 3 +* NMDA
uM ~60%
DHEAS 100 ‘330% # 100% *#~50% #+ 80% £ 3 +* Agonista del
nM receptor
sigma 2>
antagonista
del receptor
NMDA
Alopregnanolona- 100 3100% #100% #~60% # 100% + — Antagonista
acetato nM del receptor
NMDA

C: Concentraciéon NS: No significativo

#= Disminucién #*=Aumento
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Cada neuroesteroide afecta la concentracion basal de GMPc
extracelular de modo diferente. La pregnhanolona, a altas
concentraciones pero no a bajas, redujo los niveles extracelulares de
GMPc. En contraste, la alopregnanolona-acetato, el sulfato de
pregnenolona y el DHEAS aumentaron el GMPc extracelular. El
THDOC y la pregnenolona no afectaron la concentracién basal de
GMPc extracelular (Tabla 12).

Los efectos de diferentes neuroesteroides sobre el aumento de
GMPc extracelular inducido por NMDA son también diversos. El sulfato
de pregnenolona aumento la liberacion de GMPc tras la activacion de
la via Glu-NO-GMPc por NMDA. ElI THDOC, la pregnanolona, la
alopregnanolona-acetato y el DHEAS abolieron casi completamente el
aumento de GMPc extracelular inducido por NMDA, mientras que la
pregnenolona no lo afectdé de manera significativa.

Los efectos de los neuroesteroides sobre el GMPc extracelular,
tanto basal como tras la activacion de la via Glu-NO-GMPc por NMDA,
pueden explicarse por sus acciones sobre los receptores sigma, GABA
o NMDA. Los posibles mecanismos de accion de los neuroesteroides
que se deducen de esta tesis se resumen en la Tabla 12 y en la
Figura 39.

La pregnanolona potencia la activacion de los receptores
GABA,a, comportandose como un agonista de estos receptores. Esto
esta de acuerdo con los efectos descritos en la literatura en otros
sistemas experimentales (161, 163). Los efectos de la pregnanolona
son similares a los del muscimol, agonista tipico de los receptores
GABAa, que también reduce el GMPc basal y el aumento inducido por
NMDA en cerebelo cuando se administra a través de la sonda de
microdialisis a concentraciones altas (10 uM), pero no a bajas (2 uM)
(74). La potencia de la pregnanolona para reducir el GMPc
extracelular es similar a la del muscimol.

La modulacion de la via Glu-NO-GMPc por el receptor GABAa ha

sido estudiada por Fedele y cols. (96). Demostraron que la
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administracion de muscimol en cerebelo a través de la sonda de
microdialisis previene el aumento de GMPc inducido por NMDA. Este
efecto inhibidor del muscimol se previene por la administracion previa
de bicuculina (antagonista de los receptores GABAA) confirmando que
esta mediado por la activacion del receptor GABAa.

Nuestro grupo también demostré que la administracion de
bicuculina a través de la sonda de microdidlisis en ratas
hiperamonémicas restaura la funcion de la via Glu-NO-GMPc al
contrarrestar el aumento del tono GABAeérgico en cerebelo inducido

por la hiperamonemia crénica (74).

Allopregnanolone-acetate THDOC Pregnanolone DHEAS

Pregnenolone
Ifat
sulfate cinw
NMDA Receptor Sigma Rffepi?r

GABA-A Receptor AW,

\//

m—3  Activation \ @
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Figura 39: Efectos de los diferentes neuroesteroides sobre los receptores

NMDA, sigma y GABA, y sobre la via Glu-NO-GMPc en ratas control.

El THDOC también potencia la activacion de los receptores
GABA,, comportandose como un agonista de estos receptores (173).
Sin embargo, la potencia de THDOC es inferior a la de la
pregnanolona y el muscimol. EI THDOC no reduce el GMPc
extracelular basal pero reduce drasticamente su aumento tras la

activacion de la via por NMDA. Estos efectos son idénticos a los
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inducidos por muscimol 2 uM en ratas hiperamonémicas (74), lo que
sugiere que el THDOC actua como un agonista del receptor GABAa.

Los efectos de THDOC y de pregnhanolona sobre la activacion de
la NOS inducida por NMDA (reflejada en el aumento de la citrulina
extracelular) son similares a los observados en la liberacion de GMPc
al medio extracelular inducida por NMDA. Esto sugiere que la
inhibicion de la via Glu-NO-GMPc por THDOC o pregnanolona es
debida a una reduccion de la activacion de la NOS en respuesta a la
activacion del receptor NMDA (174).

La pregnenolona no afecta la concentracion de GMPc basal ni el
aumento de GMPc extracelular inducido por NMDA. Esto sugiere que,
en las condiciones utilizadas, la pregnenolona no afecta la funcion del
receptor GABAA en el cerebelo. Esto esta de acuerdo con algunos
autores que indican que la pregnenolona esta desprovista de
actividad GABAérgica (175). Sin embargo, otros autores basandose
en mediciones indirectas, postulan que actia como un antagonista de
los receptores GABAA (176). En este ensayo clinico realizado en
humanos se concluydé que la administracion cronica de pregnenolona
antagoniza ciertos efectos agudos de las benzodiacepinas (reduce
significativamente la sedacién sin afectar los efectos amnésicos o la
ansiedad) comportandose como antagonista o agonista inverso de los
receptores GABAA.

El sulfato de pregnenolona potencia la respuesta a la activacion
de los receptores NMDA. Wu vy cols. demostraron que este
neuroesteroide modula positivamente el receptor NMDA en neuronas
de médula espinal (177). Esto explicaria el aumento de GMPc
extracelular inducido por el sulfato de pregnenolona. Al potenciar la
activacion de los receptores NMDA por el glutamato extracelular
enddégeno, aumentaria la funcion de la via Glu-NO-GMPc y los niveles
de GMPc en condiciones basales.

El sulfato de pregnenolona también potencia el aumento de

GMPc inducido por NMDA 0,2 mM, pero no por NMDA 0,5 mM, lo cual
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refuerza la idea de que actia aumentando la activaciéon los receptores
NMDA. En los experimentos realizados en ratas control en nuestro
grupo, la administracion de NMDA 0,5 mM induce la maxima
activacion posible de la via Glu-NO-GMPc (44). Esto explica la falta de
efecto del sulfato de pregnenolona sobre el aumento de GMPc
inducido por NMDA 0,5 mM que, al ser maximo, ya no puede ser
potenciado por el sulfato de pregnenolona.

La alopregnanolona-acetato aumenta los niveles basales de
GMPc extracelular y suprime completamente el aumento inducido por
NMDA. Estos efectos son idénticos a los inducidos por MK-801, un
antagonista de los receptores NMDA, que también aumenta los
niveles basales de GMPc y previene el aumento de GMPc inducido por
NMDA (53). Esto sugiere que, en las condiciones utilizadas, el
aumento de GMPc basal y la disminucién de la respuesta inducida por
NMDA son consecuencia del bloqueo de los receptores NMDA por
alopregnanolona-acetato, la cual actuaria como un antagonista de los
mismos en el cerebelo in vivo. Parece poco probable que los efectos
de alopregnanolona-acetato puedan estar mediados por un efecto
sobre los receptores GABAA. La potenciacion de la activacion de
receptores GABA, por muscimol conduce a una reducciéon de GMPc
basal (74). Una reducciéon similar del GMPc basal a la obtenida por el
muscimol (o al menos ningun efecto, pero no un aumento) seria lo
que se esperaria si la alopregnanolona-acetato actuara potenciando la
activacion de los receptores GABAa. El bloqueo de los receptores
GABA, con bicuculina aumenta el GMPc basal, pero no previene el
aumento de GMPc inducido por NMDA (74). Por lo tanto, incluso una
hipotética reduccion de la activacion de receptores GABAA no
explicaria los efectos de alopregnanolona-acetato. Aunque los datos
actuales no son suficientes para concluir que la alopregnanolona-
acetato sea un antagonista directo de los receptores NMDA, parece
que en el cerebelo in vivo ejerce este efecto directamente o

indirectamente.
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En la mayoria de las areas del cerebro, el DHEAS aumenta la
respuesta a la activacion de los receptores NMDA (178, 179). Se ha
propuesto que este aumento esta mediado por la activacion de
receptores sigma. Por ejemplo, Maurice y cols. (1997) mostraron que
la administracion de DHEAS atenua el deterioro del aprendizaje en
ratones tratados con dizocilpina (antagonista no competitivo del
receptor NMDA) en cerebelo y que este efecto esta mediado por los
receptores sigma; (178).

Aungque en otras areas cerebrales la activacion de receptores
sigma potencia la activacion del receptor NMDA (178, 179), en el
cerebelo la activacion de estos receptores sigma reduce la activacion
de los receptores de NMDA. Rao y cols. demostraron que la
administracion parenteral de opipramol (potente ligando del receptor
sigma) a ratones previene el aumento de GMPc inducido por la
administracion local de D-serina (co-agonista del receptor NMDA)
(180).

Estos datos indican que la activacion del receptor NMDA se
modula negativamente por agonistas de receptores sigma en
cerebelo. Esto explicaria los efectos del DHEAS observados en esta
tesis. Los efectos del DHEAS en el cerebelo son similares a los del
MK-801 (antagonista de los receptores NMDA) y la alopregnanolona-
acetato: aumento de los niveles basales de GMPc y abolicion
completa de la respuesta inducida por NMDA.

El DHEAS actuaria como un agonista del receptor sigma
conduciendo a una disminucién de la activacion de los receptores
NMDA en cerebelo. Esto se confirma en los experimentos realizados
con DTG, un agonista de los receptores sigma que afecta la funcién
de la via Glu-NO-GMPc del mismo modo que el DHEAS, como se
muestra en la Figura 22.

Los resultados presentados muestran que diferentes
neuroesteroides pueden modular rapidamente y a concentraciones

fisiologicas la funcion de la via Glu-NO-GMPc, la actividad de la NOS y
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la concentracidon extracelular de GMPc en el cerebelo, aunque cada
neuroesteroide lo hace por mecanismos diferentes, actuando sobre
diferentes receptores y produciendo efectos distintos.

Todos los neuroesteroides se sintetizan a partir del colesterol
por las vias descritas en la Introduccion (Figura 12). Pequefios
cambios en la regulacién de algun paso de la sintesis pueden alterar
los niveles cerebrales de algunos neuroesteroides. Los resultados
indican que cambios en el patron de neuroesteroides se traducirian
en cambios rapidos en la modulacion de la neurotransmision
inhibitoria  (receptores GABA,.) Yy excitatoria (receptores NMDA),
modificando la funcion de vias de transduccion de sefiales asociadas a
dichos receptores, incluida la via Glu-NO-GMPc. Esto permite que los
neuroesteroides puedan modular rdpidamente el equilibrio entre la
neurotransmision excitatoria e inhibitoria.

El hecho de que diferentes neuroesteroides puedan modular de
distintas formas la funcion de la via Glu-NO-GMPc y los niveles de
GMPc extracelular sugiere que estos neuroesteroides también pueden
modular los procesos cerebrales regulados por esta via, como por
ejemplo, ciertos tipos de aprendizaje y de memoria (130, 131).

El metabolismo y los niveles de neuroesteroides en cerebro se
alteran en diversas situaciones patoldgicas como en las enfermedades
de Alzheimer (181) o de Parkinson (182) y, como se resume en el
apartado siguiente, en encefalopatia hepatica e hiperamonemia (183)
(74). Los déficits neurocognitivos en la esquizofrenia se han asociado
con alteraciones en los niveles sanguineos de neuroesteroides (184).

Las alteraciones en los niveles de neuroesteroides, y/o en sus
efectos sobre la neurotransmision y la via Glu-NO—GMPc pueden
contribuir al deterioro cognitivo y motor en estas situaciones
patoldgicas, incluyendo la hiperamonemia y la encefalopatia hepatica
cronicas, y posiblemente en otras.

Entender la modulacion de la via Glu-NO-GMPc por

neuroesteroides nos ha permitido disefiar y ensayar un tratamiento
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para restaurar la funciéon de la via y la funcién cognitiva en ratas con
hiperamonemia cronica, como se discute mas adelante.
Aproximaciones terapéuticas similares podrian ser Utiles en
encefalopatia hepatica y, posiblemente, en otras situaciones

patoldgicas.

2. EFECTOS DE LA HIPERAMONEMIA SOBRE LA
MODULACION POR NEUROESTEROIDES DE LA

FUNCION DE LA VIA GLU-NO-GMPcC

La hiperamonemia es un contribuyente esencial en la
patogénesis de las alteraciones neuroldégicas en pacientes con cirrosis
y encefalopatia hepatica. Ahboucha y cols. analizaron el contenido de
algunos neuroesteroides en cerebros de pacientes fallecidos por coma
hepatico. Los niveles de alopregnanolona en cerebro de estos
pacientes estaban aumentados respecto a los controles y a los
cirroticos sin encefalopatia hepatica. La concentracion de la
pregnenolona también estaba aumentada, mientras que los niveles
de THDOC estaban por debajo de los niveles de deteccidon en todos
los grupos (165). El aumento de los niveles de neuroesteroides puede
contribuir a las alteraciones en la neurotransmision y en la funcién
cognitiva.

Nuestro grupo ha comprobado que la hiperamonemia crénica
per se altera los niveles de neuroesteroides en distintas areas
cerebrales en rata (74).

Las alteraciones en Ilos niveles de neuroesteroides son
diferentes en distintas areas cerebrales. Como podemos ver en la
Tabla 13, en ratas con hiperamonemia crénica hay un aumento en la
alopregnanolona-acetato y el THDOC en la corteza cerebral, mientras
que la pregnenolona o la progesterona no se alteran. En cerebelo en
cambio, el THDOC y la pregnenolona aumentan en las ratas

hiperamonémicas, mientras que la alopregnanolona-acetato o la
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progesterona no se modifican (74). El neuroesteroide mas afectado
en hiperamonemia es la pregnanolona, cuya concentracion se duplica
en cerebelo y aumenta cinco veces en corteza (74).

Tabla 13: Niveles de neuroesteroides en cerebelo y corteza de ratas control

e hiperamonémicas.

Ratas Ratas Ratas Ratas
control hiperamonémicas control hiperamonémicas
(pmol/g) (pmol/g) (pmol/g) (pmol/g)
THDOC 9+1 162** 12+1 1942**
Pregnenolona 5,2+1,0 7,6+0,9* 4,4+0,9 3,9+1,0
Alopregnanolona- 1,6+0,5 1,8+0,4 2,3+0,5 4,6+1,2*
acetato
Pregnanolona 3,0+0,6 6,4+0,6* 1,8+0,4 9,0+0,9**
Progesterona 16+3 18+1 12+3 10+2

Los valores son la media = SEM de 11 ratas por grupo. Las diferencias respecto a
las ratas control se expresan con asteriscos; * p< 0,05; **p<0,01l. Tomado de
(74).

Dado que tanto THDOC como pregnanolona reducen la funcion
de la via Glu-NO-GMPc, estos aumentos en THDOC y pregnanolona en
ratas hiperamonémicas contribuirian al aumento del tono GABAérgico
y a la reduccion de la funcion de la via Glu-NO-GMPc en el cerebelo y,
en consecuencia, de la capacidad de aprendizaje de la tarea de
discriminaciéon condicionada de laberinto Y, que se modula por esta
via (29).

Los resultados de esta tesis muestran que la hiperamonemia, a
concentraciones de amonio similares a las encontradas en pacientes
con cirrosis hepéatica, ademas de modificar los niveles de
neuroesteroides, también altera cualitativa y/o cuantitativamente la
modulacion de la via Glu-NO-GMPc por algunos neuroesteroides en el
cerebelo (174).

114



V. Discusion
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Figura 40: Efectos de la hiperamonemia crénica sobre la modulacion por
diferentes neuroesteroides de los receptores NMDA, sigma y GABA, y de la
via Glu-NO-GMPc en cerebelo.

En la Figura 40 se resumen los efectos de la hiperamonemia
cronica sobre la modulacion por los diversos neuroesteroides
estudiados en esta tesis de los receptores sigma, NMDA y GABAA en
cerebelo.

La hiperamonemia cronica potencia el efecto inhibidor del
THDOC sobre la funcién de la via Glu-NO-GMPc. Esto podria ser
debido al aumento del tono GABAérgico en el cerebelo de las ratas
hiperamonémicas (74), que aumentaria la sensibilidad de los
receptores GABA, Yy, subsecuentemente, de la via Glu-NO-GMPc a los
agonistas de estos receptores. Este efecto es similar al inducido por el
muscimol (agonista de los receptores GABA,). La administracion de
muscimol 10 uM disminuye el aumento de GMPc inducido por NMDA
en ratas control e hiperamonémicas. Sin embargo, el muscimol 2 pM

soOlo produce este efecto en las ratas hiperamonémicas, lo que indica
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que la hiperamonemia aumenta el tono GABAérgico y la sensibilidad a
agonistas del receptor GABAA en cerebelo (74). Los resultados
obtenidos con la administracion de THDOC corroboran el aumento del
tono GABAérgico en cerebelo de las ratas hiperamonémicas.

La pregnenolona no afecta el aumento de GMPc inducido por
NMDA en las ratas control, pero lo reduce significativamente en ratas
hiperamonémicas indicando una reduccion la funcion de la via Glu-
NO-GMPc. Estos resultados sugieren que la pregnenolona a
concentraciones fisiolégicas no afectaria la modulacion de los
receptores GABAx 0 NMDA en condiciones normales. Sin embargo,
podria comportarse como un agonista débil del receptor GABAA, que
sélo se reflejaria en aumento de las respuestas a la activacion de este
receptor en condiciones en las que el tono GABAérgico se encuentre
previamente aumentado, como ocurre en la hiperamonemia cronica.

Otra posible explicacion se basaria en la propuesta de algunos
autores que sugieren que la pregnenolona esta desprovista de
actividad GABAérgica (175) pero puede actuar como agonista de
receptores sigma (185, 186), aunque menos eficientemente que
otros neuroesteroides como la progesterona o DHEAS. La
pregnenolona 100 nM podria activar los receptores sigma en ratas
hiperamonémicas pero no en ratas control, debido a una mayor
sensibilidad o activacion ténica de los receptores sigma en
hiperamonemia. Como se menciond anteriormente, la activacion de
los receptores sigma en cerebelo reduce los efectos de la activacion
de los receptores NMDA. Esta podria ser una explicacion alternativa
de los efectos de la pregnenolona en ratas con hiperamonemia.

La pregnanolona actua como agonista de los receptores GABAx
en ratas control (161, 163), pero como un antagonista de los
receptores NMDA en ratas con hiperamonemia (174). En ratas
hiperamonémicas la pregnanolona aumenta el GMPc basal e inhibe
completamente la funcion de la via Glu-NO-GMPc. Los antagonistas

del receptor NMDA también aumentan el GMPc basal (53), mientras
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que los agonistas de los receptores GABAA no lo hacen (74). En
condiciones normales la pregnanolona es mas potente como agonista
de los receptores GABAA que como antagonista de los receptores
NMDA (187). Los resultados de esta tesis demuestran que, en
condiciones de hiperamonemia, la pregnanolona actua principalmente
como un antagonista de los receptores NMDA. Esto explica el
aumento de GMPc basal, similar al inducido por el MK-801,
antagonista del receptor NMDA (53) que no se produce en las ratas
control y la aboliciobn completa del aumento de citrulina y de GMPc
inducido por NMDA. Una posible explicacion de porquée Ila
pregnanolona actida como un antagonista de los receptores NMDA en
hiperamonemia, pero no en ratas control, seria el aumento ténico de
la activacion de los receptores NMDA en hiperamonemia (53), lo que
haria que los receptores NMDA fueran mas sensibles a la inhibicién
por pregnanolona.

La hiperamonemia potencia los efectos de la alopregnanolona-
acetato. Esto es lo esperable si actia como antagonista del receptor
NMDA. Al estar aumentada la activacion ténica del receptor NMDA en
hiperamonemia (53), su bloqueo por antagonistas conduce a un
mayor aumento del GMPc extracelular que en las ratas control. Esto
mismo ocurre con el MK-801 que aumenta el GMPc extracelular
mucho mas en ratas hiperamonémicas que en controles. El
mecanismo responsable de este aumento ha sido descrito por El-Mlili
y cols. (2008): la hiperamonemia reduce la actividad basal de la
6xido nitrico sintasa neuronal (NOSn) y su activacion tras la
activacion del receptor NMDA. La reduccion de la actividad basal de la
NOS se debe al aumento de la fosforilacion de la serina 847 (Ser847),
que reduce la actividad basal de la NOSn en aproximadamente un
40%. La administracion de MK-801, un antagonista del receptor
NMDA, disminuye la actividad de la calcio calmodulin quinasa Il
(CaMKIl), reduciendo la fosforilacion de la Ser847 y restaura la

activacion de la NOSnh.
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La hiperamonemia no altera el efecto del DHEAS sobre la
funcion de la via Glu-NO-GMPc. ElI DHEAS aumenta los niveles
basales de GMPc extracelular e inhibe completamente el aumento de
GMPc inducido por NMDA tanto en ratas control como en
hiperamonémicas. El DHEAS actlua como agonista de los receptores
sigma (178). Esto ocurriria tanto en ratas control como en
hiperamonémicas.

El sulfato de pregnenolona potencia la respuesta a la activacion
de los receptores NMDA (188) lo que explicaria el aumento de GMPc
extracelular inducido por el sulfato de pregnenolona en condiciones
basales en las ratas control. En ratas hiperamonémicas el sulfato de
pregnenolona restaura completamente la activacion de la NOS y la
funcion de la via Glu-NO-cGMP. Esta mejora en la funcion de la via
Glu-NO-GMPc esta de acuerdo con los efectos descritos por Reddy y
cols. (189). Comprobaron que la administracion de sulfato de
pregnenolona mejoraba la ejecucion de una tarea de evitacion pasiva
en ratones que habian sido tratados previamente con dizocilpina
(antagonista del receptor NMDA). La administracion previa de un
inhibidor de la NOS previene la mejoria inducida por el sulfato de
pregnenolona. Esto indica que la menor formaciéon de NO esta
implicada en el deterioro de los procesos de aprendizaje y la memoria
inducidos por la dizocilpina y que la recuperacion de la formacion de
NO en respuesta a la activacion del receptor NMDA esta implicada en
los efectos beneficiosos y antiamnésicos del sulfato de pregnenolona.

El aumento de los niveles de amonio alcanzados en el modelo
de hiperamonemia crénica en rata utilizado en esta tesis es del
mismo orden que en pacientes con cirrosis hepatica (36). Por tanto,
los efectos de la hiperamonemia sobre la modulacion de los
receptores GABAA, NMDA y sigma por los neuroesteroides discutidos
anteriormente pueden ocurrir del mismo modo en pacientes con
cirrosis y encefalopatia hepatica minima. La concentracion de algunos

neuroesteroides aumenta en cerebro de pacientes cirréticos fallecidos
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con encefalopatia hepéatica (165) y en ratas con hiperamonemia
cronica (74). Esto sugiere que la hiperamonemia seria el principal
contribuyente a los cambios en los niveles de neuroesteroides y en su
accion sobre la neurotransmision en la encefalopatia hepatica. Se ha
propuesto que el sistema de neuroesteroides juega un papel en la
fisiopatologia de este sindrome y puede ser una diana terapéutica
para el tratamiento de la encefalopatia hepatica (183).

Tabla 14: Efectos de la hiperamonemia crénica sobre la modulacién por los

neuroesteroides de receptores NMDA, GABA, Yy sigma.

Ratas control Ratas hiperamonémicas
THDOC Agonista GABA, Agonista GABA, (mas potente

que en controles)

Pregnanolona Agonista GABA, Antagonista NMDA
DHEAS Agonista sigma Agonista sigma
Pregnenolona Sin efecto Agonista sigma o0 agonista
GABA,
Sulfato de Agonista NMDA Agonista NMDA (mas potente
pregnenolona que en controles)
Alopregnanolona- Antagonista NMDA Antagonista NMDA (mas
acetato potente que en controles)

Aparecen subrayados los efectos que cambia la hiperamonemia.

Los resultados presentados en esta tesis muestran que la
hiperamonemia cronica moderada, similar a la presente en los
pacientes con cirrosis hepatica, altera los efectos de diferentes
neuroesteroides sobre la modulaciéon de la via Glu-NO-GMPc y del
GMPc extracelular (Tabla 14). Estos efectos se pueden resumir del
siguiente modo:

e La hiperamonemia potencia las acciones de THDOC como
agonista de los receptores GABA., de alopegnanolona-
acetato como antagonista del receptor NMDA y de sulfato
de pregnenolona como potenciador de la activacion del

receptor NMDA.
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e La hiperamonemia modifica los tipos de efectos de
pregnanolona y de pregnenolona (Figura 40):

0 La pregnanolona actia como un agonista del
receptor GABAA en ratas de control, pero como un
antagonista del receptor NMDA en ratas
hiperamonémicas.

o0 La pregnenolona (a 100 nM) no induce ningun
efecto en las ratas de control, pero reduce la
funcion de la via GIlu-NO-GMPc en las ratas
hiperamonémicas, porque actua como agonista del
receptor GABAA, 0 como un agonista del receptor
sigma que conduce a una reduccién de la activacion
del receptor NMDA.

Los efectos de los neuroesteroides sobre la citrulina extracelular
son esencialmente los mismos que sobre el GMPc, lo que indica que
todos los neuroesteroides afectan la funcion de la via Glu-NO-GMPc
actuando sobre la activacion de la NOS o en una etapa anterior, como
por ejemplo, en la propia activacién del receptor NMDA.

Los neuroesteroides que reducen la funcibn de Ila via
(pregnanolona, THDOC, alopregnanolona-acetato o DHEAS) pueden
contribuir al deterioro cognitivo en hiperamonemia y encefalopatia
hepatica. La pregnenolona deterioraria la funcidon cognitiva en
condiciones de hiperamonemia, pero no en condiciones fisiologicas.

La restauracion de la via Glu-NO-GMPc en hiperamonemia por
sulfato de pregnenolona sugiere que este neuroesteroide podria
ejercer efectos beneficiosos en el tratamiento de alteraciones
cognitivas en hiperamonemia y encefalopatia hepatica cronicas que
estan mediadas por la reduccion de la funcién de la via Glu-NO-GMPc,

como la tarea de discriminacion condicionada en un laberinto en Y.
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3. TRATAMIENTO CRONICO INTRACEREBRAL CON
SULFATO DE PREGNENOLONA EN RATAS CONTROL E

HIPERAMONEMICAS

3.1 ElI tratamiento cronico con sulfato de
pregnenolona restaura la funcion de la via Glu-NO-
GMPc en cerebelo y la capacidad de aprendizaje en el

laberinto en Y en ratas hiperamonémicas.

Tras el andlisis de los resultados de los experimentos de
microdialisis se observd que la administracion aguda de sulfato de
pregnenolona, que actua como modulador positivo del receptor NMDA
en cerebelo de ratas control (190) e hiperamonémicas (174),
restaura la funcion de la via GIlu-NO-GMPc en las ratas
hiperamonémicas. Dado que el deterioro en la funcion de esta via es
responsable de la disminucion de la capacidad de aprendizaje de la
tarea de discriminacion condicionada en el laberinto en Y,
hipotetizamos que el tratamiento crénico con el sulfato de
pregnenolona podria restaurar la capacidad de aprendizaje en ratas
hiperamonémicas. Por esta razén, analizamos los efectos de la
administracion cronica de sulfato de pregnenolona sobre la funcion de
dicha via y sobre el aprendizaje de la tarea de discriminacion
condicionada en un laberinto en Y.

Datos previos de Lauderell y cols. también sugieren que el
sulfato de pregnenolona podria mejorar el aprendizaje. Ensayaron su
administraciéon croénica intracerebroventricular en ratones mediante el
uso de mini bombas osmoéticas durante 3 6 6 dias antes de realizar un
test de discriminacion de brazo en un laberinto en Y. El test consiste
en dos ensayos separados por un intervalo de tiempo, en el primer
ensayo, un brazo se cerrdé y a los ratones se les permitié visitar los
dos brazos accesibles. Al cabo de 2 6 6 horas, se abri6 el brazo y se

dej6é que los ratones exploraran de nuevo. La administracion de
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sulfato de pregnenolona aumentd significativamente la memoria de
modo que pasaron mas tiempo explorando el brazo nuevo (191).
Tanto en este estudio de Lauderell y cols. como en el nuestro, el
sulfato de pregnenolona se administra intracerebralmente con mini
bombas osméticas porque el sulfato de pregnenolona no atraviesa
como tal la barrera hematoencefalica. Los esteroides necesitan tener
alta lipofilia para poder atravesar la barrera hematoenceféalica. El
sulfato de pregnenolona se hidroliza a pregnenolona (192) y no
atraviesa como tal la barrera hematoencefalica. Empleamos de mini
bombas osmodticas para la administracion intracerebroventricular de
sulfato de pregnenolona a las ratas para conocer exactamente la
cantidad de sulfato de pregnenolona administrado y garantizar que se
alcanza en cerebro la concentracion deseada.

Nuestro grupo ha descrito que la capacidad de aprendizaje de
una tarea de discriminacion condicionada en el laberinto en Y
depende fundamentalmente de la funcidén de la via Glu-NO-GMPc en
cerebelo (29). Hemos comprobado en distintos modelos animales que
existe una excelente correlacion entre la funcion de la via Glu-NO-
GMPc en cerebelo in vivo y la capacidad de aprendizaje de la tarea en
el laberinto en Y. Cuando disminuye la formacién de GMPc en
respuesta a la activacion del receptor NMDA, por ejemplo en ratas
con hiperamonemia, encefalopatia  hepéatica o0  expuestas
prenatalmente a bifenilos policlorados (PCBs) o metilmercurio,
disminuye la capacidad de aprender este test (29, 101, 193). Cuando
aumenta la funcién de la via Glu-NO-GMPc en cerebelo, por ejemplo
en ratas prenatalmente expuestas a PBDE99 también aumenta la
capacidad para aprender esta tarea (194).

Por otra parte, los tratamientos que restauran la funcion de la
via Glu-NO-GMPc en cerebelo de ratas con hiperamonemia o
encefalopatia hepatica como la administracion de inhibidores de la
fosfodiesterasa que degrada GMPc (zaprinast o sildenafilo) también

restauran la capacidad de aprender la tarea en el laberinto en Y (70).
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La funcion de la via y la capacidad de aprendizaje también se
recuperan con la administracion de ibuprofeno (73) o inhibidores de
la MAP kinasa p38 (141) en ratas con encefalopatia hepatica debida a
anastomosis portocava.

La administraciéon crénica del sulfato de pregnenolona consigui6
restaurar los niveles basales de GMPc y la funciéon de la via Glu-NO-
GMPc en cerebelo de ratas hiperamonémicas. Esta normalizacion de
los niveles extracelulares de GMPc permitio recuperar la capacidad de
aprendizaje de la tarea de discriminacion condicionada en un

laberinto en Y en las ratas hiperamonémicas.

3.2 ElI tratamiento crénico con sulfato de
pregnenolona no afecta la actividad motora

espontanea.

Estudiamos también los efectos de la administracion crénica de
sulfato de pregnenolona sobre la actividad motora en las ratas a una
y tres semanas de tratamiento.

No encontramos diferencias en la actividad motora en 60
minutos entre las ratas control e hiperamonémicas. La administracion
cronica de sulfato de pregnenolona no afecta los movimientos
ambulatorios ni los verticales ni a una ni a tres semanas de
tratamiento.

El tratamiento durante una semana con sulfato de
pregnenolona disminuye la distancia recorrida por las ratas control y
la velocidad media tanto en ratas control como hiperamonémicas.
Este efecto, desaparece a las tres semanas de tratamiento llegando a
aumentarla significativamente en las ratas hiperamonémicas respecto
a las ratas control.

La falta de efecto del sulfato de pregnenolona sobre la actividad
motora coincide con la encontrada por Melchior y Ritzmann (195),

que evaluaron la actividad motora y la ansiedad en un laberinto en
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cruz elevado en ratones tratados con sulfato de pregnenolona. No
encontraron ningun efecto sobre la actividad motora.

El control de la actividad motora es un fendmeno complejo en el
que intervienen diversos circuitos neuronales, incluyendo el circuito
de los ganglios basales-talamo-corteza. El hecho de que el sulfato de
pregnenolona no altere la actividad motora ni en ratas control ni
hiperamonémicas podria deberse a que no afecte los procesos

cerebrales implicados en el control de este comportamiento.

3.3 ElI tratamiento cronico con sulfato de
pregnenolona normaliza los niveles basales de GABA
extracelular y la coordinacion motora en ratas

hiperamonémicas.

El sulfato de pregnenolona administrado cronicamente también
normaliza los niveles de GABA extracelular en el cerebelo de las ratas
hiperamonémicas. La hiperamonemia cronica aumenta Ila
concentracion de GABA extracelular en cerebelo (74). El tratamiento
con sulfato de pregnenolona la normaliza, reduciéndola a niveles
similares a los de las ratas control. Un mecanismo por el que el
sulfato de pregnenolona podria reducir los niveles de GABA
extracelular en cerebelo podria ser por la inhibicion de la liberacion de
GABA. Esto se ha descrito en determinadas condiciones en
hipocampo. Teschemacher y cols. utilizaron la frecuencia de
corrientes postsinapticas inhibitorias (mIPSCs) en presencia de TTX
(para bloguear el potencial de accién) como un indice de la liberaciéon
de GABA independiente del potencial de accidon. Encontraron que el
sulfato de pregnenolona disminuye la frecuencia de mIPSCs, lo que
sugiere que podria inhibir la liberacion de GABA espontanea en el
hipocampo (196). Mtchedlishvili y Kapur obtuvieron resultados
similares al estudiar la liberacibn de GABA dependiente e
independiente del potencial de accidn en hipocampo, demostrando

que el sulfato de pregnenolona puede inhibir la liberacién de GABA en
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V. Discusion

ambos casos. Esta inhibicién parece estar mediada por proteinas Gij/
(197).

Efectos similares a los observados en hipocampo podrian
explicar la disminucion de GABA extracelular producida por el sulfato
de pregnenolona en cerebelo de ratas hiperamonémicas. El
tratamiento créonico con sulfato de pregnenolona también reduce
ligeramente el GABA extracelular en ratas control pero el efecto no es
estadisticamente significativo.

La coordinacion motora se modula esencialmente por Ila
neurotransmision GABAérgica en cerebelo. Los niveles basales de
GABA en cerebelo modulan la coordinacion motora (100). El aumento
del tono GABAérgico y la activaciéon ténica de los receptores GABA en
cerebelo inducen incoordinacion motora (100).

La exposicion a contaminantes ambientales como los bifenilos
policlorados aumentan el GABA extracelular en cerebelo y la
activacion tonica de los receptores GABAa. Existe una excelente
correlacion entre la concentracion de GABA extracelular en cerebelo y
la incoordinacion motora, lo que indica que el aumento de GABA
extracelular seria responsable del deterioro de la coordinacion motora
en animales expuestos perinatalmente a estos contaminantes (101).

Dado que los niveles de GABA extracelular estan relacionados
con la incoordinacion motora (98) (101), el hecho de que el
tratamiento cronico con sulfato de pregnenolona normalice los niveles
de GABA extracelular parece ser la causa mas probable de la mejora
de la coordinacion motora en ratas hiperamonémicas. De hecho, en
nuestro estudio también existe una clara correlacion entre los niveles
extracelulares de GABA y el numero de resbalones en el test de

coordinacion motora del beam-walking.

Los resultados obtenidos en esta tesis nos han permitido
identificar un neuroesteroide, el sulfato de pregnenolona, como un

posible agente terapéutico para mejorar el deterioro cognitivo y la
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incoordinacibn motora en pacientes con encefalopatia hepatica
minima o clinica. El tratamiento con sulfato de pregnenolona restaura
la coordinacion motora en ratas con hiperamonemia. Dado que los
pacientes con encefalopatia hepatica manifiestan problemas en la
coordinacion motora (77, 198), el tratamiento con sulfato de
pregnenolona o sus precursores, podria mejorar la coordinacion
motora.

Los pacientes con encefalopatia hepatica minima o clinica
también presentan deterioro cognitivo que comienzan con falta de
concentracion y de atencion, enlentecimiento psicomotor y una
disminucion progresiva de la capacidad intelectual. Nuestros datos
muestran que el tratamiento con sulfato de pregnenolona también
restaura la capacidad de aprendizaje de la tarea de discriminacion
condicionada en el laberinto en Y, lo que sugiere que el aumento de
los niveles de sulfato de pregnenolona también podria mejorar la
funcion cognitiva en pacientes con encefalopatia hepatica. Este
aumento se podria conseguir administrando los precursores
adecuados.

El uso de neuroesteroides puede ser una nueva alternativa
terapéutica que podria ser util para mejorar la funcidn cognitiva y
motora y la calidad de vida de pacientes con encefalopatia hepatica

minima o clinica.
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V1. Conclusiones

1. Distintos neuroesteroides administrados de forma aguda a
través de la sonda de microdialisis modulan de forma rapida la
activacion de la via glutamato-6xido nitrico-GMPc en cerebelo de
ratas control a través de la modulacion de receptores GABAA, NMDA o
sigma.

La pregnenolona, la pregnanolona y el THDOC no afectan el
GMPc basal, mientras que el DHEAS, la alopregnanolona-acetato y la
pregnenolona sulfato lo aumentan. EI DHEAS, la pregnanolona, la
alopregnanolona-acetato y el THDOC reducen el aumento de GMPc
inducido por NMDA, la pregnenolona sulfato lo aumenta y la
pregnenolona no lo modifica.

El THDOC y la pregnanolona actuan como agonistas del
receptor GABA,. La alopregnanolona-acetato actia como antagonista
del receptor NMDA vy el sulfato de pregnenolona potencia su
activacion. El DHEAS actua sobre como agonista del receptor sigma
modulando negativamente al receptor NMDA. La pregnenolona no
ejerce ningun efecto.

2. Los neuroesteroides afectan de modo similar los niveles
extracelulares de GMPc y de citrulina. Esto indica que los
neuroesteroides regulan la funcion de la via Glu-NO-GMPc modulando
la activacion de la NOS o un paso anterior.

3. La hiperamonemia crénica con niveles de amonio similares a los
de pacientes con cirrosis y encefalopatia hepatica altera la
modulacion por los neuroesteroides de los receptores GABAA, NMDA y
sigma y de la via Glu-NO-GMPc.

La hiperamonemia potencia las acciones de THDOC como
agonista de los receptores GABAA, de alopegnanolona-acetato como
antagonista del receptor NMDA y de sulfato de pregnenolona como
potenciador de la activacion del receptor NMDA. No altera los efectos
del DHEAS y modifica los tipos de efectos de pregnanolona y de
pregnenolona. La pregnanolona actia como agonista GABAa en ratas

control 'y como antagonista NMDA en hiperamonémicas. La
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pregnenolona no tiene ningun efecto en ratas control pero actla
como agonista de receptores GABAA 0 sigma en hiperamonémicas.

4. El tratamiento cronico con sulfato de pregnenolona normaliza
los niveles de GABA extracelular en cerebelo y elimina Ila
incoordinacion motora en ratas hiperamonémicas.

5. El sulfato de pregnenolona administrado cronicamente no
modifica la actividad motora espontanea.

6. La administracion cronica de sulfato de pregnenolona restaura
la funcion de la via Glu-NO-GMPc y los niveles de GMPc extracelular
en ratas hiperamonémicas.

7. El tratamiento cronico intracerebral con sulfato de pregnenolona
restaura la capacidad de aprendizaje de una tarea de discriminacion
condicionada en un laberinto en Y en ratas hiperamonémicas.

8. Tratamientos que aumenten los niveles de sulfato de
pregnenolona en cerebro podrian mejorar la funcion cognitiva y la
coordinacion motora en pacientes con encefalopatia hepatica minima

o clinica.
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