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I. INTRODUCCION






1. Hiperamonemia y encefalopatia hepatica

1.1 Metabolismo y toxicidad del amonio

El amonio tiene un papel fundamental en la homeostasis del
nitrégeno y participa en el catabolismo y anabolismo de
compuestos importantes para el organismo. Es un producto de la
degradacion de aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos y otros
compuestos, y es el principal producto del metabolismo
nitrogenado en todas las células del organismo (Datta et al.,
1976; Frisell et al., 1982). Tras las reacciones de desaminacién
de los aminoécidos, el amonio producido debe ser excretado.
Diferentes organismos, lo excretan de diferentes formas, los
organismos ureotélicos excretan urea, los uricotélicos éacido
urico y los amoniotélicos amoniaco.

En la especie humana y mamiferos, el amonio es un compuesto
muy téxico que se elimina principalmente en el higado mediante
su incorporacién en urea, en el llamado ciclo de la urea. Esta

pasa al torrente sanguineo y es eliminada en la orina.



El higado es el unico 6rgano que expresa todos los enzimas del
ciclo de la urea. El resto de tejidos no pueden eliminar el amonio
incorporandolo en urea. Para prevenir los efectos toxicos de los
niveles altos de amonio, estos 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 eliminacién.
El proceso de detoxificacion del amonio en tejidos no hepéticos
es el siguiente: el amonio se une al glutamato mediante una
reaccion catalizada por la glutamina sintetasa, formando
glutamina, que pasa a la corriente sanguinea, desde donde la
captura el higado, que la hidroliza de nuevo en glutamato y
amonio por accién de la glutaminasa. Este amonio es entonces
incorporado en urea y eliminado en la orina.

Los niveles de amonio en sangre (= 100 uM en el hombre, = 150
HM en la rata) estan estrictamente regulados. Su concentracién
es el resultado del equilibrio entre su formacién y degradacion

por diferentes sistemas. Ademas de los del ciclo de la urea, otros



enzimas importantes en el metabolismo del amonio son la
Vglutaminasa, glutamina sintetasa, glutamato deshidrogenasa,
AMP (adenosin-monofosfato) desaminasa y los enzimas que
constituyen el llamado ciclo de los nucleétidos de purina. En los
mamiferos los enzimas mas importantes involucrados en los
procesos de eliminacion del amonio son carbamil fosfato

sintetasa, glutamina sintetasa y glutamato dehidrogenasa.

1.2 Glutamina

La glutamina sintetasa esta presente en gran cantidad en el
higado y en el cerebro. También se encuentra en musculo
esquelético, corazdn, rifién y otros Organos y se considera la
enzima principal encargada de la eliminacién del exceso de
amonio fuera del higado. La glutamina sintetasa tiene un papel
muy importante en el sistema nervioso central (SNC) donde se
localiza en los astrocitos (Martinez-Hernandez et al., 1977,
Norenberg y Martinez-Hernandez, 1979), jugando un papel
esencial en el ciclo glutamato-glutamina entre astrocitos y

neuronas (Figura 1).



La formacién de glutamina por la glutamina sintetasa mediante
la incorporacién de una molécula de amonio a una de glutamato
es el principal mecanismo por el que se detoxifica el amonio en
cerebro.
Glutamato + NH; + ATP — Glutamina + ADP + Pi

La glutamina es liberada al torrente sanguineo y sirve como un
transportador no téxico del amonio hasta el higado (Figura 1).
Por tanto, la incorporacion en urea es el mecanismo ultimo de
eliminacién de la mayor parte del amonio en humanos y otros
animales urotélicos. Cuando esta eliminacién de amonio no se
produce adecuadamente por alguna razon, los niveles de amonio
en sangre y tejidos aumentan conduciendo a estados de

hiperamonemia.



SNAT1/2 Neuron

Na'fc
SNAT3/5
Astrocyte
SNAT3/5
SNAT1/2
Neuron

Figura 1. Ciclo glutamato-glutamina

GS: glutamina  sintetasa; PAG: glutaminasa; SNAT:
transportador de glutamina; Glu: glutamato; Gln: glutamina;
TCA: acidos tricarboxilicos; aKG: a-cetoglutarato



1.3 Situaciones clinicas de hiperamonemia

Existen muchas situaciones patologicas que van asociadas a
estados de hiperamonemia. La mas frecuente es el fallo hepatico
cronico (cirrosis hepética, hepatitis,...). El fallo hepatico agudo
es menos frecuente y conduce a niveles muy elevados de
hiperamonemia, debidos a la no detoxificacion del amonio como
consecuencia de la muerte de las células hepaticas.

El fallo hepético crénico puede tener diferentes causas: consumo
de alcohol, infeccidn por virus, autoinmune, etc, y conduce a
una disminucién de la eliminacién del amonio en el higado y a
hiperamonemia. En el fallo hepético crénico el principal factor
responsable de la hiperamonemia es la deficiente circulacion de
la sangre a través del higado, lo que disminuye Ila
metabolizacion del amonio. La derivacion porto-sistémica de la
circulacién de la sangre ocurre tras una intervencion quirurgica
en un paciente con una enfermedad hepatica crénica o
espontaneamente en pacientes cirréticos debido a la hipertensién

portal. La desviacion de la sangre 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 funcion.
Otro factor que contribuye a la hiperamonemia en los pacientes
con cirrosis hepética es el aumento de la produccién de amonio
debido al aumento de la glutaminasa intestinal (Romero-Gomez
et al, 2004).

La hiperamonemia puede ser también debida a errores
congénitos de enzimas del ciclo de la urea como, por ejemplo:
en ornitina transcarbamilasa (que es la mas frecuente), carbamil
fosfato sintetasa, argininasiccinato sintetasa, argininasuccinasa y
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 del orden de 1 mM y se pueden producir

alteraciones neuroldgicas severas.



Los nifios con errores congénitos del ciclo de la urea parecen
normales tras su nacimiento, pero desarrollan rapidamente
hiperamonemia y, si €ésta no se trata con una terapia adecuada,
pueden llegar morir. Si se tratan adecuadamente pueden
sobrevivir, pero la hiperamonemia en el periodo neonatal suele
provocar dafios en el sistema nervioso central y producir retraso
mental, existiendo una correlacion inversa entre el coeficiente
intelectual (IQ) y la duracién y grado de hiperamonémia
neonatal (Msall et al, 1984).

También se puede presentar hiperamonemia neonatal en nifios
con asfixia o con parto prematuro (Ballard et al., 1978; Yoshino
et al, 1991).

Otras situaciones que cursan con hiperamonemia son el
sindrome de Reye, acidemias orgéinicas o deficiencias de
carnitina. También se puede producir hiperamonemia como
consecuencia de algunos tratamientos terapéuticos como por

ejemplo el tratamiento con valproato (antiepiléptico y

10



antipsicotico), la hemodidlisis o el tratamiento de algunas
leucemias.

Cuando los niveles de amonio en sangre alcanzan niveles 4-5
veces mas altos de 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 funcién
cerebral como consecuencia de un fallo previo de la funcién del

higado se denomina encefalopatia hepatica.

1.4 Encefalopatia hepatica

La encefalopatia hepatica (EH) es un sindrome
neuropsiquiatrico complejo que refleja una alteracién funcional
del sistema nervioso central que se presenta en pacientes con
enfermedades hepéticas cronicas o agudas. La EH se define
como una depresion global de la funcién del sistema nervioso
central subsiguiente a un fallo hepatico y que puede progresar en
diferentes estadios hasta el coma (Adams y Foley 1953; Gazzard

1986). La EH puede ser reversible o conducir a la muerte. La

11



patogénesis de la EH todavia no esté esclarecida. La causa de la

EH se debe mas a un fallo en la neurotransmisién que a una

disminucién del metabolismo energético del SNC.

La EH se clasifica en 3 tipos: A, B y C (Ferenci et al., 2002):

A) Aguda, suele ocurrir en el marco de un fallo hepético

B)

0)

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 EH aguda (Tipo A) es muy
elevado y se debe frecuentemente a un edema cerebral
masivo citotéxico y vasogénico.

Cronica, por desviacién porto-sistémica sin enfermedad
hepatocelular intrinseca. Se han descrito muchos casos

entre la poblacion japonesa (Watanabe 2000).

Crbnica, asociada a cirrosis hepética y hipertensién
portal o desviaciones porto-sistémicas. Es la mas

frecuente.

12



Las desviaciones porto-sistémicas pueden ser congénitas o
acompaiiar a enfermedades cronicas del higado, generalmente
cirrosis, con una apreciable desviacién de la sangre portal a la
circulacién sistémica (Encefalopatia Porto-Sistémica, PSE). En
este caso, los episodios de encefalopatia se producen como
consecuencia de determinados factores desencadenantes
(hemorragia digestiva, alta ingesta de proteinas, estrefiimiento,
infeccién) y son habitualmente reversibles cuando el factor
desencadenante es eliminado.

La desviacién porto-sistémica también se realiza en los
hospitales para tratar problemas como la hemorragia digestiva
secundaria a ruptura de varices esofagogastricas. Esta es una
complicacién muy frecuente y severa de los pacientes con
cirrosis hepética e hipertension portal. La mortalidad por EH
continuia siendo elevada.

La EH es un factor predictivo de mortalidad en los pacientes

cirréticos: después de 3 afios desde el primer episodo de

13



encefalopatia la mortalidad esta estimada en un 60-80% de los
Casos.

Las encefalopatias hepaticas de tipo B y C pueden ser
clinicamente evidentes (encefalopatia hepatica clinica). La
encefalopatia hepética clinica a su vez se clasifica en tres formas
segin el patron temporal de su manifestacion: ocasional,
recurrente y persistente. La EH de tipo ocasional estd
caracterizada por un episodio de alteracién neuropsiquiatrica
debido a un factor desencadenante y generalmente no deja
huellas en los pacientes en términos de alteraciones en los test
psicométricos y del electroencefalograma (EEG). La EH de tipo
recurrente se caracteriza por episodios multiples de
encefalopatia intercalados por periodos en los que la situacién
neuroldgica del paciente es aparentemente normal. Se manifiesta
en pacientes que tienen tendencia a desarrollar encefalopatia
hepética. La forma persistente se caracteriza por alteraciones

neuropsiquiatricas evidentes y continuas, aunque de duracion

14



variable en el tiempo y aparece sin una clara causa
desencadenante.

Pacientes sin signos evidentes de EH clinica pueden presentar
diversos déficits cognitivos (percepcidén  visuo-espacial,
atencion, concentraciéon) que no son detectables en un examen
neurolégico rutinario pero se ponen de manifiesto cuando se
realizan tests psicométricos o neurofisiologicos adecuados.

Este tipo de EH se ha denominado encefalopatia hepatica
subclinica o latente, un término que hoy en dia ha sido
reemplazado por EH minima (Lockwood et al.,, 1993;
Schomerus y Hamster, 1998; Lockwood, 2000; Ferenci et al.,
2002) y disminuye la calidad de vida de los pacientes (Slowik et
al., 2001). Se han utilizado diversas baterias de pruebas
psicotécnicas para detectar y valorar la EH minima. Se esta
intentando llegar a un consenso para utilizar la misma bateria de
tests en todos los hospitales, habiéndose propuesto como bateria

de referencia la denominada PHES (psychometric hepatic

15



encephalopathy score), compuesta por 5 tests (Weissenborn et
al., 2001).

Yen y Liaw (1990) mostraron que el 50% de los pacientes con
EH minima desarrollan EH evidente durante los siguientes 6
meses.

Los sintomas tempranos de la EH incluyen alteraciones del ciclo
suefio-vigilia, funcién mental enlentecida, apatia, perdida de
apetito y en algunas ocasiones, alteraciones psicolégicas como
euforia y depresién, letirgia y desorientacion intermitente
(McCrea et al.,, 1996; Amodio et al., 1999). Los sintomas
pueden progresar conduciendo a somnolencia, perdida de
capacidad para realizar algunas tareas mentales, desorientacion,
amnesia. En casos mas graves los pacientes pueden entrar en
coma, que puede ser reversible o conducir a la muerte (Ferenci,

1991).
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1.5 Hiperamonemia y encefalopatia hepatica

Existen datos tanto cientificos como clinicos que apoyan la idea
de que la hiperamonemia juega un papel esencial en el
desarrollo de la encefalbpatia hepatica aguda y crénica:
1. Los factores capaces de desencadenar la EH (ingesta
proteica, hemorragia intestinal,...) en los pacientes
cirréticos van asociados a aumento de los niveles de

amonio.

2. Se producen cuadros clinicos similares a los de la EH
también en situaciones de deficiencias congénitas en
enzimas del ciclo de la urea, en la que la detoxificacion
del amonio estd disminuida conduciendo a
hiperamonemia pero no se producen otras alteraciones

asociadas al fallo hepatico.

3. Los tratamientos que revierten la EH van dirigidos a
reducir los niveles de amonio: reduccién de la ingesta
proteica, reduccion de la absorcién del amonio intestinal

por acidificacion del lumen con disaciridos no
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absorbibles (lactulosa, lactosa o lactitol), control con
antibioticos de la flora bacteriana intestinal productora

de amonio.

4. Existe una buena correlacién entre la gravedad de los
sintomas neurolégicos en los pacientes y la
concentracién arterial de amonio que presentan

(Clemmensen et al. 1999)

5. La exposicion del cerebro a niveles altos de amonio
produce alteraciones neuropat6logicas similares a los
observados en la encefalopatia hepatica:

Tanto en la EH aguda como en la exposicién aguda a dosis

altas de amonio en modelos animales los astrocitos se

hinchan provocando edema cerebral. Esta complicacion se
presenta en pacientes con sindromes hiperamonémicos
agudos (fallo hepatico agudo, sindrome de Reye,
enzimopatias congénitas del ciclo de la urea, etc.) y se
correlaciona con los niveles de amonio (Clemmensen et al.,

1999).
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Tanto en EH crénica como en la exposicién crénica a
amonio los astrocitos sufren alteraciones morfologicas y
funcionales similares, apareciendo los denominados
astrocitos de Alzheimer tipo II. Estas alteraciones se
observan tanto en pacientes con fallo hepatico crénico como
en pacientes con hiperamonemia crdénica debida a
enzimopatias congénitas del ciclo de la urea (Michalak y
Butterworth, 1997), en ratones con hiperamonemia inducida
por inyeccion de ureasa (Gibson et al., 1974) y en cultivos

de astrocitos expuestos a amonio (Norenberg, 1987).

Todos los datos anteriores apoyan que la hiperamonemia juega

un papel esencial en el desarrollo de 1a EH.
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2 Alteraciones neurologicas en encefalopatia
hepaitica
2.1 Alteraciones cognitivas

En los pacientes con encefalopatia hepética se observa una
disminucion del consumo metabdlico cerebral tanto de oxigeno
como de glucosa, reflejando una disminucién de la actividad
cerebral, que se correlaciona con el grado de deterioro
neurologico (Hawkins y Mans, 1994). La disminucién del
consumo de glucosa y oxigeno en el cerebro se debe,
probablemente, a una disminucion en la demanda energética ya
que hay una actividad neuronal reducida. Se ha comprobado
(Lockwood et al., 1997) que en la encefalopatia hepética el
deterioro neuroldgico es anterior a la disminucién de los niveles
de compuestos con fosfatos ricoenergéticos (ATP,
fosfocreatina), lo cual sugiere que la encefalopatia hepética es
consecuencia de una disminucion de la actividad neuronal por
un fallo en la neurotransmisién mas que por un fallo primario de

energia en el cerebro.
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El desarrollo de la EH es consecuencia de la disminucion de la
eliminacién hepatica de sustancias téxicas como el amonio.
Esto, unido a un aumento en la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica a estas sustancias téxicas conduce a
alteraciones en la neurotransmision cerebral.

Se han descrito alteraciones en los distintos sistemas de
neurotransmision en encefalopatia hepatica:

- Sistema GABAérgico (Schafer y Jones, 1982; Baraldi
et al., 1984; Butterworth y Giguére, 1986; Maddison et al.,
1987, Butterworth et al., 1988; Roy et al., 1988; Ha y Basile,
1996).

- Sistema serotoninérgico (Knell et al., 1974; Jellinger et
al., 1978, Grippon et al., 1986; Batshaw y Brusilow, 1977 ;
Bergeron et al., 1989 ; Lozeva et al., 2004).

- Sistema monoaminérgico (Jellinger et al., 1978; Mans y
Hawkins, 1986; Mans et al., 1987; Bergeron et al.,, 1989;

Bergqvist et al.,, 1995).
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- Sistema glutamatérgico (Butterworth, 1992;
Hermenegildo et al., 1996; Mifiana et al., 1997,

Felipo y Butterworth 2002; Monfort ét al., 2002).
La encefalopatia hepética cronica se desarrolla lentamente y los
sintomas incluyen: cambios en la personalidad, pérdida de
atencion, alteraciones en los ritmos de suefio-vigilia y en la
funcién y coordinacién motoras, disminucion de la capacidad
intelectual, cambios en el estado conciencia, olvidos, confusion,
desorientacién, delirio (confusion aguda con un nivel fluctuante
del estado de conciencia), cambios en el temperamento,
disminucién de la agudeza mental, somnolencia durante el dia,
reduccion de la capacidad de autocuidado, deterioro del
lenguaje, deterioro de la escritura o pérdida de otros
movimientos finos de la mano, letirgia y ataxia progresiva,
estupor y en algunos casos coma. Dentro de estos signos y
sintomas clinicos cabe destacar que las manifestaciones clinicas

de encefalopatia hepatica crénica no se manifiestan todas en
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todos los pacientes, y que su presencia varia con el curso de la
enfermedad hepética y de la encefalopatia.

El espectro clinico de la EH es muy amplio, por lo que su
diagn6sﬁco puede ser dificil dado que no existe un sintoma o
examen de laboratorio especifico para su diagndstico.

Las manifestaciones neuropsicoldgicas clinicas de la EH se
pueden clasificar en cuatro grados. En la Tabla 1 se presentan
los criterios de West-Haven para la estadificacién del estado

mental en paciente con EH.

Se ha comprobado que los pacientes cirréticos obtienen peores
resultados que individuos controles tanto en pruebas de
inteligencia, aprendizaje y memoria, como de percepcion motora
y espacial (Puca et al., 1989). La etiologia de la cirrosis no tiene
ninguna influencia sobre los resultados obtenidos en estas

pruebas (Rehnstrom et al., 1977).
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Tabla 1. Criterios de West Haven para la estadificacion del

estado mental en encefalopatia hepdtica (Conn y Lieberthal,

1979)

Gra Sintomatologia

do

0 Sin anormalidad detectada.

1 Leve falta de atencién e incapacidad para mantenerla,
euforia, ansiedad. Dificultad para realizar suma o
sustraccién de numeros sencillos.

2 Letargo, apatia, desorientacion en tiempo y espacio.
Cambios obvios de la personalidad.

3 Somnolencia a semiestupor, pero con respuesta a
estimulos. Confusién. Desorientacién importante.

4 Coma

Sin posibilidad de realizar pruebas de funcién mental.

Uno de los estudios mdas completos sobre alteraciones en la EH

minima es el realizado por Hamster (1982). Realizd en sujetos
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sanos, pacientes con enfermedades hepaticas y pacientes con
otras enfermedades (e.g: diabetes) 30 pruebas psicométricas que
incluyen evaluacion del nivel intelectual, funcién psicomotora,
percepcion visual y capacidades visuo-constructivas. Con los
resultados obtenidos establecié una bateria con los tests en los
que los pacientes con enfermedad hepatica  obtuvieron
resultados significativamente peores que los controles o
pacientes con otras enfermedades. El objetivo de esta bateria es
distinguir los pacientes con EH minima de los sujetos sanos o
con otras encefalopatias no hepaticas. Weissenborn et al., (2001)
realizaron un estudio similar y ampliaron la lista de los tests
incluyendo los de atencion. Encontraron que la capacidad de
atencion esta disminuida en los pacientes cirréticos.

Estos estudios son la base de la bateria de tests psicométricos
que se estd usando en practica clinica para diagnosticar la
encefalopatia hepatica (PHES, hepatic encephalopathy score).
La escritura también se ve claramente afectada en los pacientes,

siendo muchas veces ilegible (Mechtcheriakov et al., 2005). Este

25



signo se utiliza a veces como indice del progreso del paciente.
El habla de algunos de estos pacientes es lenta y monétona
(Yang et al., 1998). Los pacientes con EH fallan particularmente
en una prueba, establecida para detectar alteraciones
psicomotoras, consistente en dibujar una linea (line tracing test)
dentro de un “sistema de las calles” de S mm de anchura sin
cruzar el borde (Schomerus y Hamster, 2001).

Los pacientes también presentan fallos en la realizacion de
pruebas simples que evalian la memoria visual a corto plazo
como reproducir figuras geométricas o de pruebas que evalian
la coordinacién motora como construir una estrella con 5
palillos o escribir palabras cortas (Weissenborn et al., 2001).

Las alteraciones en la capacidad de atenci6n, coordinacién
motora, etc, tienen importantes consecuencias en la vida diaria
de los pacientes. Por ejemplo, en la mayoria de los pacientes
cirréticos con EH minima se encontraron alteraciones en la

capacidad de conducir vehiculos (Schomerus et al., 1981).
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En los pacientes la funcién mental se deteriora lentamente. Al
principio de la enfermedad la mayoria de pacientes estin bien
orientados en el tiempo y el espacio, responden lentamente,
tienen dificultad para formular ideas, y sus respuestas son a
menudo irrelevantes o carentes de sentido.

Hilsabeck et al., (2002) mostraron que los pacientes con
hepatitis crénica causada por el virus C también muestran
alteraciones cognitivas en tareas que requieren atencion,
aprendizaje, velocidad psicomotora y flexibilidad mental,
indicando que estos pacientes presentan alteraciones
psicomotoras similares a los de los pacientes con otras
enfermedades cronicas del higado como la cirrosis.

Estas alteraciones neurolégicas parecen ser consecuencia de
alteraciones en la neurotransmisién producidas por sustancias
como el amonio que, al no ser adecuadamente detoxificadas en
el higado, alcanzan el cerebro, alterando su funcién. En el

cerebro estas sustancias alteran la funcidon de los sistemas de
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neurotransmision, incluyendo la glutamatérgica, que modula

procesos de actividad y coordinacién motoras.
2.2 Alteraciones motoras en encefalopatia hepatica

En pacientes con encefalopatia hepatica crénica se presentan
frecuentemente alteraciones en actividad y coordinacion
motoras (Tabla 2).

En los pacientes con EH se han hallado otras alteraciones
motoras no reunidas en la clasificacién de West-Haven. Muchas
enfermedades inducen trastornos del movimiento (Alarcén y
Jiménez-Roldan 2005) que se pueden considerar debidos a
alteraciones en uno o mas de los 3 grandes sistemas motores que
configuran la organizacién del sistema motor en mamiferos: via
cortico-espinal, circuitos de los ganglios basales y cerebelo. En
los pacientes con EH crénica se han descrito alteraciones y

sintomas relacionados con los 3 niveles de organizacion.
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Tabla 2. Alteraciones neuromusculares en pacientes con

encefalopatia hepatica (clasificacion West-Haven)

Gra Sintomatologia

do

0 Cambios sutiles en pruebas de conexién numérica o
en pruebas psicométricas.

1 Temblor, incoordinacién, apraxia®.

2 Asterixis®, lenguaje lento o incomprensible, ataxia®.

3 Reflejos hipoactivos, nistagmo?, rigidez muscular y
clonus®.

4 Postura descerebrada y dilatacion pupilar, reflejo

oculocefélico ¥, ausencia de respuesta a estimulos en

estadios avanzados.

? trastorno de la ejecucion del movimiento aprendido que no

puede ser explicado como consecuencia de debilidad muscular,
peérdida sensorial o falta de comprension o atencion a las
ordenes verbales

b Temblor de las manos en forma de aleteo

ausencia o irregularidad en la coordinacion de los
movimientos musculares
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4 Espasmo clonico de los misculos motores del globo ocular,
que produce movimientos involuntarios de éste en varios
sentidos.
¢ Serie de contracciones ritmicas e involuntarias, de un miusculo
o grupo muscular por la extension brusca y pasiva de sus
tendones.

T 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 encefalico este intacto dirige los ojos en la
direccion opuesta a aquella en que se gira la cabeza, como si
aun estuviera mirando hacia delante en la posicion inicial.

Manifestaciones clinicas motoras relacionadas con un
malfuncionamiento de los ganglios basales (signos
extrapiramidales) se han descrito incluso en pacientes con EH
minima y cirrosis hepatica compensada (Krieger et al., 1996;
Jover et al., 2003). Alteraciones de la coordinacién motora
(cerebelares) estin presentes en pacientes con EH de grado I y
II, y alteraciones de la via cortico-espinal en pacientes desde

grado I al IV de EH (Krieger et al., 1996; Jones y Weissenborn

1997; Weissenborn et al., 2005).
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3. Descripcion de algunas alteraciones motoras en

pacientes con encefalopatia hepatica

3.1 Aquinesia

La aquinesia es el término utilizado para definir la pobreza del
numero de actos motores. Es un sintoma muy invalidante
presente en un buen porcentaje (mas del 50%) de pacientes
cirrticos (Jones and Weissenborn 1997; Jover et al., 2005;
Spahr et al., 1996; 2000). Puede afectar a cualquier grupo
muscular, siendo muy tipico, al menos en las fases iniciales, que
afecte mas a los movimientos automaticos e involuntarios. Los
movimientos voluntarios, intencionales, menos automatizados,
estan relativamente preservados. La aquinesia afecta con
frecuencia a algunos movimientos elaborados, como la escritura,
el lenguaje oral (disartria acinética), el balanceo normal de los
brazos al andar, la expresion facial (hipomimia: faz inexpresiva

y con disminucién del parpadeo) (Ferenci et al., 2002).
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3.2 Bradiquinesia

La bradiquinesia significa enlentecimiento o reduccién
progresiva de la velocidad y amplitud de los movimientos
repetitivos. En una persona no afectada los movimientos
automdticos se desarrollan de forma involuntaria y
subconsciente. En los pacientes con cirrosis hepatica se han
descrito retrasos en la iniciacién motora (que quizas refleje un
tiempo de reacciéon prolongado), debilidad y fatigabilidad al
reiterar los movimientos, enlentecimiento en la realizacion de
las tareas, etc., que afecta a muchos aspectos motores de su vida
diaria, tales como vestirse, asearse, comer, realizacion de
actividades manuales, etc., exigiéndoles su ejecucion, mucho
mas tiempo del que para ellos era habitual. El enlentecimiento
psicomotor es uno de los primeros sintomas de la encefalopatia
hepatica (Jones y Weissenborn 1997; Joebges et al., 2003; Spahr
et al., 1996). Incluso en pacientes que no muestran alteraciones
significativas en la exploracién neuroldgica, pero presentan

encefalopatia hepdtica minima, es posible observar
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bradiquinesia, un signo caracteristico de la enfermedad de
Parkinson. Se ha postulado que la bradiquinesia esta relacionada
con la acumulacién de manganeso en los ganglios basales.

Joebges et al., (2003) investigaron las caracteristicas del
movimiento en pacientes con encefalopatia hepatica minima o
con grados leves de encefalopatia (grado 1). Para ello grabaron
diversos movimientos estandardizados de brazos, dedos o
manos, y los sometieron a un analisis por ordenador. Este es un
método frecuentemente utilizado en el estudio del movimiento
en diversas enfermedades neurolégicas que permite investigar la
fisiopatologia del trastorno. Se incluyeron 36 cirrdticos, 18
controles sanos y 16 sujetos con enfermedad de Parkinson. La
principal observacidn fue que los pacientes con encefalopatia
hepatica necesitaban mas tiempo para alcanzar la velocidad
maxima del movimiento, pero ésta no estaba disminuida. A
diferencia de ellos, la bradiquinesia de los sujetos con
enfermedad de Parkinson se caracterizaba por una disminucién

de la velocidad maxima del movimiento. Estos resultados
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indican que la bradiquinesia en la encefalopatia hepatica minima
o leve es debida a una dificultad en el inicio del movimiento.
Este proceso se origina en el area de asociacion premotora. Se
ha sugerido una disminucién del consumo de glucosa en esta
area y alteraciones neurofisiologicas consistentes con una
disfuncién neuronal. Estos hallazgos sefialan la region del cortex
cingulado como fundamental en la patogenia de la bradiquinesia
en encefalopatia hepatica minima.

3.3 Asterixis

El temblor mas caracteristico que presentan los pacientes con
EH es la asterixis llamada también temblor intencional (en
inglés “flapping tremor”) (Jones and Weissenborn 1997; Paul et
al., 2004; Timmermann et al., 2002; 2003; 2004; Uribe et al.,
1980). Més que un temblor, la asterixis es desde el punto de
vista neuroldgico un mioclono negativo (Jones and Weissenborn
1997). Se refiere a sacudidas repentinas e involuntarias de un
musculo o grupo de misculos. Los tirones o jalones mioclénicos

generalmente son causados por contracciones musculares
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repentinas llamadas mioclonos positivos, o por un relajamiento
muscular llamado mioclono negativo. Las sacudidas
mioclénicas pueden ocurrir solas o en secuencia, siguiendo un
patrén o sin ningun patrén. Pueden ocurrir infrecuentemente, o
muchas veces por minuto. Los mioclonos ocasionalmente
ocurren como respuesta a un evento externo o cuando una
persona trata de realizar un movimiento. Las contracciones no
pueden ser controladas por la persona que las padece. La
asterixis fue ya descrita en un paciente con encefalopatia
hepatica por Adams y Foley en 1949. La asterixis no es
caracteristica solo de la EH y se presenta en diversas
encefalopatias incluyendo intoxicaciones exdgenas, sepsis,
desordenes electroliticos, hipoxia, hipercapnica y uremia entre
otros. La asterixis es un temblor diferente al temblor presente en
los pacientes con enfermedad de Parkinson ya que en estos el
temblor se manifiesta principalmente en posicion de reposo y

desaparece cuando se realiza un movimiento.
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Estudios efectuados por Timmermann y cols (2002; 2003)
proponen que una posible causa de la asterixis en los pacientes
con EH seria una alteracion del acomplamiento talamocortical.
Para que se produzca una respuesta motora, tanto estimuladora
como inhibidora, es necesario que se trasmita una sefial a las
areas corticales implicadas en la correcta ejecucion del
movimiento. Muchas de las sefiales llegan a la corteza a través
del talamo, que recibe informacion de los ganglios basales, del
cerebelo y de 1a medula espinal entre otros. En los pacientes con
EH las neuronas glutamatérgicas que originan en el tilamo y
proyectan a la corteza motora primaria descargan con
frecuencias méas bajas que en sujetos normales tras la
administracion de impulsos electromagnéticos (Timmermann et
al,, 2003). Lesiones unilaterales del tidlamo ventro-lateral
inducen asterixis unilaterales (Stell et al., 1994). Por otra parte,
dado que el talamo ventro-lateral recibe informacion (via
glutamatergica) desde el cerebelo y que desordenes a nivel

cerebelar causan temblores, no se puede excluir que alteraciones
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a nivel de las aferencias cerebelares al tdlamo contribuyan a la
asterixis.

3.4 Rigidez

La rigidez es otro de los sintomas que pueden presentar los
pacientes con EH (Jones and Weissenborn 1997: Jover et al.,
2003). Consiste en una contractura permanente de las masas
musculares, que se traduce en una dificultad creciente para la
movilizaciéon pasiva de las articulaciones. Clinicamente, la
rigidez tiene un aspecto subjetivo, que el paciente experimenta
como sensacion de "estar envarado” o de "algo que le comprime
los musculos" y le frena su movimiento.

3.5 Alteraciones de la postura

Los pacientes con EH también pueden presentar trastornos
posturales y de la marcha (Burkhard et al, 2003;
Mechtcheriakov et al., 2005). La postura habitual del paciente
tiende a la flexion del tronco, de la cabeza y de las cuatro
extremidades. En fases poco avanzadas es dificil diferenciarla de

la postura que puede considerarse normal en las personas de
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edad avanzada. Los reflejos de correccion postural estan
enlentecidos, con retrasos en las contracciones musculares
correctoras del deéequilibrio y la consiguiente inestabilidad.

3.6 Distonia

La distonia es un deterioro del tono muscular. La distonia se
define como un trastorno dominado por contracciones
musculares  sostenidas, que frecuentemente originan
movimientos repetitivos y de torsién, que pueden inducir
posturas anémalas de una o mas areas corporales. La distonia es
otro sintoma que puede aparecer en un porcentaje pequefio de
paciente cirréticos con EH y aparece en grados de EH altos

(Cadranel et al., 2001).
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4. Hipotesis sobre los mecanismos de las
alteraciones motoras a nivel de los ganglios basales

en EH.

Algunas alteraciones motoras en EH podrian ser debidas a
alteraciones a nivel de los ganglios basales como indica el hecho
de que las alteraciones del flujo sanguineo a nivel de los
ganglios basales se correlacionan bien con la disminucion de la
capacidad para realizar tareas que implican una cierta agilidad
motora (Catafau et al., 2000).

La hiperamonemia crénica debida al fallo hepético parecer ser el
factor clave en las alteraciones neurologicas de tipo motor dado
que el grado de deficiencias motoras se correlaciona bien con
los niveles de amonio en sangre (Balata et al., 2003; Kulisevsky
et al.,, 1992; Nicolao et al.,, 2003; Ong et al., 2003; Taylor-
Robinson et al., 1995). Los mecanismos que conducen a la
alteracion en la funcién de los ganglios basales en pacientes con
EH no se conocen. Se han propuesto diferentes hipétesis al

respecto:
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4.1. Acumulacion de manganeso

En los pacientes con problemas extrapiramidales, las imagenes
de resonancia magnética cerebral muestran un elevada
hiperintensidad de las sefiales pesadas en T1 en mnicleos de los
ganglios basales como el globo palido, el putamen y la sustancia
negra (Kulisevsky et al., 1992; Norton et al., 1994; Krieger et
al., 1996; Spahr et al., 1996; ; Taylor-Robinson et al., 1996,
Maeda et al., 1997; Skehan et al., 1997; Layrargues et al., 1998;
Morgan 1998; Rose et al., 1999; Burkhard et al., 2003; Shah et
al., 2003 ).

La hiperintensidad en las imagenes pesadas en T1 ha sido
atribuida a la deposicion de manganeso en las areas cerebrales
hiperintensas (Zeneroli et al., 1991; Hauser et al., 1994; Krieger
et al.,, 1996; Cordoba et al., 2002; Herrero-Hernandez et al.,
2002).

El manganeso ya se habia propuesto como causante de un
sindrome parkinsoniano en 1837, solo 20 afios después de que

James Parkinson describiera la enfermedad que hoy lleva su
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nombre. Desde ese entonces se han descrito problemas
psiquidtricos causados por el manganeso ("manganese
madness"), que son generalmente seguidos al cabo de unos
meses por alteraciones motoras. Estas consisten en distonia,
parkinsonismo, retropulsion, y una marcha caracteristica
llamada "Cock-walk" que se manifiesta por una marcha sobre
los dedos de los pies, con los codos flexionados y la columna
vertebral erecta. La intoxicacién por manganeso ha sido
descrita en mineros, fundidores, trabajadores implicados en la
manufactura de pilas secas, por ingestion accidental de
permanganato potdsico y por utilizacion de concentraciones
incorrectas de manganeso en la nutricién parenteral.

La posible contribucién del manganeso a las alteraciones
motoras en EH asi como el posible origen del manganeso y de

su deposicion aun no estin claramente establecidos.
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4.2 Alteraciones en los niveles de dopamina y de sus
receptores

Otra hipétesis que se ha considerado sobre las causas de las
alteraciones motoras con origen en los ganglios basales es una
alteracion en la neurotransmisién dopaminérgica. En pacientes
y en modelos animales se ha observado una disminucién de la
concentracién de dopamina y de receptores dopaminérgicos de
tipo D2 en estas areas cerebrales (Zeneroli et al., 1981; Baraldi

et al., 1983; Mousseau et al., 1993).

5. Alteraciones motoras relacionadas con la via

cortico-espinal y con el cerebelo.

5.1 Via cortico-espinal

En pacientes cirréticos se han descrito alteraciones de la via
cortico-espinal que muestra hiperintensidad en imagenes de
resonancia magnética pesadas en T2 (Nolano et al., 1997,
Cordoba et al., 2003). Ademas esta hiperintensidad en las

imagenes de resonancia magnética pesadas en T2 se
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correlaciona con un aumento del tiempo necesario para la
conduccidén del impulso nervioso motor desde la corteza motora
a los musculos de los dedos de la mano, con un aumento del
umbral de estimulacion, o sea, un aumento de la intensidad de la
estimulacion necesaria para obtener una respuesta motora en los
dedos de la mano, y una disminucién de la amplitud de los
potenciales motores evocados que se inducen estimulando la
corteza motora.

5.2 Alteraciones motoras de tipo cerebelar

Los pacientes que sobreviven a uno o varios episodios de coma
hepético, presentan en ocasiones secuelas neuroldgicas que
incluyen anomalias en funciones motoras reguladas por el
cerebelo, como disartria, un desorden neurolégico consistente en
una inhabilidad en el habla y en articular correctamente las
palabras. También pueden presentar ataxia (incoordinacién de
los movimientos). Estas anomalias se pueden presentar también
en ausencia de episodios de coma. A medida que el deterioro

neurolégico avanza, se reunen en un sindrome comun una
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disartria bastante caracteristica, ataxia leve y marcha inestable
con ampliacién de la base de sustentacién (Powell et al., 1990;
Tarter et al., 1992; Ueki et al., 2002; Park and Heo, 2004).

Otra alteracién neurolégica presente en los pacientes con EH
atribuible a un mal funcionamiento de los circuitos cerebelares
es la disdiadocoquinesia que es la inhabilidad para ejecutar
movimientos rapidos repetidos como levantar y bajar el brazo
(Joebges et al., 2003). Otro sintoma que puede tener origen en
un mal funcionamiento del cerebelo es el nistagmo que es un
mmovimiento patolégico ritmico e involuntario de los ojos
(descrito en grado III de EH; Rai et al., 1976). Las oscilaciones
pueden ser horizontales, verticales, giratorias o mixtas. El
nistagmo mas caracteristico consiste en movimientos ritmicos,
mas rapidos en una direccién que en la contraria.

Otro signo cerebelar que puede manifestarse en los pacientes
con EH es la dismetria (Mechtcheriakov et al., 2005) que es una
apreciacion incorrecta de la distancia en los movimientos o actos

musculares o de la extension de los mismos. La dismetria o



hipermetria se traduce en una falta del sentido de 1a medida en la
ejecucién de los movimientos, tanto en lo referente al tiempo
como al espacio. La dismetria es un sintoma de lesiones
cerebelosas, ya que el cerebelo es el 6rgano que controla la
fuerza de un movimiento, ajustando la fuerza, la velocidad y la
extension a la finalidad que se propone dicho movimiento sin
excederse en ningin aspecto. La dismetria puede ponerse de
manifiesto en la exploracién clinica realizando pruebas tales
como poner en contacto dedo-nariz, talon-rodilla, o similares.
Cuando el movimiento implica desplazamiento de la extremidad
en distintos planos, la dismetria se presenta en cada uno de los
sentidos produciendo el fenémeno conocido como
descomposicién del movimiento.

5.3 Otras alteraciones neurolégicas asociadas a alteraciones
en los ganglios basales.

Jover y cols (2005) demostraron una correlacion positiva entre
signos extrapiramidales en pacientes con encefalopatia hepéatica

minima y deterioro cognitivo medido con test neuropsicolégicos
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que no requieren agilidad manual. Estos datos sugieren que
ademas de las alteraciones motoras, las alteraciones funcionales
a nivel de los ganglios basales contribuyen a otras alteraciones
neurolégicas (cognitivas) que disminuyen la calidad de vida de
estos pacientes (Weissenborn y Kolbe 1998; Marchesini et al.,
2001). Ultimamente se ha hipotetizado que también las
alteraciones psiquidtricas presentes en los pacientes con EH
como depresion, ansiedad y fatiga crénica pueden ser causadas
por alteraciones a nivel de los ganglios basales (Weissenborn y

Kolbe 1998).
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6 Alteraciones motoras en modelos animales de

encefalopatia hepatica

6.1 Modelos animales de encefalopatia hepatica aguda

En los modelos animales de encefalopatia hepética aguda en
roedores se ha observado una disminucion de la actividad
motora tanto en los modelos en los que el fallo hepatico agudo
se induce por via quirirgica (e.g. isquemia del higado) (Yano et
al.,, 2005) como por inyeccion de hepatotoxinas como
tioacetamida, galactosamina o azoximetano (Gammal et al.,
1990; Steindl et al., 1991; Yurdaydin et al., 1996; Chu et al.,
2001; Belanger et al., 2006).

6.2 Modelos animales de encefalopatia hepatica cronica

Se ha descrito una disminuciéon de la actividad motora en
modelos de encefalopatia hepéatica crénica como el de
anastomosis porta-cava (Bengtsson et al., 1986; Martin 1986;
Bergqvist et al., 1995; Steindl et al., 1996; Theander et al., 1996;
Sergeeva et al., 2005) o en ratas cirrticas por ligadura del

conducto biliar (Chan et al., 2004; Jover et al., 2006). Ademas
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se ha demostrado que la hiperamonemia potencia las
alteraciones motoras presentes en las ratas cirréticas por
ligadura del conducto biliar (Jover et al., 2006) sugiriendo que la
hiperamonemia contribuye al enlentecimiento motor presente

tras el fallo hepatico cronico.

7  Alteraciones en la  neurotransmision
glutamatérgica en enfermedades hepaiticas e

hiperamonémia

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

coordinaciéon motoras. El glutamato es también uno de los
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neurotransmisores mas relevante durante la formacién y el
desarrollo del SNC, estando involucrado en procesos
fisiolégicos tan diversos como la proliferacién, maduraciéon y
supervivencia neuronal, la migracién neuronal, la formacién,
remodelacion y eliminacion de sinapsis, y el establecimiento y
refinamiento de las conexiones neuronales.

Las alteraciones en la neurotransmisién glutamatérgica estan
implicadas en el dafio neuronal observado en una amplia
variedad de neuropatologias, como es el caso de la epilepsia, los
accidentes cerebrovasculares, el dolor, trastornos cognitivos y
enfermedades neurodegenerativas como las enfermedades de
Alzheimer y de Parkinson, la esclerosis lateral amiotréfica o la
corea de Huntington y enfermedades metabdlicas que afectan el
SNC como la encefalopatia hepatica.

El glutamato se forma en las terminales nerviosas
principalmente por desaminacion de la glutamina por accion de
la glutaminasa localizada en mitocondrias. El glutamato se

transporta y se almacena en las vesiculas presinapticas. Una vez
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liberado en el espacio sindptico el glutamato puede activar
distintos tipos de receptores.

7.1 Receptores de glutamato

Las acciones fisioldgicas del glutamato estdn mediadas por la
activacion de dos tipos de receptores: ionotrpicos y
metabotrépicos.

En general los receptores ionotrépicos de glutamato (iGlu) estan
involucrados en la neurotransmisién répida en el cerebro. Los
receptores. iGlu forman un canal catiénico que permite el paso
selectivo de iones sodio (Na*), potasio (K*) o, en el caso de los
receptores NMDA y algunos subtipos de los AMPA, calcio
(Ca®"), produciendo una despolarizacién de la neurona.

Los receptores metabotrépicos de glutamato (mGluR) no forman
canales idnicos, sino que se acoplan a proteinas G y regulan la
actividad de enzimas y canales i6nicos. De esta forma, los
receptores mGlu median la actividad sindptica excitadora lenta,

pero prolongada, en €l SNC .
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7.1.1 Receptores ionotrépicos

Los receptores iénotropicos son canales ionicos regulados por
ligando. La unidn del neurotransmisor al receptor provoca la
apertura del canal con el consiguiente paso de iones. Los
receptores ionotropicos de glutamato se clasifican en 3 tipos
segun la afinidad que presentan para unir distintos agonistas:
NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA ( acido a-Amino-3-
hydroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico) y kainato (acido
kainico).

7.1.1.1 Receptores NMDA.

Su activacion produce la apertura de canales i6nicos que
permiten la entrada en la neurona post-siniptica de Ca™ y Na' y
la salida de iones K'. Para su activacién no sélo se requiere la
unién de glutamato al receptor sino también la uni6én de glicina,
que actia como co-agonista (Mayer et al., 1984 ; Nowak et al.,
1984 ; Johnson y Ascher, 1987; Greenamyre y Porter, 1994). En
condiciones normales el canal del receptor NMDA, estd

bloqueado por Mg **. Es necesaria la despolarizacién para
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eliminar el bloqueo por Mg ** dependiente de voltaje y que asi
el canal i6nico del receptor NMDA permita en presencia del
ligando el paso de Ca**.

El receptor NMDA esta implicado en procesos de aprendizaje y
en el almacenamiento de informacién a largo plazo. Sin
embargo, su activacién patoldgica, por ejemplo por liberacién
excesiva de glutamato, produce brotes epilépticos (fenémeno
"Kindling") y puede conducir a la degeneracién y la muerte
neuronal (Choi, 1988), jugando un importante papel en el dafio
neuronal que se produce en la isquemia cerebral.

La inhibicién, bloqueo o hipofuncionalidad del receptor NMDA
puede conducir a sintomas psicéticos y se presume que tiene una
importante participacién en el mecanismo patolégico de la

esquizofrenia (Owens y Risch, 1995).
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7.2 RECEPTORES METABOTROPICOS DE
GLUTAMATO

7.2.1 Clasificacion y propiedades

La familia de los receptores mGlu estd constituida por ocho
subtipos (mGIuR 1-8) que se clasifican en tres grandes grupos
atendiendo a la homologia de su secuencia de aminoacidos, a los
mecanismos de transduccidon de sefiales asociados y a sus
propiedades farmacoldgicas (Tabla 3). Algunos subtipos de
mGIluR pueden presentar mas de una isoforma.

El grupo I estd constituido por mGluR 1 y mGluR 5. Su
activacion activa la fosfolipasa C y estimula la hidrélisis de
fosfolipidos y la liberacién de Ca " intracelulares. Son activados
selectivamente por (S)-3,5-dihidroxifenilglicina (S-3,5- DHPG).
El grupo II estd constituido por mGluR 2 y mGIuR 3 que
modulan la formaciéon de AMPc, disminuyéndola. Los mGluRs
de grupo II son activados selectivamente por (2S,1'S,2'S)-2-

(Carboxycyclopropyl) glycine (L-CCG-I).
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El grupo III esta constituido por los mGIluR 4 ,6 ,7 y 8. La
activacion de estos receptores también inhibe la formacion de
AMPc y son activados selectivamente por L-(+)-2-amino-4-
fosfobutirato (L-AP4).

Tabla 3. Clasificacion de los mGluRs

Grupo Subtipo  Isoforma Mecanismo Agonistas
de transduccion selectivos
1 mGlul a,bcde Gyt PLCi CCDV Quis > ABHxD-I >
T Ca2+ TL-CCDV  3,5-DHPG > DHPmP >
i K+ 1S.1R-ACPD
mGlu5 ab
Il mGlu2 Gi/lo 1 AD LY379268 = LY389795
1 CCDV > LY-354740 >
T K+ L-F2CCG-l > S-4MeGlu
mGlu3
M mGlu4 ab Giloi AD L-AP4 > L-SOP
i CChV LCCG-l > 1S.3S-ACPD
T K+ > 1S,3R-ACPD
mGlu6
mGlu7 ab
mGlu8 ab

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-
I: acido (1S5,25,4S,55)-2-Aminobiciclo[2.1.1]hexeno-2,5-
dicarboxilico; 3-5-DHPG: 3- dihydro-fenilglicina; DHPmP:
acido (RS)-amino(3,5-dihydroxifenil)metilfosfmico; LY379268:
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acido  (-)-2-oxa-4-aminobiciclo-  hexan-4,6-dicarboxilico;
LY389795: acido (-)-2-tio-4-aminobiciclo[3.1.0]-hexan-4,6-
dicarboxilico; LY354740: acido (+)-2-
aminobiciclo[3.1.0]hexan-2,6dicarboxilico; L-F2CCG-I:
28,1'S,2'S)-2-(2-carboxy-3,3-difluorociclopropil)glicina; S-
4MeGlu: acido S-4- metil-glutamico; L-AP4: acido 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.

Los receptores mGlu de un mismo grupo comparten una
homologia de secuencia de aminoéacidos de alrededor del 60-
70%, mientras que se reduce a un 40-45% cuando se comparan
miembros de diferentes grupos.

Desde el punto de vista molecular, los receptores mGlu son
proteinas integrales de membrana formadas por una tnica
cadena polipeptidica. Estos receptores presentan un gran
extremo aminoterminal que se extiende en el espacio
extracelular, una porcién central constituida por siete segmentos
transmembrana con estructura a-helicoidal unidos por tres
bucles intracelulares y tres extracelulares, y un extremo

carboxiterminal localizado intracelularmente. Los residuos
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aminoacidicos del segundo y tercer bucle intracelular
constituyen la region mas importante para la activacion y el

acoplamiento del receptor a la proteina G (Fig. 2).

Figura 2. Estructura de los mGluRs
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Por su parte, los residuos del extremo carboxiloterminal estan
implicados en la desensibilizacion inducida por la proteina
quinasa C (PKC) y en la interaccion con proteinas intracelulares

como la calmodulina, Homer o proteinas con dominios PDZ.
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7.2.2 Distribucion de los receptores mGlu

Los estudios de hibridacion in situ e immunohistoquimica
revelan que los receptores mGlu se encuentran ampliamente
distribuidos en el SNC (Testa et al.,, 1994). Sin embargo, los
patrones de expresion y localizacion de los distintos subtipos

son bastante diferentes (Fig. 3).
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Figura 3 Localizacion de los receptores mGlu en una tedrica
sinapsis glutamatérgica

Los receptores del grupo I (mGlul y mGluS) se localizan a
nivel postsinaptico,preferentemente en los bordes de la densidad
postsinaptica. Los receptores del grupo II (mGlu2 y mGlu3) se
localizan tanto a nivel presinaptico como postsinaptico, mientras
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que los del grupo III (mGlu4, mGlu7 y mGlu8) se localizan a
nivel presindptico. Sin embargo, mientras mGlu4, mGlu7 y
mGlu8 se localizan en la zona activa del terminal presinaptico,
mGlu2 y mGlu3 lo hacen fuera del lugar de liberacién del
neurotransmisor. mGlu3 se localiza también en células gliales.
Los receptores ionotrépicos se localizan principalmente lo largo
de la densidad postsinaptica.

Los receptores mGlu del grupo I (mGluR 1 y mGIuR 5) se
localizan mayoritariamente a nivel postsindptico en cuerpos
celulares, troncos dendriticos y espinas dendriticas (Testa et al.,
1994; 1998) aunque se han descrito también mGluRs a nivel
presinaptico en el estriado de primates (Paquet y Smith, 2003).
Su rasgo mas caracteristico es que se localizan fuera de la
densidad postsinaptica de las sinapsis glutamatérgicas (Testa et
al.,, 1994), a diferencia de la distribucién mayoritariamente
sindptica de los receptores ionotrdpicos (Fig. 3). Concretamente
los mGIuR 1 y 5 se concentran en los bordes de las sinapsis
glutamatérgicas, la denominada localizacién perisindptica, asi
como en la membrana extrasindptica de espinas dendriticas

(Lujan et al, 1996) (Fig. 3). Evidencias bioquimicas y

electrofisiolégicas también sugieren que algliin subtipo de este
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grupo podria localizarse presinapticamente (Cartmell y Schoepp
2000). Los mGluRs 5 pero no los mGluRs 1 se encuentran
también en células gliales.

Los receptores mGlu del grupo II se localizan tanto a nivel
postsindptico como presindptico, dependiendo de la region
cerebral (Lujan et al., 1997) (Fig. 3). Asi, en regiones como el
hipocampo, mGIluR 2 se localiza mayoritariamente a nivel
presinaptico, mientras que en el cerebelo se localiza tanto a nivel
presindptico como postsinaptico. En su localizacion
postsindptica, parece que mGluR 2 no se asocia directamente
con sinapsis glutamatérgicas, sino que se distribuye
aleatoriamente por la membrana plasmatica de los troncos
dendriticos (Lujan et al., 1997). Por el contrario, mGluR 3
parece asociarse con sinapsis glutamatérgicas (Tamaru et al.,
2001). En su localizacién presinéptica, mGluR 2 y mGluR 3 se
localizan en la membrana plasmaética de la terminacion nerviosa,
pero no se encuentran en el lugar donde se produce la liberacién

del neurotransmisor (Shigemoto et al., 1997; Tamaru et al.,
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2001) (Fig. 3). Ademas de su localizacién neuronal, se ha
demostrado la presencia de mGluR 3 en células gliales (Tamaru
et al., 2001).

Los receptores mGlu del grupo III se localizan
fundamentalmente a nivel presindptico (Shigemoto et al., 1997)
(Fig. 3). Los subtipos mGluR 7 y mGIluR 8 se distribuyen por
todo el SNC, mientras que mGIuR 6 se localiza Unicamente a
nivel postsindptico en las células bipolares de la retina. Estos
receptores se localizan mayoritariamente en la especializacién
presindptica de los terminales axénicos, y en muy baja
proporcién en la membrana plasmatica de la terminacién
nerviosa (Fig. 3). Aunque en la mayoria de las areas cerebrales
mGIluR 7 es principalmente presinaptico, en la retina parece
localizarse tanto presiniptica como postsindpticamente
(Brandstatter et al., 1996). También se ha descrito la
localizacién de mGluR 4, mGluR 7 y mGIluR 8 en la zona
presinaptica de los terminales ax6nicos que establecen sinapsis

GABAérgicas (Dalezios et al., 2002; Somogyi et al., 2003).
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7.2.3 Mecanismos de transduccién de seifiales asociados a los
receptores mGlu

Los receptores mGlu presentan una amplia variedad de
mecanismos de transduccidon de sefiales que a continuacién
resumimos.

7.2.3.1 Activacion de la fosfolipasa C y liberacion de Ca ™ de
almacenes intracelulares

Los receptores mGlu del grupo I activan, a través de una
proteina G tipo G q/ll, la fosfolipasa C (PLC). Esta enzima
hidroliza inositol fosfolipidos dando lugar a la formacién de los
segundos mensajeros diacilglicerol e inositol trisfosfato (IP 3)
(Masu et al., 1991; Pin y Duvoisin 1995). El IP3, mediante su
unién a receptores especificos localizados en el reticulo
endoplasmatico, estimula la liberacién de Ca®* de dicho
compartimento al citosol. El diacilglicerol, junto con el Ca®

liberado, activa la proteina quinasa C (PKC), que a su vez

61



fosforila diferentes proteinas, y continua la transmisién de la
sefial (Masu et al., 1991; Pin y Duvoisin 1995).

Existen evidencias que indican que los agonistas del grupo II
también aumentan la actividad de la PLC y, de este modo, la
concentracién de Ca®* en citosol (mediante la estimulacién de
los receptores IP 3) y la activacion de 1a PKC. La PLC parece
estar activada, en este caso, por la subunidad By de las proteinas
G tipo G o/i.

7.2.3.2 Inhibicion de la adenilato ciclasa

La activacion de los receptores mGlu del grupo II y III inhibe la
adenilato ciclasa (AC), reduciendo la formacién de AMPc
estimulada con forskolina (Prezeau et al., 1992; 1994; Schoepp
et al., 1995). La inhibicion producida por los receptores mGlu
del grupo II es superior a la de los receptores del grupo IIl y se
previene en presencia de toxina pertusica, lo que sugiere que la

proteina G involucrada es de tipo Gi.
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7.2.3.3. Aumento en la formacion de AMPc

Los receptores mGlu del grupo I y II pueden también activar la
adenilato ciclasa, a través de proteinas tipo Gs (Winder et al.,
1993). Asimismo, pueden potenciar la formacion de AMPc en
respuesta a activacion de receptores de adenosina, adrenérgicos,
VIP y prostaglandinas E 2, asociados también a proteinas tipo
Gs (Winder et al., 1993). E1 AMPc activa la proteina quinasa A
(PKA), la cual fosforila proteinas intracelulares (Masu et al.,
1991) por tanto los mGluRs que modulan los niveles de AMPc
pueden modular la actividad de 1a PKA y la fosforilacion de sus
sustratos.

7.2.3.4. Aumento en la formacion de GMPc

La activacion de los receptores mGlu de grupo I y II produce un
aumento en los niveles de GMPc en cortes de cerebelo,
respuesta que puede bloquearse mediante inhibidores de la
enzima Oxido nitrico sintasa (NOS). Esto sugiere que la
activacion de los mGluRs de grupo I y II conduce a una

activacion de la NOS, que aumenta la formacién de o6xido
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nitrico que, a su vez, activa la guanilato ciclasa soluble, que
forma GMPc (Okada 1992).

7.2.3.5. Activacion de la fosfolipasa D

Se ha descrito que la activacién de receptores mGlu conduce a la
activacion de la fosfolipasa D (PLD) en cortes de hipocampo. El
perfil farmacolégico de este receptor asociado a PLD indica que
se trata de un nuevo miembro no clonado hasta la fecha (Holler
et al., 1993).

7.2.3.6. Activacion de la fosfolipasa A 2

La activacion de los receptores mGlu del grupo I puede
potenciar la actividad de la fosfolipasa A (PLA2), dando lugar a
un aumento de los niveles de 4cido araquidénico en cultivos de
neuronas y células gliales corticales (Kim et al., 1995). Se ha
sugerido que esta respuesta podria cumplir un importante papel
en la comunicacion glia-neurona mediante la inhibicioén de la

actividad de los transportadores de glutamato astrocitarios.
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7.2.3.7. Regulacion de canales de Ca **

Diversos tipos de canales de Ca®*, concretamente los tipos N, L,
R y P/Q, se inhiben o se activan tras la activacién de receptores
mGlu (Masu et al.,, 1991; Pin and Duvoisin 1995). Esta
regulacién depende del tipo de receptor, del tipo celular en el
que se expresan y del tipo de canal de Ca®* (Millan et al., 2002).
Asi por ejemplo, la activacion de mGluRs conduce a la
inhibicién de las corrientes de Ca** tipo N en neuronas. En la
corteza cerebral esta inhibiciéon parece estar mediada por
receptores mGlu del grupo I y II. En cultivo de células
granulares de cerebelo parece estarlo por los mGluRs del grupo
I y III, y en el bulbo olfatorio por los mGluRs del grupo III
(Masu et al.,, 1991; Pin and Duvoisin 1995). Finalmente, la
activacion de los receptores mGlu del grupo III conduce a la
inhibicién de canales de Ca ** tipo P/Q, mientras que los canales
de Ca % tipo L se inhiben por la activacién de mGluRs de
grupos I, II o III. La regulacién de los canales de Ca ** por

mGluRs puede llevarse a cabo mediante la producciéon de
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segundos mensajeros o bien mediante una interaccidn directa
entre la subunidad beta de la proteina G y el canal de Ca**.
7.2.3.8. Regulacion de canales de K*

La activacion de los receptores mGlu puede inhibir o potenciar
diversas corrientes de K', como las corrientes lentas post-
hiperpolarizantes de K' dependientes de Ca** (IAHP), la
corriente inactivante lenta de K* dependiente de voltaje (IM), la
corriente de potasio saliente (IK), las corrientes producidas por
la familia GIRK de canales rectificadores entrantes y las
corrientes lentas de K* independiente y dependiente de Ca**
(Masu et al., 1991; Pin and Duvoisin 1995). En cuanto a los
mecanismos moleculares de regulacién, las evidencias indican
que la PKA, la PKC y la tirosin quinasa participan en la
inhibicion de la IAHP, que parece estar mediada por los
receptores del grupo I. La inhibicién de los canales GIRK se
lleva a cabo por interaccion directa entre la subunidad beta de la

proteina G y el canal de K*.
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7.2.3.9. Regulacion de la funcion de receptores ionotropicos por
los mGluRs.

Los principales receptores ionotrdpicos implicados en la
transmisioén sinaptica rapida, los receptores AMPA, NMDA o
GABA-A, pueden ser regulados por los receptores mGlu. Asi, la
activacion de los receptores mGlu del grupo I inhibe las
corrientes mediadas por los receptores GABA-A y potencia las
respuestas mediadas por AMPA en el nucleo del tracto solitario
(Glaum and Miller 1992), y las corrientes mediadas por AMPA
y NMDA en la médula espinal (Bleakman et al., 1992). La
activaciéon de mGluRs puede potenciar o reducir las respuestas a
la activacion de receptores NMDA dependiento del area cerebral
y de la composicion de subunidades del receptor NMDA
(Colwell and Levine 1994; Nicoletti et al.,, 1999; Guo et al.,
2004). Por tanto, el efecto regulador por los mGluRs de los
receptores ionotropicos varia segin la poblacion neuronal y

parece desempefiar un importante papel en la modulacién de la
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transmision excitadora e inhibidora en diferentes regiones del
SNC.

7.2.4 Papeles fisiologicos de los receptores mGlu

La activacion de los receptores mGlu induce una amplia
variedad de cambios en la fisiologia neuronal. Algunos de ellos
se resumen a continuacién.

7.2.4.1 Modulacion de la excitabilidad neuronal

Los mGlu del grupo I parecen participar en la modulacion de la
excitabilidad neuronal en varias areas del SNC (Bordi y Ugolini
1999; Pin y Duvoisin 1995) a través de la modulaciéon de la
actividad de diversos canales ionicos (ver apartados 7.2.3.7, 8 y
9 ). Esta modulacién por mGluRs puede dar como resultado una
despolarizacién de la membrana, un incremento de la resistencia
o una reduccién en la frecuencia de disparo. Los mGluRs
pueden producir sobre las membranas neuronales tanto efectos
excitadores como inhibidores (Bordi and Ugolini 1999; Pin and
Duvoisin 1995). Se han observado efectos hiperpolarizantes de

los mGluRs en las células de Purkinje del cerebelo, que son

68



mediados por la modulacién de canales de K™ dependientes de
Ca® (Batchelor y Garthwaite 1993). Aunque se desconoce el
papel fisioldgico, cabria pensar que dicho efecto podria prevenir
un exceso de excitacion por parte de las células de Purkinje, lo
que las protegeria frente a la excitotoxicidad.

7.2.4.2 Modulacion de la transmision sindptica

Uno de los efectos fisiolégicos mejor caracterizados de los
agonistas de los receptores mGlu es la modulacién de la
neurotransmisiéon en las sinapsis glutamatérgicas (Gereau y
Conn 1995). Este efecto estd mediado por receptores mGlu
presinapticos que actian como autorreceptores y disminuyen la
liberacién de glutamato. Los receptores que participan en este
proceso son los del grupo II y III, mientras que la participacién
del grupo I sélo se ha podido observar en el hipocampo. Parece
que la activacion de los receptores mGlu reduce la liberacion de
glutamato de los terminales presinipticos porque induce una

inhibicién de los canales de Ca>* dependientes de voltaje. Los
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receptores mGlu del grupo I pueden tanto facilitar como inhibir
1a liberacién de glutamato (Rodriguez-Moreno et al., 1998).

En hipocampo la estimulacion de los mGluRs de grupo I, activa
1a fosfolipasa C que hidroliza inositol fosfolipidos de membrana
y forma diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). El
aumento de IP3 conduce a un aumento de Ca?* intracelular vy,
como consecuencia, de la liberacién de glutamato. El DAG por
su parte activa la proteina quinasa C (PKC) que fosforila los
mGluRs, desensibilizindolos. Cuando los mGluRs de grupo I en
el estado fosforilado son estimulados por agonistas activan vias
de transduccion de sefiales diferentes que conducen a la
inhibicién de la liberacidn de glutamato (Rodriguez-Moreno et
al., 1998).

En ciertas condiciones, la activacién de los receptores mGlu del
grupo II también puede aumentar la liberacion de glutamato
(Rodriguez-Moreno et al., 1998). Por ejemplo, en presencia de
acido araquidénico aumenta la liberacién de glutamato inducida

por L-AP4 en sinaptosomas (Herrero et al., 1992).
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Los receptores mGlu presindpticos también reducen 1la
liberacion de GABA y la transmisién sindptica inhibidora en
varias regiones del SNC (Gereau y Conn 1995). Los mGluRs del
grupo I inhiben la liberacién de GABA en el hipocampo,
mientras que los del grupo II y III 1o hacen en todo el SNC.
Ademas de regular la liberacién de glutamato y GABA, los
receptores mGlu pueden regular la transmision excitadora e
inhibidora modulando la funcién de receptores ionotrépicos de
glutamato y GABA (ver apartado 7.3.2.9). A diferencia de la
regulacion en la liberacién de neurotransmisores, la modulacién
de receptores ionotropicos permite a los receptores mGlu ejercer
un control selectivo de componentes especificos de la
transmision sinaptica.

7.2.4.3 Regulacion de la plasticidad sindptica

La potenciacion a largo plazo (LTP) y la depresion a largo plazo
(LTD), dos formas de plasticidad sinaptica, son cambios
persistentes en la eficacia siniptica, considerados modelos de

mecanismos subyacentes en los procesos de aprendizaje y

3
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memoria. La LTP se ha estudiado extensamente en el
hipocampo, donde su induccion requiere la coactivacién de los
receptores NMDA y mGlu del grupo I (Bashir et al., 1993; Pin
and Duvoisin 1995). En este caso, la activacién de los receptores
mGlu modula las respuestas mediadas por los receptores
NMDA, potencia la respuesta de los receptores AMPA vy
reorganiza su localizacion en la sinapsis (Masu et al., 1993). Por
su parte, la LTD se ha estudiado ampliamente en el cerebelo. Se
produce tras la activacién de los receptores mGlu del grupo I y
la estimulacién de las fibras trepadoras, y requiere la activacién
de la PKC, la liberacién de Ca®>* de almacenes intracelulares y la
activacién de la via del 6xido nitrico/ GMPc (Aiba et al., 1994;

Conquet et al., 1994).
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8. Receptores metabotrépicos y modulaciéon de la

actividad motora

Los mGluRs tienen una importante funcion en la modulacion de
la actividad motora y se expresan abundantemente en los
ganglios basales (Fig. 4). La actividad motora esta controlada
entre otras areas cerebrales por el estriado. En esta area cerebral
el sistema dopaminérgico es el principal implicado en el control
de la actividad motora, aunque, otros sistemas de
neurotransmision como glutamato, GABA y acetilcolina
también la modulan aumentando o disminuyendo la liberacion
de dopamina. Ademaés se puede estimular o inhibir la actividad
motora despolarizando o hiperpolarizando las neuronas del
estriado que proyectan al pélido y a la sustancia negra y que
presentan diferentes subtipos de receptores glutamatergicos,
GABA-ergicos y colinérgicos.

La activacion de mGluRs modula la actividad locomotora
inducida por activacion de los receptores de dopamina. La

deplecién de dopamina previene completamente la induccién de
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activacion motora por la administracion en el niicleo accumbens
del agonista de mGluRs, t-ACPD (Meeker et al., 1998). Estos
datos sugerien que la modulacién de la actividad motora por
mGluRs en situaciones fisiol6gicas estd mediada por el sistema
dopaminérgico. De hecho la administracién intra-estriatal de
DHPG (agonista de los mGluRs de grupo I) induce un aumento
de dopamina en el espacio extracelular en el micleo accumbens
(Bruton et al., 1999; Hu et al., 1999).

La activacion de mGluR 1 en mucleo accumbens, caudato-
putamen o area ventral tegmental induce un aumento de la
actividad motora (Kearney et al., 1997, Swanson y Kalivas,
2000; Wang y Mao, 2000). En cambio, el bloqueo de mGluR 5
en los ganglios basales o la administracién por via sistemica de
antagonistas de este receptor normaliza la actividad motora en
modelos animales de enfermedad de Parkinson que presentan
hipoquinesia (Coccurello et al., 2004; Kachroo et al., 2005;

Oueslati et al., 2005).
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Figura 4. Distribucion de los mLriuKs en ios circuitos ae los
ganglios basales (Conn et al., 2005). CM: centromedial; Gpi:
globo palido interno; SNr: sustancia negra pars

reticulata; VA: antero-ventral; VL: ventro-lateral; VM: ventro-
medial; STN: nucleo subtalamico; Gpe: globo palido externo

9. Efecto de la hiperamonemia sobre los receptores

metabotropicos de glutamato.

Existen estudios de varios grupos sobre las alteraciones en los
receptores ionotropicos de glutamato en hiperamonemia Yy
encefalopatia hepatica. Sin embargo hay pocos estudios acerca
de los efectos de la hipermonemia y el fallo hepatico sobre los

mGluRs. Lombardi ef al. (1994) monstraron que el amonio (2”4
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mM) disminuye la hidrdlisis de inositol fosfolipidos y potencia
la disminucién de AMPc inducidos por t-ACPD (agonista de los
mGluRs de los grupos I y II) en cortes de corteza cerebral.
Estos datos sugieren que el amonio administrado de forma
aguda inhibe vias de trasduccion de sefiales asociadas a los
mGluRs del grupo I y potencia las asociadas a los del grupo II.

Nuestro grupo ha mostrado (Saez et al., 1999) que la exposicién
crénica a amonio altera vias de trasduccion de sefiales asociadas
a los mGluRs en neuronas de cerebelo en cultivo. La activacion
de mGluRs con t-ACPD (agonista de los mGluRs de grupo I y
II), induce un aumento en la fosforilacion de MAP-2. En
cambio, cuando estas neuronas se exponen cronicamente a
amonio, el t-ACPD, en lugar de un aumento induce una
disminucién de la fosforilacion de MAP-2 (Saez et al., 1999). La
activacion de los mGluR 5 aumenta la fosforilacion de MAP-2
en los cultivos control, y la disminuye en los cultivos expuestos
cronicamente a amonio. Estos datos indican que vias de

trasduccidon de sefiales asociadas a los mGluRs del grupo I
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(mGIuR 1 y 5) se alteran en situaciones de hiperamonemia

crénica.

10. Anatomia funcional de los Ganglios Basales

i

La corteza cerebral de los mamiferos se encuentra masivamente
interconectada con dos estructuras subcorticales que modulan
las funciones motoras: el cerebelo y los ganglios basales. Ambas
estructuras transmiten la informacién procesada a la corteza
cerebral a través de los nucleos talamicos, cerrando asi el
circuito (Allen 1974). La manera en que los ganglios basales
procesan la informacion recibida ha sido denominada desde su
descripcién en los 80 como "modelo actual de organizacién de
los ganglios basales" (Alexander 1986). Se trata de un modelo
no definitivo con muchos puntos aun por aclarar y que todavia
no puede explicar completamente muchos de los resultados

descritos (Parent y Ciccetti, 1998) .
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10.1 Modelo actual de funcionamiento de los Ganglios
Basales

El Estriado (EST) incluye una parte dorsal (nticleos caudato y
putamen) y una parte ventral, que estd ocupada por el nicleo
accumbens (NAcc). El estriado constituye la entrada al circuito
de los ganglios basales (GB) y recibe miltiples aferencias, la
mayoria glutamatérgicas de la corteza cerebral, pero también del
hipocampo, tdlamo y amigdala. Los principales nucleos de
salida del circuito son el segmento interno del globo palido
(GPi) y la sustancia nigra pars reticulata (SNr) (Fig. 5). Estas
dos ultimas estructuras ejercen una influencia inhibitoria ténica
mediada por GABA sobre las neuronas premotoras excitatorias
localizadas en las laminas dorsal y ventral del talamo
respectivamente. Entre el nicleo de entrada y las estructuras de
salida (GPi y SNr) existen dos sistemas paralelos de proyeccion
originados en diferentes poblaciones neuronales del EST

denominados como "via directa" y "via indirecta" (Fig.5).
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La via directa compuesta por neuronas GABA-érgicas y
peptidérgicas estriatales proyecta monosinapticamente sobre el
complejo GPi/SNr. La via indirecta compuesta por originada
otras neuronas GABA-érgicas y encefalinérgicas estriatales
proyecta polisinapticamente sobre el complejo GPi/SNr pasando
previamente por el segmento externo del globo palido (GPe) y
nucleo subtalamico (STN) (Fig.5).

Esta secuencia indirecta esta constituida por eferencias
inhibitorias GABA-érgicas del EST sobre el GPe, de este ultimo
sobre el STN y una eferencia final excitatoria glutamatérgica
sobre el complejo GPi/SNr (Albin 1989). También existen
proyecciones GABA-ergicas del globo palido al tdlamo medio-

dorsal que no pasan por la GPi/SNr.
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Figura 5. Vias “directa” (estriato-nigral) e “indirecta”
(estriato-palido-subtalamo-nigral) del estriado y sus
conexiones con las areas talamicas. EST: estriado; Nace: nicleo
accumbens; ENK: encefalina; DYN: dinorfina; SP: sustancia P;
GPi/GPe: globo palido segmento interno y externo; VP: globo palido

ventral; STN: niticleo subtalamico; SNr: sustancia negra pars reticulata;
mDT: talamo medio-dorsal; VMT; talamo ventral medial.
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El balance adecuado entre la funcién de ambos circuitos es
necesario para una funcién motora correcta. La alteracion en el
balance entre la activacion de ambos circuitos resultaria en
alteraciones en la descarga del complejo GPi/SNr dando lugar a
la aparicion de bradiquinecia o hiperquinesia. La bradiquinesia o
aquinesia resultaria de una inhibicion GABA¢érgica aumentada
de las neuronas premotoras taldmicas como resultado de una
excesiva descarga de GABA del complejo GPi/SNr. Esto ocurre
por ejemplo tras la degeneracién de la via nigro-estriatal. Como
consecuencia de la disminucién de DA estriatal disminuye la
activacion de las neuronas gabaérgicas y encefalinérgicas de la
via indirecta con consecuente hipoactividad del GPe y posterior
marcada hiperactividad del STN que libera mas glutamato en la
SNr (Albin 1989). El aumento de glutamato en la SNr determina
un aumento de la liberacion de GABA en las neuronas
talamicas.

Por otro lado en los trastornos hipercineticos, como por ejemplo

la corea de Huntington, la degeneracion de las subpoblaciones
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de neuronas estriatales que proyectan sobre la via indirecta
induce una marcada inhibicién del GPe que a su vez inhibe el
STN. La inhibicion del nicleo subtaldmico determina una menor
liberacién de glutamato en la SNr y una disminucién de la
liberacion de GABA en las neuronas premotoras taldmicas
(Albin 1989) que a su vez se traduce en un aumento de la
liberacién de glutamato en la corteza.

10.2 Las neuronas espinosas medianas como centro
integrador de la informacion en el estriado.

Mas del 95% de la poblacién neuronal del estriado esta formada
por las neuronas espinosas medianas que son la diana de la
mayoria de las aferencias extrinsecas e intrinsecas del mismo y
que constituyen el centro integrador de la informacion debido a
sus arborizaciones que realizan simultineamente sinapsis con
aferencias extrinsecas e intrinsecas (Kemp y Powell 1971) (Fig.
6). Estudios electrofisiologicos han demostrado que fibras
nigroestriatales dopaminérgicas hacen sinapsis colaterales con

las mismas neuronas espinosas medianas que reciben axones
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glutamatérgicos desde la corteza cerebral, modulando de este
modo la aferencia excitadora de la corteza cerebral (Bouyer et
al., 1984). La interaccién entre el sistema dopaminérgico y
colinérgico estriatal es critica para el funcionamiento
equilibrado del estriado. El balance adecuado entre las acciones
de dichos sistemas parece producirse en las neuronas espinosas
medianas por medio de las cuales la acetilcolina ejerce un efecto
facilitatorio de las aferencias corticales mientras que la

dopamina ejerce un efecto inhibitorio (Lehman 1983).
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Figura 6. Neurona Espinosa Mediana como centro

integrador de centro de la informacion en el estriado.
Representacion tomada de Parent y col. (1995), en la que se
muestra el papel crucial de las neuronas espinosas medianas
como integradoras de aferencias externas e internas. Se destaca
que las aferencias extrinsecas terminan distalmente en las
dendritas, mientras que las internas lo hacen en la wunién
somatodendritica. Las aferencias dopaminérgicas ejercen un
papel crucial como moduladoras de las aferencias
glutamatérgicas corticales y talamicas.
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10.3 La salida de la informacion de los ganglios basales:
eferencias del complejo GPi/SNr y pilido.

Nucleos talamico mediales: La eferencia més importante parece

ser la dirigida a los nucleos ventral anterior / ventromedial y
medio-dorsal ipsilateral del tdlamo (Mogenson et al., 1980),
siendo estos nucleos considerados los principales reguladores de
la transmisidn de la informacién de los ganglios basales hacia la
corteza. Son eferencias GABA-érgicas mediante las que, como
se ha explicado en apartado 10.1, el circuito de los ganglios
basales ejerce una activacion cortical mediada por una
disminucién de la liberacién de GABA en los niicleos talamicos
(Fig.5).

En cambio las fibras GABA-érgicas que originan en el pélido
ventral proyectan al tdlamo mediodorsal y de alli a las areas
corticales frontales, principalmente a la corteza prefrontal
(Young et al. 1984; Churchill et al. 1996; Zahm et al. 1996).
Estas conexiones han sido implicadas tanto en funciones
motoras como cognitivas (Alesinsky, 2001; McFarland et al.,

2004).
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Nucleo centromedial del talamo : El papel de las eferencias del

GPi hacia el ndcleo centromedial del tilamo no esta
perfectamente determinado. Este nticleo del tilamo proyecta
nuevamente sobre la porcién sensorimotora del estriado y en
menor medida sobre la corteza cerebral. Las eferencias del
nucleo centromedial, esencialmente glutamatérgicas
proporcionarian a las neuronas espinosas centromedianas una
informacién adicional para la regulacién del procesamiento de la
informacién sensorimotora.

Habenula: Existen evidencias anatémicas que sugieren que la
habenula podria funcionar como una interfase en la transmisién
de la informacion desde el circuito de los ganglios basales hacia
el sistema limbico.

Nicleos pedunculo pontinos: Se ha sugerido que la conexién de

los nicleos de salida de los ganglios basales sobre los nicleos
pedunculopontinos constituye una via de salida al circuito
cerrado corteza-ganglios basales-corteza. Esta salida permite la

posibilidad de que la informacion procesada en el circuito tenga
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acceso rapido y directo a las motoneuronas. Los nicleos
pedunculopontinos presentan eferencias excitatorias mediadas
por acetilcolina principalmente sobre la pars compacta de la
sustancia negra. Recientemente se han descubierto conexiones
de los nucleos pedunculopontinos con los nucleos cerebelosos
profundos ofreciendo la posibilidad de que los mismos actien
como interfase de comunicacion entre el cerebelo y los ganglios
basales (Garcia-Rill, 1986; Pahapill y Lozano, 2000).

Coliculo superior; Eferencias GABAérgicas principalmente

desde la sustancia nigra pars reticulata a los nucleos tectales
conectaria la informacién proveniente los ganglios basales con
el sistema motor y particularmente con el haz tectoespinal que
controlaria los movimientos de la cabeza y los ojos.

Los principales datos que emergen de estas observaciones
anatémicas son, por un lado, la existencia de intrincadas
conexiones de antero y retroalimentacién (feed-forward and
feed-back) de todas las partes del circuito cortico-gangliobasal-

tdlamo-cortical, y por otro, el papel central del nucleo
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ventrolateral, ventromedial y medio-dorsal del tilamo en la
modulacién del circuito.

El talamo ventral en particular es un eslabdn vital en un sistema
de fibras ascendentes no solamente desde los ganglios basales
sino también desde el cerebelo y las cortezas precentral y
premotora. En realidad, pareceria que la mayor parte de la
influencia de los ganglios basales y del cerebelo en la actividad
motora estd canalizada, a través de sistemas separados, hacia la
hilera ventral de los nicleos talamicos, que sirve para integrar
los impulsos de los ganglios basales y del cerebelo y hacer que
estos impulsos alcancen a través de las fibras talamocorticales el
sistema corticoespinal y las otras vias descendentes cortico-
espinales que finalmente controlan la ejecucién de los actos

motores.
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Objetivos

Los pacientes con encefalopatia hepética presentan alteraciones
neurolégicas de tipo motor. Algunas de estas alteraciones
(hipoquinésia, bradiqﬁinesia, rigidez) sugieren una alteracion
funcional de los circuitos de los ganglios basales. Estudios de
imagenes de resonancia magnética y de flujo cerebral
corroboran la existencia de alteraciones en los ganglios basales.
No se conocen las bases moleculares de dichas alteraciones. Su
esclarecimiento permitiria identificar nuevas dianas terapeuticas
para el tratamiento de las alteraciones motoras, lo que mejoraria
la calidad de vida de los pacientes con fallo hepatico y EH.

El glutamato en el niicleo accumbens (NAcc) y en la sustancia
negra pars reticulata (SNr) tienen un papel crucial en la
modulacién de la actividad motora. El fallo hepatico y la
hiperamonemia que se instaura tras el, alteran 1la
neurotransmision glutamatérgica a diferentes niveles. En
cultivos primarios de neuronas, la exposicion cronica a amonio

altera vias de trasduccion de sefiales asociadas a los mGluRs.
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Nuestro objetivo consiste en averiguar si las respuestas motoras
moduladas por mGluRs en NAcc y SNr estin alteradas en
modelos animales de fallo hepatico crénico (ratas con
anastomosis porta-cava) y si la hiperamonemia es el factor
responsable en las alteraciones observadas.

Para alcanzar estos objetivos finales abordamos los siguientes
objetivos concretos:

1) Estudio de las posibles alteraciones en las respuestas motoras
inducidas por estimulacién de los mGluRs de grupo I, con
DHPG, en el NAcc en ratas con anastomosis porta-cava (PCS) y
ratas hiperamonémicas sin fallo hepético.

2) estudio por microdidlis cerebral in vivo en animales
despiertos de las posibles alteraciones en los cambios en los
niveles extracelulares de los neurotransmisores dopamina y
glutamato inducidas por la activacic’m de mGluRs del grupo I en
el NAcc de ratas PCS y en ratas con hiperamonemia crénica sin

fallo hepatico.
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3) Estudio de los circuitos neuronales implicados en las
respuestas motoras inducidas por el DHPG en el NAcc en ratas
control, PCS e hiperamonémicas.

4) Estudio de las respuestas motoras inducidas por la activacién
(con DHPG) o el bloqueo (con CPCCOE?t) de los mGluRs en la
SNr en ratas control y PCS.

5) Estudio del circuito neuronal implicado en dichas respuestas.
6) Analizar por “immunoblotting” el efecto de 1la
hiperamonemia y el fallo hepatico crénicos sobre el contenido
de proteinas cruciales en la neurotransmisién glutamatérgica
como los transportadores de glutamato (EAAC-1 y GLT-1) y los
receptores de glutamato (NMDA, mGluRs) en la SNr y en la

corteza motora primaria.

93



94



III. MATERIALES Y METODOS
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1. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas albinas macho de la cepa Wistar (Rattus
norvegicus) suministradés por Iffa Credo (Lyon, Francia) con un
peso comprendido entre 250- 350 gramos. Los animales se
estabularon en jaulas en un ambiente controlado: ciclo de 12
horas de luz (7h-19h) y 12 h de oscuridad (19h-7h) y 22 + 2 °C
de temperatura. Los animales se alimentaron con piensos
comerciales y tuvieron libre acceso a agua y comida. El cuidado
y tratamiento de los animales se realiz6 siguiendo la legislacion
espafiola sobre “Proteccién de los Animales Utilizados para
Experimentos y Otros Propdsitos Cientificos”, de acuerdo con
las normas de la Unién Europea (O.J. de E.C. L358/1
18/12/1986).

2. Modelo de hiperamonemia cronica sin fallo hepatico

Este modelo fue desarrollado hace afios en nuestro laboratorio
(Felipo et al., 1988; Azorin et al., 1989). Consiste en la
administracion durante 3-5 semanas a las ratas de una dieta rica

en amonio (20% acetato amodnico p/p) y produce un estado de
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hiperamonemia sostenida en el que los niveles de amonio en
sangre (= 430 pM) son unas tres veces mas altos que en las
ratas control (= 150 pM). 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 wurea (25 mmoles/24 h) en orina son
aproximadamente el doble de los valores correspondientes a
animales control.

3. Modelo animal de fallo hepaitico: anastomosis porta-cava
Se llevd a cabo en ratas Wistar macho de 150-175 gr. Los
animales se anestesiaron con halotano y se les practicé una
anastomosis porta-cava utilizando la técnica de Lee y Fisher
(1961). Se clamparon la vena cava inferior y la vena porta,
durante no mas de 15 minutos. Durante este tiempo se hizo la
operacién quirirgica que consistid en cortar la vena cava
inferior y acoplarla y suturarla con una pequefia incisién (del
diametro de la vena cava inferior) en la vena cava. A

continuacién se evalué el intestino para ver si existia cianosis, y
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si ésta persistia el animal se sacrificaba. Si la operacion
resultaba satisfactoria se suturaba el abdomen de la rata y ésta se
devolvia a la jaula individual. Las ratas control operadas sham
tuvieron la vena cava inferior y la porta clampadas durante 15
min.

Para corroborar el éxito de la operacién la anastomosis se
examina el animal al sacrificarlo comprobando que el higado
esta atrofiado y la anastomosis es permeable. Ademas, como una
medida del grado de atrofia del higado, se determind en cada
rata la relacién entre el peso del higado y el peso corporal. La
relacién entre el peso de higado y el peso corporal de las ratas
control es = 0.03. Cuando la operacién es satisfactoria esta
relacion en las ratas con anastomosis porta cava es mucho
menor (= 0.02) que en las ratas control (sham). Los cambios en
el peso corporal tras la anastomosis fueron similares a los que

se describen en la literatura para este modelo animal.
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4. Cirugia para colocacién de las cidnulas y la guia para la
sonda de microdialisis cerebral in vivo.

Cuatro semanas después de la anastomosis porta-cava o la dieta
conteniendo amonio, se anestesiaron las ratas mediante la
administracion de halotano. Se coloc la cabeza del animal en
un sistema de estereotaxia para implantar las cénulas (26 G,
Plastic One, Roanoke, VA, USA) en el NAcc (estudio 1) oenla
SNr (estudio 2) y la guia (CMA 11, Solna, Suecia) para la sonda
de microdialisis cerebral in vivo a nivel del NAcc, VP, SNr,
MDT, VMT y mPFCx en el estudio 1; y en el VMT y PMC
(corteza motora primaria) en el estudio 2.

Se realiz una incision sagital de aproximadamente 2.5 cm para
dejar la superficie del craneo al descubierto y con ayuda de una
espatula, suavemente, se raspd para quitar el tejido conectivo y
de este modo permitir posteriormente una buena adhesién del
cemento dental a la superficie del craneo. A continuacién, se
perforardn tres agujeros (1 mm &) en el craneo para permitir el

acceso vertical a las 4reas cerebrales de interés de las canulas y
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de la guia. Las coordenadas (segun el atlas de Paxinos y Watson
(1996)) donde se colocé la guia de microdiélisis fueron 1 mm
por encima del punto final de colocacion: NAce: AP +1.6, ML -
1.4, DV 5.1; VP: AP - 0.3, ML —2.25, DV - 7.9 ; SNr: AP —
5.5,ML -2.3,DV -6.6; MDT: AP -2.8 , ML - 0.7, DV 4.4,
VMT: AP - 2.3, ML - 1.4, DV - 6.6; mPFCx: AP 3.7, ML -
0.8, DV - 2.5, PMC: AP +1.6, ML — 3, DV — 1 (esquema 1).
Los animales se dejaron durante un periodo 48-72 horas para
que se recuperasen antes de realizar los experimentos de

microdialisis cerebral.
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NAcc

mPFCx

MDT VMT

Esquema 1. Localizacion de las sonda de microdialisis y de

las canulas (Paxina y Watson, 1996).
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5. Microdidlisis cerebral in vivo

El dia del experimento se retir6 el estilete de la guia y se
introdujo la sonda de microdidlisis que se implantd
cuidadosamente en el animal despierto. La sonda se perfundié
continuamente con liquido cefalorraquideo artificial (LCA) a un
flujo de 3 pl/min, utilizando una bomba de microperfusion. La

composiciéon del LCA fue en mM: NaCl 145, KCl 3.0, CaCl2

2.26, tamponado a pH 7.4 con tampén fosfato 2 mM,
(Hermenegildo et al., 1998) y filtrado a través de filtros Milipore
de 0.45 pm de tamafio de poro. Las sondas se perfundieron
continuamente durante un periodo de estabilizacion de 2 horas.
Transcurrido este periodo de estabilizacion se recogieron
muestras con un colector de fracciones, cada 20 minutos (60 pl)
y se almacenaron a —80°C hasta su analisis. Una vez tomadas las
muestras basales, se administré, a través de las canulas y con un
inyector de 33G (Plastic One, Roanoke, VA, USA) DHPG (10 o
30 nmol/parte), CNQX (10 nmol/parte) o CPCCOEt (10

nmol/parte). La técnica de microdialisis cerebral in vivo se
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emplea ampliamente para estudiar la concentracion extracelular
de neurotransmisores. Esta técnica presenta varias ventajas tales
como poder obtener muestras del animal in vivo, despierto y en
movimiento libre por lo que se puede utilizar para estudiar las
respuestas neuroquimicas en cerebro in vivo a la administracion
de una droga en una determinada area cerebral, incluso de
diferentes drogas simultineamente en diferentes areas cerebrales
o periféricamente y medir simultineamente, como en nuestro
caso, la actividad motora. Otra de las ventajas de esta técnica es
que permite llevar a cabo estudios farmacocinéticos y estudiar la
correlacién de los cambios neuroquimicos y/o metabdlicos con
el comportamiento del animal lo cual no es posible cuando esta

determinacion se realiza en muestras obtenidas post-morten.
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6. Compuestos utilizados

compuesto actividad Sitio de infusion

DHPG Agonista de los NAcc o SNr
mGluRs de grupo I

CPCCOEt Antagonista delos | SNr
mGluR 1

CNQX Antagonista delos | NAcc
receptores AMPA

DHPG: (8)-3,5-Dihidroxifenilglicina; CPCCOEt: ester etilico
del acido 7-(Hidroxi-imino)ciclopropa[b]cromen-1a-
carboxilico, CNQX: 6-Ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona
disodica

7. Determinacion de dopamina, glutamato y GABA

Las muestras de microdiélisis se analizaron mediante un sistema
de cromatografia liquida de alta presién (HPLC) acoplado a un
detector electroquimico para medir dopamina y a un detector de
fluoresciencia para medir glutamato y GABA.

Para la determinacién de dopamina (DA) se inyectaron 20 uL de
microdializado en una vélvula de inyecciéon Rheodyne 7125 con
un bucle de inyeccién de 20 pl (Rheodyne Inc., Rohnert Park,
CA) conectado a una columna de fase inversa C18 (Waters

resolve) de una longitud de 15 cm y un diametro de 3.9 cm y
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con particulas de 5 pm de diametro. La fase mobil contenia:
0.05 mM tampén acetato, 0.15 mM EDTA sodico , 0.4 mM
sodio octil sulfonato, 15% metanol, 1.1 mM n-dibutylamina. La
deteccion se realizé con un detector electroquimico Coulochem
II Model 5200A con una célula (ESA 5021) con un potencial de
+50 mV y una célula analitica (ESA 5011) al potencial de +340
mV (Cell 1) y a -250 mV (Cell 2). Los cromatogramas fueron
procesados con el programa Millennium 32 de Waters. El limite
de deteccién para la dopamina fue 80 fmol/20 pl.

El glutamato y el GABA se determinaron con un detector de
fluorescencia (Waters 474, filtro de excitaciéon 340 nm y filtro
de emisién 460 nm) después de haber sido derivatizados con
OPA (orto-ftaldehido). El OPA se utiliza especificamente con
precolumna de derivatizacion para el analisis de aminoacidos
porque es més sensible y mas rapido que otros métodos. Los
aminodcidos reaccionan con el OPA en presencia de un reductor
fuerte, en condiciones alcalinas (pH 9-11), dando un compuesto

fluorescente. La separacion en fase reversa seguida de deteccion
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fluorescente constituye un método de deteccion rapido, sensible
y selectivo para todos los aminodcidos con grupos aminos
primarios. Los péptidos son menos reactivos y los grupos
aminicos secundarios no reaccionan. 10 pL de microdializado se
derivatizaron con la solucién de OPA y se inyectaron en el
HPLC al cabo de 2 minutos. Para la separacion de los
aminoécidos se usé una columna de fase inversa C18, con una
longitud de 250 mm y un diametro de 4.6 mm y con particulas
de 5 pm de diametro (ODS 2, Wat&s Spherisorb) mantenida a
temperatura constante de 20 C.

La cromatografia se realizd con un programa de gradiente de
dos soluciones (A y B) cuyo flujo fue de 1 ml/min. La solucién
A era una mezcla 95/5 (vol/vol) de tampén acetato sodico 50
mM (pH 5.67) y metanol y alcohol isopropilico (12.5 ml por
litro de fase). La solucién B era una mezcla 70/30 (vol/vol)
metanol/agua. Las condiciones experimentales permitieron
detectar los dos aminoacidos en 20 minutos. Los cromatogramas

fueron procesados con el programa Millennium 32 de Waters.
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8. Inmunohistoquimica

Ratas con anastomosis porta-cava (PCS), ratas sham (control de
las PCS), ratas hiperamonémicas y sus controles fueron
operadas y se colacoron dos canulas en el nicleo accumbens
como se describe anteriormente. Tres dias después de la cirugia
se administrd bilateralmente DHPG (30 nmol/parte) o vehiculo.
Dos horas desptes de la inyeccion las ratas fueron anestesiadas
mediante inyeccion intraperitoneal de hidrato de cloral (4%) y
perfundidas mediante inyeccién intracardiaca con suero salino
(0.9% NaCl) heparinizado (0.01% de Heparina). Tras la
eliminaciéon de toda la sangre corporal se fijaron los tejidos
mediante perfusién de paraformaldehido 4% en tampdn fosfato
0.1M (NaK-PO,) (PB) a temperatura ambiente. Tras perfundir
unos 300 ml de la solucién fijadora, los cerebros se extrajeron
cuidadosamente y se mantuvieron en ésta solucion durante un
periodo no superior a dos horas, tras el cual se colocaron en una
solucion de sacarosa 30% en PB. Los cerebros se mantuvieron

en esta solucion a 4°C durante dos o tres dias. Se cortaron
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secciones parasagitales de 40 pm utilizando un microtomo de
congelacion. Los cortes se almacenaron a —20°C en tubos
eppendorff que contenian solucién crioprotectora (30%
etilenglicol, 30% glicerol y 40% PB) hasta su uso. Los cortes se
lavaron con tamp6n fosfato salino (PBS) 0.1 M con 0.2% de
Triton X-100 cuatro veces durante 5 minutos para eliminar la
solucién crioprotectora. La actividad peroxidasa enddgena se
bloqued incubando los cortes durante 10 minutos a temperatura
ambiente con PBS 0.2% de Triton X-100, que contenia 0.03%
(v/v) de H;0,. Tras esta incubacién los cortes se lavaron
nuevamente como antes. Las posibles uniones no especificas de
los anticuerpos primarios y secundarios se previnieron mediante
la incubacién de los cortes con suero del animal en el que se
habian producido los anticuerpos secundarios a utilizar (suero de
cabra) al 5% en 0.1M PBS con 0.2 % Triton X-100 durante 30
min. Las secciones se lavaron como antes y se incubaron toda la
noche a 4 °C con el anticuerpo primario correspondiente: anti-c-

Fos (Sigma, Saint Louis, USA, PN F7799) dilucién 1:5000. El
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anticuerpo primario se diluy6 en PBS 0.1M con 2% de Triton X-
100 y 1.5 % de suero de la especie animal en que se produjo el
anticuerpo secundario correspondiente. Los anticuerpos
secundarios biotinilados contra IgGs, se diluyeron en PBS 0.1M
con 0.2 % de Triton X-100 y 1 % del suero correspondiente. Los
cortes se incubaron con los anticuerpos secundarios durante 1h a
temperatura ambiente, se lavaron como antes y se incubaron
con el complejo avidina-biotina del kit Vector SG durante 1h a
temperatura ambiente. Los antigenos se visualizaron utilizando
diaminobencidina (20 mg en 100 ml de PB 0.1 M) con 0.002%
H,0; 30% (v/v). Los cortes se montaron en portas previamente
gelatinizados y se dejaron secar hasta el dia siguiente. Una vez
secos se deshidrataron en alcoholes de concentracién creciente
70%, 90% y 100% durante 3, 3 y 5 minutos respectivamente.
Tras la deshidratacion los cortes permanecieron en xileno al
menos 5 minutos y se montaron con resina Entellan. Una vez

secas las preparaciones se observaron en un microscopio Zeiss
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Axioskop 2 y las imégenes analizadas con un programa de
analisis de imagen (Leica Qwin).

9. “Immunobiotting”.

Las diferentes areas cerebrales (SNr, PMC) se homogenizan en
5 volimenes de tamp6n conteniendo: Tris-HC1 50 mM (pH 7.5),
NaCl 50 mM, EGTA 10 mM, EDTA 5 mM, pirofosfato s6dico 2
mM, p-nitrofenilfosfato 4 mM, ortovanadato sddico 1 mM,
fenil-metil-sulfonil-fluoruro 1 mM, leupeptina 20 pg/ml y
aprotinina 4 pg/ml. Una vez homogenizadas las diferentes areas
se someten a electroforesis en geles de poliacrilamida con
dodecil sulfato sédico. Tras la electroforesis se transfieren las
proteinas a membranas de nitrocelulosa o PVDF (fluoruro de
polivinilideno), que se incuban durante toda la noche a 4°C con
el anticuerpo primario. Se utilizaron anticuerpos policlonales
contra mGluR1 (1:500; CHEMICON Hampshire, UK), mGIuRS
(1: 2000; UPSTATE, Charlottesville, VA, USA); GLT-1 (1:

4000, TOCRIS bioscience, Northpoint, UK) o anticuerpos
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monoclonales contra EAAC-1 (1:1000, CHEMICON), o la
subunidad NR1 del receptor NMDA (1:1000, BD Biosciences).

Tras esta incubacién se lavaron las membranas con tampén
TBS-T (Tris-HCI 50 mM; NaCl 0.15M; 0.05% Tween 20, pH 7)
y se incubaron durante lh a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario contra IgG de conejo o de ratén,
conjugados con fosfatasa alcalina (Sigma St. Louis, MO, USA).
Las bandas de las proteinas correspondientes aparecen tras
incubar las membranas en una solucién que contiene 5-bromo-4-
cloro-3-indolil fosfato 0.4 mM (BCIP) y nitro-blue tetrazolium
0.4 mM (NBT) en un tampén que contiene: Tris-HCl 0.1M pH
9.5; NaCl 0.1M; MgCl, 5 mM. Las imégenes de las bandas que
se obtienen se captaron mediante un scaner Hewlett Packard
precisionscan Scanjet 5300C. La intensidad de las bandas se

cuantifica utilizando el programa Alphalmager 2200.
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10. Verificacién histologica de la localizaciéon de sondas y
canulas

Una vez completados los experimentos, se anestesiaron las ratas
con una inyeccién intraperitoneal de hidrato de cloral (4%)
(ImL por cada 100g peso) y se prefundieron mediante inyeccion
intracardiaca con suero salino (0.9% NaCl) heparinizado (0.01%
de Heparina). Tras la eliminacion de toda la sangre corporal se
fijaron los tejidos mediante perfusién de paraformaldehido 4%
en tampo6n fosfato 0.1IM (NaK-PO,;) (PB) a temperatura
ambiente. Tras perfundir unos 300 ml de la solucién fijadora, los
cerebros se extrajeron cuidadosamente y se mantuvieron en ésta
solucién durante un periodo no superior a dos horas, tras el cual
se colocaron en una solucién de sacarosa 30% en PB. Los
cerebros se mantuvieron en esta solucién a 4°C durante dos o
tres dias. Se cortaron secciones parasagitales de 40 pm
utilizando un microtomo de congelacién. Se tifieron con violeta

de cresilo y una vez secados se observaron al microscopio para
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verificar de la colocaciéon de las canulas y de la sondas en las

distintas dreas cerebrales.

11. Analisis estadistico

Los resultados del analisis de las muestras por HPLC se
expresaron en porcentaje del nivel basal (que es la media de
cuatro fracciones previas a la administracién del compuesto). En
ningin caso estos valores se corrigieron por el factor de
recuperacion de la membrana de didlisis. Para analizar los
resultados se utilizé el programa informatico GraphPad Prism
(version 4.00, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).
En los experimentos en los que se administr6 un compuesto a
una unica dosis o concentracion, el andlisis estadistico de los
resultados se realiz6 a partir de los valores crudos mediante un
test ANOVA de una via para datos repetidos, seguido de un test
de comparacion de medias post-hoc. En estos casos se
analizaron los factores tiempo y tratamiento. En aquellos

experimentos en los que se aplicaron concentraciones crecientes
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de un compuesto o tratamientos distintos, los resultados se
analizaron mediante ANOVA de dos vias para datos repetidos,
siendo la variable independiente la dosis o el compuesto
administrado y la dependiente el tiempo. El nivel de
significacion estadistica se establecié con un nivel de confianza

del 95% (p<0.05).
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IV. RESULTADOS
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1. La activacion de mGluRs en NAcc de ratas con fallo
hepatico crénico activa un circuito neuronal diferente que en
las ratas control e induce un mayor aumento de la actividad
motora.

1.1 Efectos motores inducidos por la inyeccién de DHPG,
agonista de los mGluRs de grupo I, en el NAcc en ratas con
fallo hepatico crénico (modelo de la anastomosis porta-
cava).

La administracion en el NAcc. del agonista de los mGluRs del
grupo I DHPG, (30 nmol/parte) induce actividad motora tanto
horizontal (expresada como nimero de cruces) como vertical
(expresada como numero de levantamientos) (Fig.7). En las
ratas control el nimero de cruces en 60 minutos aumenta
significativamente (p < 0.05) alrededor de 6 veces tras la
inyeccion de DHPG (35%11 cruces) con respecto a la inyeccion
de vehiculo (612 cruces). En las ratas con anastomosis porta-
cava (PCS), el numero de cruces en 60 min. aumenta
significativamente (p < 0.05) alrededor de 20 veces tras la

inyecciéon de DHPG (81%16) con respecto a la inyeccién de
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vehiculo (4+1 cruces). En las ratas PCS la activacion motora
inducida por el DHPG es significativamente mayor que en ratas

control (p < 0.05) durante los 60 minutos de observacion.

40
-B-control/DHPG

PCS/DHPG
-e - controWEH
PCS/VEH
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B
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m i PCS

Figura 7. Activacion motora expresada como numero de
cruces tras la inyeccion de DHPG en el Nace. Se inyecto
bilateralmente DHPG (30 nmol/parte) o vehiculo (VEH) en el

NAcc. “ *“ p <0.05, DHPG comparado con vehiculo (VEH);
“a” p <0.05 efecto del DHPG en las ratas PCS comparado con
las ratas control.
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Efectos similares se observaron en el caso de la actividad
motora vertical (numero de levantamientos). El DHPG
administrado en el NAcc aumenta la actividad vertical tanto en
las ratas control como en las PCS con respecto a la inyeccién de
vehiculo (Fig.8A y 8B). El aumento de la actividad vertical
inducido por el DHPG en la ratas PCS es también
significativamente mayor que en ratas control (p < 0.05) hasta

los 30 minutos tras la inyeccién de DHPG (Fig.8A).
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Figura 8. Activacion motora expresada como numero de
levantamientos tras la inyeccion de DHPG en el Nace. Se
inyecto bilateralmente DHPG (30 nmol/parte) o vehiculo en el

NAcc. “ *“ p <0.05, DHPG comparado con vehiculo (VEH);

“a” p <0.05 efecto del DHPG en las ratas PCS comparado con
las ratas control.
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1.2 Efectos de la inyeccion de DHPG sobre la concentracion
extracelular de dopamina y glutamato en el NAcc.

La inyeccion bilateral (30 nmol/parte) de DHPG en el NAcc de
las ratas control induce un aumento significativo (p < 0.01) de
la concentracién extracelular de dopamina en el NAcc (Fig. 9).
La concentracion extracelular de DA aumenta un 2821+25% y un
379136 % en las fracciones 5 y 6 respecto a sus valores basales.
En cambio en las ratas PCS, la inyeccién de DHPG en el NAcc
no induce un aumento de dopamina extracelular, que se
mantiene a niveles basales y significativamente mas bajos que
en las ratas control tras la inyeccién de DHPG (p < 0.01) (Fig.9).
El efecto opuesto se observd en el caso del glutamato
extracelular en el NAcc. La administracion de DHPG induce un
aumento significativo (p < 0.01) de la concentracién extracelular
de glutamato en el NAcc en las ratas PCS, llegando al

531+144% y 591+196% del basal en las fracciones 5 y 6.
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Figura 9. Efecto de la inyeccion de DHPG en el NAcc sobre
la concentracion de dopamina extracelular en el NAcc. Se

inyecto bilateralmente DHPG (30 nmol/parte). “ * “ p <0.05,
diferencia significativa comparando con su basal; “a” p <0.05
efecto del DHPG en las ratas PCS comparado con las ratas
control.

En cambio, en las ratas control el DHPG no afecta la
concentracion extracelular de glutamato (Fig. 10). La
concentracion de glutamato extracelular basal en el NAcc fue

similar en los dos grupos (0.35 = 0.03 pM y 0.33 + 0.04 pM en

las ratas control y en las ratas PCS respectivamente).

124



900
> 800
§ 700

™e 600
3%
© 500

DHPG
2 w§ 400

200
100

numero de muestra

Figura 10. Efecto de la inyeccion de DHPG en el NAcc sobre
la concentracion de glutamato extracelular en el NAcc. Se

inyecté bilateralmente DHPG (30 nmol/parte). “ *“ p <0.05,
diferencia significativa comparando con su basal; “a” p <0.05
efecto del DHPG en las ratas PCS comparado con las ratas
control.

1.3 La administracion de DHPG en el NAcc induce un
aumento significativo de la concentracion extracelular de
GABA en el palido ventral (VP) en ratas control pero no en

las PCS.

El siguiente paso para estudiar el circuito neuronal implicado en
la estimulaciéon motora inducida por el DHPG fue inyectar
bilateralmente DHPG en el NAcc y poner una sonda de
microdialisis en el palido ventral (VP) (ver Fig. 5). En las ratas
control la inyeccion de DHPG (30 nmol/parte) en el NAcc

induce un aumento significativo (p < 0.05) de GABA en el VP.
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La concentracion extracelular de GABA aumenta un 270+20% vy

un 360+£49% en las fracciones 5y 6 con respecto a sus valores

basales (Fig. 11). En cambio, en las ratas PCS, la inyeccion de

DHPG en el NAcc no afecta el GABA en el VP que se mantiene

a niveles basales. La concentracion basal de GABA en el VP fue

significativamente (p < 0.05) menor en las ratas PCS (2 £ 0.2

nM) que en las ratas control (5.3 £ 0.7 nM).
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Figura 11. Efecto de la inyeccion de DHPG en el NAcc sobre
la concentracion de GABA extracelular en el VP. Se inyecté

bilateralmente DHPG (30 nmol/parte). ¢ ** p <0.05, diferencia
significativa comparando con su basal; “a” p <0.05 efecto del

DHPG en las ratas PCS comparado con las ratas control.
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Las concentraciones extracelulares de glutamato y dopamina en
el VP no cambiaron tras la inyeccion de DHPG en el NAcc ni

en las ratas control ni en las ratas PCS (datos no mostrados).

1.4 La administracion de DHPG en el NAcc induce una
disminucién significativa de la concentracion extracelular de
GABA en el tilamo medio-dorsal (MDT) en ratas control
pero no en las PCS.

El siguiente paso para estudiar el circuito neuronal implicado en
la estimulacion motora inducida por el DHPG fue inyectar
bilateralmente DHPG en el NAcc y poner una sonda de
microdialisis en el tidlamo medio-dorsal (MDT), ya que esta
subdivision talamica el MDT recibe fibras GABA-érgicas desde
el VP (Fig. 5). En las ratas control la inyeccién de DHPG (30
nmol/parte) en el NAcc induce una disminucion significativa (p
< 0.05) de la concentracion extracelular de GABA en el MDT (
56+15% y 3418% en la fraccién S y 6) (Fig.12). En cambio, en

las ratas PCS la inyeccion de DHPG en el NAcc no afecta el
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GABA extracelular en el MDT. La concentracion basal de

GABA en el MDT fue significativamente (p < 0.05) mayor en

las ratas PCS (5.5 £ 0.5 nM) que en las ratas control (2.9 = 0.3

nM). La concentracion extracelular de glutamato en el MDT no

cambioé ni en las ratas control ni en las PCS tras la inyeccion de

DHPG en el NAcc.
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Figura 12. Efecto de la inyeccion de DHPG en el NAcc sobre
la concentracion de GABA extracelular en el MDT. Se
inyecté bilateralmente DHPG (30 nmol/parte). “ * “ p <0.05,
diferencia significativa comparando con su basal; “a” p <0.05
efecto del DHPG en las ratas PCS comparado con las ratas
control.
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1.5 La administracion de DHPG en el NAcc induce un
aumento de la concentracion extracelular de glutamato en la
corteza prefrontal (PFCx) tanto en ratas control como en

PCS.

El siguiente paso para estudiar el circuito neuronal implicado en
la estimulacién motora inducida por el DHPG fue inyectar
bilateralmente DHPG en el NAcc y poner una sonda de
microdiélisis en la corteza prefrontal medial (mPFCx) ya que
esta parte de la corteza recibe fibras glutamatérgicas desde el
MDT (Fig. 5). La inyeccion de DHPG (30 nmol/parte) en el
NAcc induce un aumento significativo (p < 0.05) del glutamato
extracelular en la mPFCx tanto en las ratas control como en las
PCS, siendo el aumento mayor en las ratas PCS. En las ratas
control, el glutamato alcanzé un 288+31% del basal en la
fraccién 6. En las ratas PCS, el aumento es significativamente
mayor (p < 0.05) y ocurre antes que en las ratas control,

alcanzando un 393150% y un 2401+33% del basal en las
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fracciones 5 y 6 (Fig. 13). La concentracion de glutamato

extracelular en la mPFCx antes de inyectar DHPG fue
significativamente (p < 0.05) mas alta en las ratas PCS (0.33 +

0.08 pM) que en las ratas control (0.16 = 0.03 pM).
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Figura 13. Efecto de la inyeccion de DHPG en el NAcc sobre
la concentracion de glutamato extracelular en la PFCx. Se
inyecté bilateralmente DHPG (30 nmol/parte). “ * “ p <0.05,
diferencia significativa comparando con su basal; “a” p <0.05

efecto del DHPG en las ratas PCS comparado con las ratas
control.
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1.6 La administracion de DHPG en el NAcc induce un
aumento de la concentracion extracelular de GABA en la

corteza prefrontal (PFCx) en las ratas control pero no en las

PCS.

La inyeccion de DHPG en el NAcc aumentd significativamente
(p < 0.05) la concentracién extracelular de GABA en 1a mPFCx
de las ratas control un 2461+29% del basal. En las ratas PCS no
se observd ninglin cambio en la concentracién de GABA en la
mPFCx tras la inyeccion de DHPG en el NAcc (Fig 14). La
concentraciéon basal de GABA extracelular en la mPFCx fue
similar en las ratas control (2.4 £ 0.7 nM) y enlas PCS (2 £ 0.6

nM).

Los resultados descritos hasta ahora sugieren que en las ratas
control la inyeccién de DHPG estimula las neuronas que desde
el NAcc proyectan al VP conduciendo a un aumento de la
concentracién de GABA en este. Este aumento de GABA en el

VP, a su vez, inhibe las neuronas GABAérgicas del VP que

131



proyectan al MDT induciendo una disminucion del GABA en

esta area talamica.
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Figura 14. Efecto de la inyeccion de DHPG en el NAcc sobre
la concentracion de GABA extracelular en la PFCx. Se

inyecté bilateralmente DHPG (30 nmol/parte). “ * “ p <0.05,
diferencia significativa comparando con su basal; “a” p <0.05
efecto del DHPG en las ratas PCS comparado con las ratas
control.

La disminuciéon del GABA en el MDT, a su vez, desinhibe las
vias glutamatérgicas que desde el MDT proyectan a la mPFCx
induciendo un aumento de la concentracion de glutamato
extracelular en ella. En cambio, el circuito neuronal

mencionado: NAcc —» VP —= MDT -» mPFCx no parece estar
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funcionando en las ratas PCS cuando inyectamos el DHPG en el
NAcc, ya que la inyeccion de DHPG en NAcc no altera las
concentraciones de GABA en el VP ni en el MDT. Sin embargo,
si que aumenta el glutamato extracelular en la mPFCx. Ademis
el DHPG estimula la actividad motora en las ratas PCS incluso
mas que en las ratas control. Esto sugiere que debe haber otro
circuito neuronal que se active en las ratas PCS cuando
inyectamos el DHPG en el NAcc.

Otro nucleo que modula la actividad motora es la sustancia
negra pars reticulata (SNr) que recibe también aferencias
GABA-érgicas del NAcc (Fig. 5). Por tanto estudiamos el efecto
de la inyeccion de DHPG en el NAcc sobre la concentracién

extracelular de GABA y glutamato en la SNr.

133



1.7 La administracion de DHPG en el NAcc induce una
aumento de la concentracion extracelular de GABA en la
sustancia negra pars reticulata (SNr) en las ratas PCS pero

no en las control.

En las ratas control la inyecciéon de DHPG (30 nmol/parte) en el
NAcc no indujo modificaciones significativas en la
concentracion extracelular de GABA o de glutamato en la SNr.
En cambio, en las ratas PCS, la inyeccién de DHPG en el NAcc
induce un aumento significativo (p < 0.05) de la concentracién
extracelular de GABA en la SNr, alcanzando un 2411+50% y un
3151+60% en las fracciones 5 y 6 (Fig. 15).

La concentracion basal de GABA extracelular en la SNr fue

similar en las ratas control (2 £ 0.3 nM) y en las (PCS 2.2 + 0.4

nM).
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Figura 15. Efecto de la inyeccion de DHPG en el NAcc sobre
la concentracion de GABA extracelular en la SNr. Se inyecto

bilateralmente DHPG (30 nmol/parte). “ *“ p <0.05, diferencia
significativa comparando con su basal; “a” p <0.05 efecto del
DHPG en las ratas PCS comparado con las ratas control.

En la SNr la concentracion extracelular de dopamina no cambi6
significativamente tras la inyeccion de DHPG en el NAcc (datos
no mostrados).

La concentracion extracelular de glutamato en la SNr no
cambio tras la inyeccion de DHPG en el NAcc, pero sus niveles

basales estan drasticamente aumentados (p < 0.01) en la SNr de

las ratas PCS. La concentracion extracelular de glutamato en la
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SNr fue 74 = 3 nM en las ratas control y 1100 + 300 nM en las
ratas PCS.

1.8 La administracién de DHPG en el NAcc induce una
disminucién de la concentracion extracelular de GABA en el
tilamo ventro-medial (VMT) en las ratas PCS pero no en las
control.

Las neuronas de la SNr proyectan sus fibras GABAérgicas al
talamo ventro-medial (VMT) (Fig. 5). Por lo tanto, el siguiente
paso para estudiar el circuito neuronal implicado en la
estimulacién motora inducida por el DHPG en las ratas PCS fue
inyectar bilateralmente DHPG en el NAcc y poner una sonda de
microdidlisis en el VMT. En las ratas control, la inyeccion de
DHPG en el NAcc no induce cambios ni en el GABA ni en el
glutamato extracelular en el VMT. En cambio, en las ratas PCS
la inyecciéon de DHPG en el NAcc induce una disminucion
significativa (p < 0.01) y sostenida de la concentracion

extracelular de GABA en el VMT, que baj6 hasta un 40+3%,
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61+9, 52+12 y 41+15% del basal en las fracciones 5, 6, 7y 8
(Fig. 16).

La concentracion basal de GABA en el VMT fue
significativamente mas alta (p < 0.05) en las ratas PCS (0.26 =+

0.07 pM) que en las ratas control (0.10 = 0.015 pM).
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Figura 16. Efecto de la inyeccion de DHPG en el NAcc sobre
la concentracion de GABA extracelular en el VMT. Se
inyectd bilateralmente DHPG (30 nmol/parte). “ * “ p <0.05,
diferencia significativa comparando con su basal; “a” p <0.05
efecto del DHPG en las ratas PCS comparado con las ratas
control.
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La concentracién extracelular de glutamato en el VMT de las
ratas PCS no cambid en el VMT tras la inyeccion de DHPG en
el NAcc. La concentracion basal de glutamato en el VMT fue
significativamente menor (p < 0.05) en las ratas PCS (1.7 £ 0.3
nM) que en ratas control (3.0 £ 0.2 nM).

Estos resultados sugieren que en las ratas control la activacién
de los mGluRs en el NAcc por DHPG estimula la actividad
motora a través del circuito neuronal que implica NAcc —» VP
— MDT — mPFCx y que este circuito no funciona en las ratas
con fallo hepético crénico (ratas PCS). En cambio en las ratas
PCS se activa otro circuito neuronal que implica NAcc — SNr
— VMT — mPFCx. Este circuito no se activa en las ratas
control.

Tratamos a continuacién de averiguar porque el DHPG produce
esta activacion diferencial de 2 circuitos diferentes en ratas
control y PCS. Como se observa en la Fig 9, la inyeccién de
DHPG en NAcc aumenta el glutamto en el NAcc en ratas PCS

pero no en las control. Este glutamato puede activar receptores
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AMPA, por tanto estudiamos si el bloqueo de los receptores
AMPA en el NAcc, con CNQX previene los efectos motores del

DHPG en las ratas PCS.

1.9 El aumento de la actividad motora inducido por DHPG
en las ratas PCS estia mediado por el aumento de glutamato
en el NAce.

Inyectamos bilateralmente CNQX (1 nmol/parte) antagonista de
los receptores AMPA y DHPG (30 nmol/parte) en el NAcc y
pusimos una sonda de microdiélisis en la SNr. La inyeccién de
CNQX y DHPG en el NAcc indujo en las ratas control una
estimulacién de la actividad motora similar a la que induce el
DHPG solo (Fig 17).

En cambio, en las ratas PCS la inyeccion de CNQX previene
completamente la estimulacién motora inducida por el DHPG
(Fig 16) manteniéndose la actividad a niveles similares a los

que se obtienen tras la inyeccion del vehiculo en el NAcc.
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En las ratas control, el nimero de cruces registrados en 60
minutos tras la inyeccién de DHPG (41 £ 9) y tras la inyeccién
de CNQX+DHPG (31 t 6) no fueron significativamente
diferentes. En las ratas PCS la inyecciéon de DHPG indujo un
aumento significativo de la actividad motora (p < 0.01) (63 £ 11
cruces en 60 min). Cuando se inyectaron las ratas con
CNQX+DHPG el nimero de cruces se redujo (4 £ 2 en 60
minutos) significativamente (p < 0.0001) con respecto al nimero
de cruces inducido por la inyeccion de DHPG solo,
manteniendose al mismo nivel que el inducido por la inyeccion
de vehiculo (3 = 1 cruces en 60 minutos). La inyeccion de
CNQX solo en el NAcc no indujo cambios significativos

respecto al basal en la actividad motora ni en las ratas control

(843) ni en las PCS (8+2).
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Figura 17. El antagonista de los receptores AMPA, CNQX,
previene los efectos motores inducidos por DHPG solo en las
ratas PCS. Se inyecto bilateralmente en el NAcc DHPG (30
nmol/parte), vehiculo (VEH) o CNQX (1 nmol/parte) mas
DHPG (30 nmol/parte) y se obervéo la actividad motora

expresada como numero de cruces durante 60 min. “ **“ p <0.05
comparando con la inyeccion de VEH; “a” p <0.05 comparando
ratas PCS y 1SHAM; “b” p <0.05 comparando CNQX+DHPG
con DHPG.

El mismo efecto ocurrio en el caso de la actividad vertical
(expresado como numero de levantamientos): en las ratas PCS el
CNQX disminuyo la actividad vertical inducida por la inyeccion
de DHPG a niveles similares a la actividad vertical inducida por
la inyeccion de vehiculo en el NAcc. Sin embargo, el CNQX no

afectdo el aumento de la actividad motora inducido por el DHPG

en las ratas control (Fig 18).
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Figura 18. El antagonista de los receptores AMPA, CNQX,
previene los efectos motores inducidos por DHPG solo en las
ratas PCS. Se inyecto bilateralmente en el NAcc DHPG (30
nmol/parte), vehiculo (VEH) o CNQX (1 nmol/parte) mas
DHPG (30 nmol/parte) y se obervo la actividad motora

expresada como numero de levantamientos durante 60 min. “ **
p <0.05, comparando con la inyeccion de VEH; “a” p <0.05
comparando las ratas PCS y las SHAM; “b” p <0.05
comparando CNQX+DHPG con DHPG.

1.10 El aumento de GABA extracelular en la SNr inducido
por la inyeccion de DHPG en NAcc en las ratas PCS esta
mediado por el aumento de glutamato en el NAcc.

Para comprobar si el aumento de glutamto en el NAcc inducido
por DHPG es el responsable del aumento de GABA extracelular

en la SNr inyectamos CNQX (1 nmol/parte) y DHPG (30

nmol/parte) en el NAcc y pusimos una sonda de microdialisis en
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la SNr. La inyeccion de CNQX+DHPG como la de DHPG solo
no induce ningin cambio en la concentracibn de GABA
extracelular en la SNr de las ratas control. En cambio, en las
ratas PCS el aumento de GABA extracelular en la SNr inducido
por la inyeccion de DHPG en el NAcc (Fig.15) se previene
completamente por el CNQX (Fig. 19). El CNQX solo
inyectado en el NAcc no induce ningin cambio significativo en
el GABA en la SNr ni en las ratas control ni en las PCS (datos
no mostrados). Estos datos sugieren que en las ratas PCS la
estimulacién de la actividad motora por mGluRs en el NAcc
esta mediada por el aumento de la concentracién extracelular de
glutamato en el NAcc que activa receptores AMPA,
despolarizando las fibras GABA-érgicas que desde el NAcc
proyectan a la SNr y conduciendo a un aumento de GABA

extracelular en la SNr y estimulando la actividad motora.
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Figura 19. El antagonista de los receptores AMPA, CNQX,
previene el aumento del GABA extracelular en la SNr de las
ratas PCS inducido por la inyeccion de DHPG en el NAcc.
Se inyecto bilateralmente en el NAcc CNQX (1 nmol/parte) mas
DHPG (30 nmol/parte) y se midio la concentracion de GABA
extracelular en la SNr.

1.11 El aumento de la expresion de c-Fos confirma la
activacion diferencial de los dos circuitos neuronales en
ratas control y PCS.

Con el fin de corroborar que la estimulacion de los mGluRs de
grupo I en el NAcc activa 2 circuitos neuronales diferentes en
las ratas control y en las ratas PCS inyectamos en el NAcc
bilateralmente DHPG (30 nmol/parte) y después de dos horas

sacrificamos y perfundimos los animales. Los cortes obtenidos

se tifieron por técnicas de inmunohistoquimica para detectar la
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proteina c-Fos. La expresion de c-Fos en las neuronas representa
un indice de activacion neuronal. La inyeccion de DHPG en el
NAcc aumenta la expresion de la proteina c-Fos en el NAcc
tanto en las ratas control como en las PCS. El nimero de
neuronas c-Fos positivas tras la inyeccion de vehiculo en el
NAcc fue similar en los dos grupos: 6 = 2 en las ratas control y 8
= 3 en las ratas PCS. La expresion de c-Fos inducida por DHPG
en el NAcc en las ratas PCS (89+12 nucleos c-Fos-positivos) fue
significativamente mayor (p < 0.05) que en las ratas control

(66+7 nucleos c-Fos-positivos) (Fig. 20).
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Figura 20. El DHPG aumenta la expresion de c-Fos en el
NAcc. Numero de neuronas c-Fos positivas/mm2 en el NAcc
dos horas después de la inyeccion de DHPG (30 nmol/parte) o

vehiculo (VEH) en el NAcc. “ * “ p <0.05, diferencia
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significativa comparando con la inyeccién de VEH; “a” p <0.05
comparando las ratas PCS y las SHAM.

El numero de neuronas c-Fos positivas en el VP tras la
inyeccién de vehiculo en el NAcc fue similar en los dos grupos:
13 + 3 en las ratas control y 11 + 4 en las ratas PCS. La
inyeccion de DHPG en el NAcc induce un aumento de la
expresion de c-Fos (p<0.05) en el palido ventral de las ratas
control (3614 nicleos c-Fos-positivos) pero no en las ratas PCS

(16 13 nucleos c-Fos-positivos) (Fig. 21).
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Figura 21. El DHPG aumenta la expresion de c-Fos en el VP
solo de las, ratas control. Numero de neuronas c-Fos
positivas/mm en el VP dos horas después de la inyeccion de

DHPG (30 nmol/parte) o vehiculo (VEH) en el NAcec. “ *“ p
<0.05, comparando con la inyeccion de VEH; “a” p <0.05
comparando las ratas PCS y las SHAM.

Asimismo observamos un aumento significativo (p < 0.05) de la

expresion de c-fos en el talamo medio-dorsal de las ratas control
(72+3 nucleos c-Fos-positivos) pero no en el de las ratas PCS
(54+4 nucleos c-Fos-positivos) (Fig. 22). La inyeccion de
vehiculo en el NAcc induce una expresion similar de c-Fos en
el MDT en las ratas control (52+2 ntcleos c-Fos-positivos) y en

las PCS (49+3 ntucleos c-Fos-positivos (Fig.22).
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Figura 22. El DHPG aumenta la expresion de c-Fos en el
MDT solo de las ratas control. Numero de neuronas c-Fos
positivas/mm2 en el MDT dos horas después de la inyeccion de

DHPG (30 nmol/parte) o vehiculo (VEH) en el NAcc. “ *“ p
<0.05, comparando con la inyeccion de VEH; “a” p <0.05
comparando las ratas PCS y las SHAM.

El nimero de neuronas c-Fos positivas en la SNr tras la
inyeccion de vehiculo en el NAcc fue significativamente mayor
(p < 0.05) en las ratas PCS (44 £ 5) que en las ratas control (19
+ 3). La inyeccion de DHPG en el NAcc aumentd
significativamente (p < 0.01) el nimero de neuronas c-Fos

positivas en la sustancia negra pars reticulata de las ratas PCS
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(71+£7 ntcleos c-Fos-positivos) pero no en la de las control (25+

3 nucleos c-Fos-positivos)(Fig. 23).
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Figura 23. El DHPG aumenta la expresion de c-Fos en la
SNr solo de las ratas PCS. Numero de neuronas c-Fos
positiva/mm2 s en la SNr dos horas después de la inyeccion de

DHPG (30 nmol/parte) o vehiculo (VEH) en el NAcc. “ *“ p

<0.05, “ ***“ p <0.01 comparando con la inyeccion de VEH; “a”
p <0.01 comparando las ratas PCS y las SHAM.

El nimero de neuronas c-Fos positivas en el tilamo ventro-
medial (VMT) tras la inyeccion de vehiculo en el NAcc fue
similar en los dos grupos: 32 =+ 3 en las ratas control y 29 = 3 en

las ratas PCS. La inyeccion de DHPG en el NAcc aumentd
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significativamente (p < 0.01) el numero de neuronas c-Fos

positivas en el VMT de las ratas PCS (865 nucleos c-Fos-

positivos) pero no en la de las control (31 3 nucleos c-Fos-

positivos)(Fig. 24).
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Figura 24. El DHPG aumenta la expresion de c-Fos en el
VMT solo de las ratas PCS. Numero de neuronas c-Fos
positivas/mm en el VMT dos horas después de la inyeccion de

DHPG (30 nmol/parte) o vehiculo (VEH) en el NAcc. “ *“ p
<0.01, comparando con la inyeccion de VEH; “a” p <0.01
comparando las ratas PCS y las SHAM.

En corteza prefrontal (mPFCx) observamos un aumento de la

expresion de c-Fos en la mPFCx en los dos grupos. El numero

de neuronas c-Fos positivas en la mPFcx tras la inyeccion de

vehiculo en el NAcc fue similar en los dos grupos: 52 + 2 en las
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ratas control y 49 = 3 en las ratas PCS. Sin embargo, como
ocurre con la liberacion de glutamato, también el aumento de c-
Fos en la mPFcx fue significativamente mayor (p < 0.05) en las

ratas PCS (85+5 nucleos c-Fos-positivos) que en las control

(71 £3 ntcleos c-Fos-positivos) (Fig. 25).
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Figura 25. El DHPG aumenta la expresion de c-Fos en la
mPFCx tanto en ratas PCS como en control. (A) Niumero de
neuronas c-Fos positivas/mm en la mPFCx dos horas después
de la inyeccion de DHPG (30 nmol/parte) o vehiculo (VEH) en
el NAce. “ *“ p <0.01, comparando con la inyeccion de VEH;
“a” p <0.01 comparando las ratas PCS y las SHAM. (B)
Imagenes representativas de mPFCx que muestran la activacion
de la proteina c-FOS.

152



Tabla 4. Resumen de expresion de c-Fos inducida por la
inyeccion de DHPG en el nicleo accumbens de ratas control

y PCS.
RATAS CONTROL RA TAS
PCS
Area VEH DHPG VEH DHPG
NAce 6+2 66+7 8+3 8912
VP 1343 36+4 114 15+3*
MDT 52+2 72+3 4943 54+4*
mPFCx 5242 713 49+3 85+5%
SNr 19+3 2443 44+5% 85+5%
VMT 323 31+3 29+3 86:+5%

Los valores se expresan como numero de neuronas c-Fos
positivas/ mm2. Los valores diferentes significativamente
(p<0.01) con respecto a la inyeccion de vehiculo (VEH) se
indican en rojo. p<0.01 entre PCS y control.

Estos resultados corroboran la activacion diferencial de dos
circuitos neuronales distintos en situacion normal y en fallo
hepatico cronico (ratas PCS) tras la estimulacion de los mGluRs

en el NAcc. Dicha activacion diferencial se esquematiza en las

figuras 26 y 27.
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2. Papel de la hiperamonemia en las alteraciones

motoras inducidas por DHPG en el NAce

Las ratas con fallo hepéatico crénico debido a anastomosis porta-
cava (PCS) presentan hiperamonemia y otras alteraciones
debidas al fallo hepéatico. Con el fin de discernir la contribucién
de 1a hiperamonemia a las alteraciones neuroquimicas y motoras
observadas realizamos la misma serie de experimentos descritos
en el apartado anterior con un modelo de hiperamonemia

crénica en ratas sin fallo hepatico.

2.1 Efectos motores inducidos por la inyeccién de DHPG el

NAcc en ratas hiperamonémicas.

La administracion en el NAcc de DHPG, (30 nmol/parte)
estimula significativamente la actividad motora horizontal
(expresada como nimero de cruces) y vertical (expresada como
nimero de levantamientos) tanto en ratas control como
hiperamonémicas (Fig. 28). En las ratas control el nimero de

cruces en 60 minutos aumenta significativamente (p < 0.01)
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alrededor de 5 veces tras la inyeccion de DHPG (5616 cruces)
con respecto a la inyeccion de vehiculo (1014 cruces). En ratas
hiperamonémicas, el mnimero de cruces aumenta
significativamente (p < 0.05) alrededor de 16 veces tras la
inyeccion de DHPG (109114 cruces) con respecto a la inyeccién
de vehiculo (72 cruces). En las ratas hiperamonémicas la
activacion motora tras la inyeccion de DHPG es
significativamente (p < 0.05) mayor que en las ratas control

(Fig. 28). La diferencia es significativa entre 30 y 40 minutos

(Fig. 28A).
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Figura 28. Activacion motora expresada como numero de
cruces tras la inyeccion de DHPG en el NAcc. Se inyecto
bilateralmente DHPG (30 nmol/parte) o vehiculo en el NAce. “

* «“ p <0.05, DHPG comparado con vehiculo (VEH); “a” p
<0.05 efecto del DHPG en las ratas hiperamonémicas
comparado con las ratas control.

Efectos similares se observaron para la actividad vertical
(niumero de levantamientos): el DHPG administrado en el NAcc
aumenta mas la actividad vertical en las ratas hiperamonémicas

(p < 0.05) (Fig. 29 A y B).
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Figura 29. Activacion motora expresada como numero de
levantamientos tras la inyeccion de DHPG en el NAcc. Se
inyecté bilateralmente DHPG (30 nmol/parte) o vehiculo en el

NAcc. “ *“ p <0.05, DHPG comparado con vehiculo (VEH);
“a” p <0.05 efecto del DHPG en las ratas hiperamonémicas
comparado con las ratas control.
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El siguiente paso fue analizar a través experimentos de
microdialisis cerebral in vivo en ratas despiertas los circuitos
neuronales implicados en las respuestas motoras inducidas por

el DHPG en el NAcc.

2.2 Efectos de la inyecciéon de DHPG sobre la concentracion

extracelular de dopamina y glutamato en el NAcc.

La inyeccion bilateral (30 nmol/parte) de DHPG en el NAcc
induce un aumento significativo (p < 0.01) de dopamina (DA)
extracelular en el NAcc tanto en ratas control como
hiperamonémicas. En las ratas control la concentracién
extracelular de DA en el NAcc aument6 un 350 + 36% y un 400
139 % en las fracciones 5 y 6. En cambio en las ratas
hiperamonémicas el aumento de dopamina extracelular fue
significativamente menor: aumenté solamente en la fraccién 5

un 370122 % con respecto a su basal (Fig 30).
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Figura 30. Efecto de la inyeccion de DHPG en el NAcc sobre
la concentracion de dopamina extracelular en el NAcc. Se

inyecté bilateralmente DHPG (30 nmol/parte). « * “ p <0.05,
diferencia significativa comparando con su basal; “a” p <0.05
efecto del DHPG en las ratas hiperamonémicas comparado con
las ratas control.

En las ratas hiperamonémicas, la administracion de DHPG
induce un aumento significativo (p < 0.01) de la concentracion
extracelular de glutamato en el NAcc alcanzando un 531+£144%
y 591+196 % del basal en las fracciones Sy 6. En cambio en
las ratas control el DHPG no induce cambios en el glutamato
extracelular (Fig. 31). No se observaron diferencias
significativas en los niveles basales extracelulares de dopamina

o de glutamato en el NAcc (dopamina: 2.1 £ 0.8 nM en ratas

control y 2.1 £1.1 nM en ratas hiperamonémicas; glutamato: 0.7
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= 0.1 pM en ratas control y 0.9 = 0.2 pM en ratas

hiperamonémicas).
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Figura 31. Efecto de la inyeccion de DHPG en el NAcc sobre
la concentracion de glutamato extracelular en el NAcc. Se

inyect6 bilateralmente DHPG (30 nmol/parte). “ * “ p <0.05,
diferencia significativa comparando con su basal; “a” p <0.05
efecto del DHPG en las ratas hiperamonémicas comparado con
las ratas control.

2.3 La administracion de DHPG en el NAcc induce un
aumento del GABA extracelular en el palido ventral (VP)
tanto en ratas control como hiperamonémicas.

El siguiente paso para estudiar el circuito neuronal implicado en

la estimulacion motora inducida por el DHPG en el NAcc fue
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inyectar DHPG en el NAcc y poner una sonda de microdialisis
en el pélido ventral (VP) (Fig. 5). En las ratas control la
inyeccion de DHPG en el NAcc induce un aumento
significativo (p < 0.05) de la concentracion extracelular de
GABA en el VP, alcanzando un 340 £ 59% del basal en la
fraccion 6 (Fig 32). El aumento de la concentracion extracelular
de GABA en el VP fue mas rapido y significativamente mayor
(p < 0.05) en las ratas hiperamonémicas que en las ratas control,
alcanzando un 793 + 200% del basal en la fraccién 5. Ademas,
el aumento en las ratas hiperamonémicas fue mas duradero,
manteniéndose en un 344 + 150% y 369 + 137 % del basal en
las fracciones 6y 7 (Fig. 32).

La concentracion basal de GABA extracelular en el VP fue

similar en las ratas control (2.8 + 0.3 nM) y en las

hiperamonémicas (3.0 £+ 0.5 nM).
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Figura 32. Efecto de la inyeccion de DHPG en el NAcc sobre
la concentracion de GABA extracelular en el VP. Se inyecté

bilateralmente DHPG (30 nmol/parte). “ *“ p <0.05, diferencia
significativa comparando con su basal; “a” p <0.05 efecto del
DHPG en las ratas hiperamonémicas comparado con las ratas
control.

La inyeccion de DHPG en el NAcc aumentd significativamente
(p < 0.05) la concentracion extracelular de glutamato en el VP
en las ratas hiperamonémicas (un 266 = 24 % del basal) en la
fraccion 5, pero no en las ratas control (186 £ 57% del basal)
(Fig. 33). La concentracion basal de glutamato extracelular en el
VP fue similar en ratas control (0.21 = 0.05 pM) y en ratas

hiperamonémicas (0.24 £ 0.07 pM).
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La administracion de DHPG en el NAcc no modifico la
concentracion extracelular de dopamina extracelular en el VP
(datos no mostrados). La concentracion basal de dopamina en el
VP fue similar en los dos grupos (0.38 = 0.09 nM en las ratas

control y 0.40 £0.11 nMen las hiperamonémicas).
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Figura 33. Efecto de la inyeccion de DHPG en el NAcc sobre
la concentracion de glutamato extracelular en el VP. Se

inyecté bilateralmente DHPG (30 nmol/parte). « * “ p <0.05,
comparando con su basal.
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24 La inyeccion de DHPG en el NAcc disminuye la
concentracion extracelular de GABA en el tilamo medio-

dorsal tanto en ratas control como hiperamonémicas.

El siguiente paso para estudiar el circuito neuronal implicado en
la estimulacion motora inducida por el DHPG fue inyectar
bilateralmente DHPG en el NAcc y poner una sonda de
microdidlisis en el tdlamo medio-dorsal (MDT), que recibe
fibras GABA-érgicas desde el VP (Fig. 5).

La inyeccion de DHPG en el NAcc indujo una disminucién
significativa (p < 0.01) de la concentracidon extracelular de
GABA en el MDT en la fraccién 5 tanto en ratas control como
en las hiperamonémicas. En las ratas control la concentracion de
GABA baj6 hasta un 31 + 8% del basal y en la ratas
hiperamonémicas hasta un 30 + 6% del basal (Fig. 34).

La concentracién basal de GABA extracelular en el MDT fue

similar en ratas control (1.7 £ 0.3 nM) y en ratas

hiperamonémicas (2.1 + 0.3 nM).
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Figura 34. Efecto de la inyeccion de DHPG en el NAcc sobre
la concentracion de GABA extracelular en el MDT. Se

inyecté bilateralmente DHPG (30 nmol/parte). < * “ p <0.05,
diferencia significativa comparando con su basal; “a” p <0.05
efecto del DHPG en las ratas hiperamonémicas comparado con
las ratas control.

La inyeccion de DHPG en el NAcc no afecté la concentracion
extracelular de glutamato en el MDT en las ratas control ni en
las hiperamonémicas (datos no mostrados). La concentracion

extracelular basal de glutamato fue similar en ratas control (0.7

+0.1 pM) y en ratas hiperamonémicas (0.8 £ 0.1 pM).
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2.5 La administracion de DHPG en el NAcc induce un
aumento de glutamato extracelular en la corteza prefrontal

(mPFCx) tanto en ratas control como hiperamonémicas

El siguiente paso para estudiar el circuito neuronal implicado en
la estimulacion motora inducida por el DHPG fue inyectar
DHPG en el NAcc y poner una sonda de microdialisis en la
corteza prefrontal medial (mPFCx) ya que esta parte de la
corteza recibe fibras glutamatérgicas desde el MDT (Fig. 5). En
las ratas control la inyeccién de DHPG (30 nmol/parte) en el
NAcc induce un aumento significativo (p < 0.05) de la
concentracion extracelular de glutamato en la mPFCx tanto en
las ratas control como en las hiperamonémicas. El aumento fue
mas rapido y mayor en las ratas hiperamonémicas que en las
control (Fig. 35). En las ratas control, la concentracién
extracelular de glutamato aument6 significativamente (p < 0.05)
un 255 * 82% respecto a su basal en la fracciéon 6 tras la

inyeccién de DHPG en el NAcc. En las ratas hiperamonémicas,
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el glutamato extracelular aumenté un 412 = 93% y un 240+33
en las fracciones 5y 6.

La concentracion basal de glutamato extracelular en la mPFCx
tiende a ser mas baja en las ratas hiperamonémicas pero la

diferencia no llega a ser significativa (2.4 = 0.6 pM en ratas

control y 1.3 £ 0.3 pM en ratas hiperamonémicas).
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Figura 35. Efecto de la inyeccion de DHPG en el NAcc sobre
la concentracion de glutamato extracelular en la PFCx. Se
inyecto bilateralmente DHPG (30 nmol/parte). “ * “ p <0.05,
diferencia significativa comparando con su basal; “a” p <0.05
efecto del DHPG en las ratas hiperamonémicas comparado con
las ratas control.
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2.6 La administracion de DHPG en el NAcc induce un
aumento de la concentracién de GABA extracelular en la
corteza prefrontal (PFCx) en las ratas control pero no en las

hiperamonémicas.

En las ratas control la inyeccién de DHPG en el NAcc aument6
significativamente (p < 0.05) la concentracion extracelular de
GABA en la mPFCx un 334 £ 92% en la fraccion 6 (Fig. 36).
En las ratas hiperamonémicas, como en las ratas PCS, no se
observé ninguna modificacién en la concentracion de GABA en
la mPFCx tras la inyeccion de DHPG en el NAcc.

La concentracion basal de GABA extracelular en la mPFCx fue
similar en ratas control (1.3 * 04 pM) en ratas
hiperamonémicas (0.9 + 0.2 puM). La concentracién basal de
dopamina extracelular en la mPFCx fue similar en los dos
grupos (0.07 + 0.009 nM en las ratas control 0.09 * 0.008 nM
en las ratas hiperamonémicas) y no cambid tras la inyeccion de
DHPG en el NAcc en las ratas control ni en las

hiperamonémicas.
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Figura 36. Efecto de la inyeccion de DHPG en el NAcc sobre
la concentracion de GABA extracelular en la PFCx. Se

inyecté bilateralmente DHPG (30 nmol/parte). “ * “ p <0.05,
diferencia significativa comparando con su basal; “a” p <0.05
efecto del DHPG en las ratas hiperamonémicas comparado con
las ratas control.

Los resultados hasta aqui descritos reproducen parte de los datos
obtenidos en los experimentos efectuados con las ratas PCS.
Confirmamos que en las ratas control la inyeccion del agonista
de los mGluRs de grupo I, DHPG, estimula las neuronas que
desde el NAcc proyectan al VP determinando un aumento de la

concentracion de GABA en este. Este aumento de GABA en el

VP, a su vez, inhibe las neuronas que del VP que proyectan al
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MDT induciendo una disminuciéon del GABA en esta area
talamica. La disminuciéon del GABA en el MDT, a su vez,
desinhibe las vias glutamatérgicas que desde el MDT proyectan
a la mPFCx induciendo un aumento de la concentracién de
glutamato en ella. A diferencia de las ratas PCS, en las ratas
hiperamonémicas observamos que también se activa este
circuito neuronal que se activa en las ratas control tras la
inyeccion de DHPG en el NAcc, aunque, como se comenta en la
Discusion, de modo diferente. A continuacién estudiamos si en
las ratas hiperamonémicas el DHPG en NAcc activaba las
neuronas que originan en el NAcc y que proyectan a la sustancia
negra pars reticulata (SNr), como ocurre en las ratas PCS.

2.7 La administracion de DHPG en el NAcc induce un
aumento de GABA extracelular en la sustancia negra pars
reticulata (SNr) en las ratas hiperamonémicas pero no en las

control.

En las ratas control la inyeccion de DHPG en el NAcc no

indujo modificaciones significativas en la concentracion
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extracelular de GABA o de glutamato en la SNr. En cambio, en
las ratas hiperamonémicas, la inyeccion de DHPG en el NAcc
indujo un aumento significativo (p < 0.05) de la concentracion
extracelular de GABA en la SNr, alcanzando un 336 £ 67% del
basal en la fraccion S (Fig. 37).

La concentracion basal de GABA extracelular en la SNr fue
similar en los dos grupos (32 £ 5 nM en ratas control y 28 + 4

nM en ratas hiperamonémicas).
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Figura 37. Efecto de la inyeccion de DHPG en el NAcc sobre
la concentracion de GABA extracelular en la SNr. Se inyecté
bilateralmente DHPG (30 nmol/parte). “ *“ p <0.05, diferencia
significativa comparando con su basal; “a” p <0.05 efecto del
DHPG en las ratas hiperamonémicas comparado con las ratas
control.
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La inyeccion de DHPG en el NAcc aumento6 significativamente
(p <0.01) también la concentracion extracelular de glutamato en
la SNr un 490 = 100% del basal en las ratas hiperamonémicas
pero no en ratas control (Fig. 38). La concentracion basal de
glutamato extracelular en la SNr fue similar en ratas control (1.0
+ 0.2 pM) y en ratas hiperamonémicas (1.7 = 0.4 pM).
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Figura 38. Efecto de la inyeccion de DHPG en el NAcc sobre
la concentracion de glutamato extracelular en la SNr. Se
inyecto bilateralmente DHPG (30 nmol/parte). “ * “ p <0.05,
diferencia significativa comparando con su basal; “a” p <0.01
efecto del DHPG en las ratas hiperamonémicas comparado con
las ratas control
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La inyeccion de DHPG en el NAcc no afectdé los niveles de
dopamina en la SNr (datos no mostrados) ni en las ratas control
ni en las ratas hiperamonémicas. La concentracién basal de
dopamina extracelular en la SNr fue similar en ratas control

(0.041 + 0.009 nM) y en ratas hiperamonémicas ( 0.023 + 0.007
nM).

2.8 La administracion de DHPG en el NAcc induce una
disminucién del GABA extracelular en el tilamo ventro-
medial (VMT) en las ratas hiperamonémicas pero no en las

control.

En las ratas control, la inyeccién de DHPG en el NAcc no
indujo modificaciones significativas de la concentracién
extracelular de GABA o de glutamato en el VMT. En cambio,
en las ratas hiperamonémicas la inyeccién de DHPG en el NAcc
indujo una disminucién significativa y sostenida (p < 0.01) de
la concentracién extracelular de GABA en el VMT. Tras la

inyecciéon de DHPG en el NAcc los niveles de GABA en el
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VMT bajaron hasta un 53 £ 3%, 71 £ 9%, 52 £2%, 44 =+ 12%
and 40 = 14% del basal en las fracciones 5, 6, 7 ,8 y 9 (Fig. 39).
La concentracion basal de GABA extracelular en el VMT fue

similar en los dos grupos (2.7 = 0.4 nM en las ratas

hiperamonémicasy 1.8 £ 0.2 nM en las ratas control).
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Figura 39. Efecto de la inyeccion de DHPG en el NAcc sobre
la concentracion de GABA extracelular en el VMT. Se

inyecté bilateralmente DHPG (30 nmol/parte). “ * “ p <0.05,
diferencia significativa comparando con su basal; “a” p <0.05
efecto del DHPG en las ratas hiperamonémicas comparado con
las ratas control.

La concentracion de glutamato extracelular en el VMT no se
afecta ni en ratas hiperamonémicas ni en las control tras la

inyeccion de DHPG en el NAcc (datos no mostrados). La

concentracion basal de glutamato extracelular en el VMT fue
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significativamente mas baja (p < 0.05) en las ratas
hiperamonémicas (0.10 pM =* 0.02) que en ratas control (0.30 *
0.08 uM).

2.9 El aumento de la actividad motora inducido por DHPG
en el NAcc en las ratas hiperamonémicas esta mediado por
el aumento de glutamato en el NAce.

Dado que en las ratas hiperamonémicas, como en las ratas PCS,
el DHPG induce un aumento de la concentracion extracelular de
glutamato en NAcc que no ocurre en las ratas control quisimos
averiguar si el bloqueo de los receptores de glutamato de tipo
AMPA, con el antagonista CNQX afectaba los efectos motores
en las ratas hiperamonémicas como ocurre en las PCS.
Inyectamos bilateralmente CNQX (1 nmol/parte), antagonista de
los receptores AMPA, y DHPG (30 nmol/parte) en el NAcc y
pusimos una sonda de microdiélisis en la SNr. La inyeccién de
CNQX y DHPG en el NAcc indujo en las ratas control una
estimulacion de la actividad motora similar a la que induce el

DHPG solo (Fig. 40).

176



En cambio, en las ratas hiperamonémicas la inyeccion de CNQX
antagoniza parcialmente la estimulacién motora inducida por el
DHPG (Fig. 40) manteniéndose la actividad a niveles similares
a los que se obtienen tras la inyeccién del DHPG en el NAcc en
las ratas control. En las ratas control, el nimero de cruces
registrados en 60 minutos (basal 4£1 cruces) tras la inyeccion de
DHPG (30 + 8) y tras la inyeccion de CNQX+DHPG (39 £ 9)
no fueron significativamente diferentes. En las ratas
hiperamonémicas (basal 3*1 cruces) la inyeccion de DHPG
indujo un aumento significativo de la actividad motora (p <
0.01) (62 % 10 cruces en 60 min). Cuando se inyectaron las
ratas con CNQX+DHPG el numero de cruces se redujo (34 £ 2
en 60 minutos) significativamente (p < 0.01) con respecto al
nimero de cruces inducido por la inyeccion de DHPG solo y
alcanza niveles similares a los inducidos por la inyeccién de
DHPG en el NAcc en ratas control. E1 CNQX inyectado en el
NAcc no indujo cambios significativos en la actividad motora ni

en las ratas control (6+3) ni en las hiperamonémicas (513).
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El mismo efecto se observo en el caso de la actividad vertical
(expresada como nimero de levantamientos): el CNQX en las
ratas hiperamonémicas disminuyo la actividad vertical inducida
por la inyeccion de DHPG a niveles similares a la actividad
vertical inducida por la inyeccion de DHPG en el NAcc en las

ratas control (Fig 41).
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Figura 40. El antagonista de los receptores AMPA, CNQX,
previene parcialmente los efectos motores inducidos por
DHPG solo en las ratas hiperamonémicas. Se inyecté
bilateralmente en el NAcc DHPG (30 nmol/parte), vehiculo
(VEH) o CNQX (1 nmol/parte) mas DHPG (30 nmol/parte) y se
obervé la actividad motora expresada como nimero de cruces en
60 min. “ *“ p <0.05, comparando con la inyeccion de VEH;
“a” p <0.05 comparando las ratas hiperamonémicas y las
control; “b” p <0.05 comparando las ratas hiperamonémicas
inyectadas con CNQX+DHPG 'y las hiperamonémicas
inyectadas solo con DHPG.
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Figura 41. El antagonista de los receptores AMPA, CNQX,
previene parcialmente los efectos motores inducidos por
DHPG solo en las ratas hiperamonémicas. Se inyecto
bilateralmente en el NAcc DHPG (30 nmol/parte), vehiculo
(VEH) o CNQX (1 nmol/parte) mas DHPG (30 nmol/parte) y se
obervé la actividad motora expresada como numero de

levantamientos en 60 min. “ *“ p <0.05, comparando con la
inyeccion de VEH; “a” p <0.05 entre las ratas hiperamonémicas
y las control; “b” p <0.05 entre las ratas hiperamonémicas
inyectadas con CNQX+DHPG y las hiperamonémicas
inyectadas con DHPG solo.

2.10 El aumento de GABA extracelular en la SNr inducido
por DHPG en las ratas hiperamonémicas esta mediado por
el aumento de glutamato en el NAcec.

Para ver si el aumento de glutamato en el NAcc inducido por
DHPG es el responsable del aumento del GABA extracelular en

la SNr inyectamos CNQX (1 nmol/parte) antagonista de los

receptores AMPA, y DHPG (30 nmol/parte) en el NAcc y
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pusimos una sonda de microdiélisis en la SNr en las mismas
ratas en las que medimos la actividad motora al mismo tiempo
que realizamos la microdialisis. La inyeccion de CNQX+DHPG
como la de DHPG solo no induce ningin cambio en la
concentracion de GABA extracelular en la SNr de las ratas
control. En cambio, en las ratas hiperamonémicas, como ocurre
en las PCS, el aumento de GABA extracelular en la SNr (Fig.
37) tras la inyeccibn de DHPG en el NAcc se previene
completamente por el CNQX (Fig. 42). E1 CNQX inyectado en
el NAcc no induce ningin cambio en el GABA extracelular en
la SNr ni en las ratas control ni en las hiperamonémicas (datos

no mostrados).
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Figura 42. El antagonista de los receptores AMPA, CNQX,
previene el aumento del GABA extracelular en la SNr de las
ratas hiperamonémicas inducido por DHPG en el NAcc. Se
inyecto bilateralmente en el NAcc el CNQX (1 nmol/parte) mas
DHPG (30 nmol/parte) y se midiéo la concentracion de GABA
extracelular en la SNr.

Los datos obtenidos indican que en las ratas hiperamonémicas la
inyeccion de DHPG en el NAcc activa tanto el circuito neuronal

que se activa en ratas control como el que se activa en las PCS.

Esto se resume en el esquema presentado en la Figuras 43 y 44.
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2.11 El aumento de la expresion de c-Fos confirma la
activacion de dos circuitos neuronales en ratas

hiperamonémicas.

Para corroborar que la estimulaciéon de los mGluRs de grupo I
en el NAcc activa los 2 circuitos neuronales en las ratas
hiperamonémicas inyectamos en el NAcc bilateralmente DHPG
o vehiculo y realizamos los estudios de inmunohistoquimica
para visualizar la proteina c-Fos como en el estudio con las
ratas PCS.

La inyeccion de DHPG en el NAcc aumenta la expresion de la
proteina c-Fos en el NAcc tanto en las ratas control como en las
hiperamonémicas con respecto a la inyeccién de vehiculo. La
expresion de c-Fos en el NAcc en las ratas hiperamonémicas fue
significativamente mayor (p < 0.05) que en las ratas control
(Fig. 45). El nuimero de neuronas c-Fos positivas tras la
inyeccion de vehiculo en el NAcc fue 7 £ 2 en las ratas control y
37 £ 6 en las ratas hiperamonémicas (la diferencia fue

estadisticamente significativa, P< 0.001). Tras la inyeccién de
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DHPG en el NAcc el numero de neuronas c-fos positivas fue 53

= 6 en el NAcc de las ratas hiperamonémicas y 23 £ 5 en las

ratas control (p < 0.05).
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Figura 45. El DHPG aumenta la expresion de c-Fos en el
NAcc. Numero de neuronas c-Fos positivas/mm2 en el NAcc
dos horas después de la inyeccion de DHPG (30 nmol/parte) o

vehiculo (VEH) en el NAcc. “ *“ p <0.05, comparando con la
inyeccion de VEH; “a” p <0.05 entre las ratas
hiperamonémicas y las control.

En perfecto acuerdo con los datos neuroquimicos obtenidos por
microdialisis cerebral in vivo, la inyeccion de DHPG en el NAcc

induce un aumento de la expresion de c-Fos (p<0.001) en el

palido ventral (VP) tanto de las ratas control como de las ratas
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hiperamonémicas (Fig. 46). Tras la inyeccion de DHPG en el
NAcc el nimero de neuronas c-Fos positivas en el VP fue 69 =
10 de las ratas hiperamonémicas y 31 £ 5 en las ratas control (p
< 0.05). El numero de neuronas c-Fos positivas en el VP tras la
inyeccion de vehtuclo en el NAcc fue 8 = 3 en las ratas control y
15 £ 4 en las ratas hiperamonémicas. La diferencia no fue

estadisticamente significativa (Fig. 46).

0
>
8 120
alido ventral (VP
a |, Palidov (VP)
(A
0 %* %
u_ 80-
Q 60-
0
o  40F
D
2 oi
i CONT  CONT HA HA
?

VEH DHPG VEH DHPG

Figura 46. El1 DHPG aumenta la expresion de c-Fos en el VP.
Numero de neuronas c-Fos positivas/mm2 en el VP dos horas
después de la inyeccion de DHPG (30 nmol/parte) o vehiculo
(VEH) en el NAcc. ©“ *“ p <0.05, . “ **“ p <0.01, comparando
con la inyeccion de VEH; “a” p <0.01 entre las ratas
hiperamonémicas y las control.
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Asimismo observamos un aumento significativo (p < 0.05) de la
expresion de c-fos en el tdlamo medio-dorsal (MDT) en de las
ratas control como en las hiperamonémicas.

Tras la inyeccidn de vehiculo en el NAcc, la expresion de c-Fos
en el MDT fue similar en los dos grupos (6 + 2 neuronas c-Fos
positivas en las ratas control y 10 + 3 en las ratas
hiperamonémicas) (Fig. 47). El nimero de neuronas c-Fos
positivas tras la inyeccién de DHPG fue 33 + 11 en el MDT de
las ratas control y 45 £ 9 en el de las ratas hiperamonémicas. La

diferencia no fue estadisticamente significativa (Fig. 47).
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Figura 47. El DHPG aumenta la expresion de c-Fos en el
MDT. Niumero de neuronas c-Fos positivas/mm en el VP dos
horas después de la inyeccion de DHPG (30 nmol/parte) o

vehiculo (VEH) en el NAcc. “ **“ p <0.05.

Los datos del estudio de inmunohistoquimica de c-fos
corroboran que en las ratas hiperamonémicas también se activa
el otro circuito neuronal, NAcc—INr—VMT—PFCx que se
activa en las ratas PCS. La inyeccion de DHPG aumento
significativamente (p < 0.01) el nimero de neuronas c-Fos
positivas en la sustancia negra pars reticulata (SNr) en las ratas
hiperamonémicas pero no en las control (Fig. 48). El numero de
neuronas c-Fos positivas en la SNr tras la inyeccion de DHPG
en el NAcc fue 7 £ 3 en las ratas control y 31 £ 8 en las ratas

hiperamonémicas (p < 0.01) (Fig. 48).
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Figura 48. £1 DHPG aumenta la expresion de c-Fos en la
SNr solo de las ratas hiperamonémicas. Nimero de neuronas
c-Fos positivas/mm en la SNr dos horas después de la
inyeccion de DHPG (30 nmol/parte) o vehiculo (VEH) en el

NAcc. “ *“ p <0.05, comparando con la inyeccion de VEH; “a”
p <0.05 entre las ratas hiperamonémicas y las control.

Tras la inyeccion de DHPG en el NAcc aumentéo la expresion
del c-Fos en el tilamo ventro-medial (VMT) en las ratas
hiperamonémicas pero no en las ratas control (Fig. 49). Tras la
inyeccion del vehiculo en el NAcc, la expresion de c-Fos en el
VMT fue similar en los dos grupos (5 = 1 neuronas c-Fos
positivas en las ratas control y 4 £ 1 en las ratas

hiperamonémicas). Tras la inyeccion de DHPG en el NAcc el



numero de neuronas c-Fos positivas en el VMT fue 12 £ 3 en las

ratas control y 45 £ 4 en las ratas hiperamonémicas (p < 0.05)

(Fig.49).
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Figura 49. El DHPG aumenta la expresion de c-Fos en el
VMT solo de las ratas hiperamonémicas. Nimero de neuronas
c-Fos positivas/mm2 en el VMT dos horas después de la
inyeccion de DHPG (30 nmol/parte) o vehiculo (VEH) en el

NAcc. “ *“ p <0.01, comparando con la inyeccion de VEH; “a”
p <0.01 entre las ratas hiperamonémicas y las control.

De acuerdo con los datos de microdialisis en corteza prefrontal
(mPFCx) donde aumenta el glutamato tras inyectar DHPG en el
NAcc, observamos un aumento significativo (p < 0.05) de la
expresion de c-Fos en la mPFCx en los dos grupos. La expresion

de c-Fos en la mPFCx tras la inyeccion de vehiculo en el NAcc
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fue similar en los dos grupos (20 * 2 neuronas c-Fos positivas
en la mPFCx de las ratas control y 21 * 6 en la mPFCx de las
ratas hiperamonémicas).

Como ocurre con €l aumento de glutamato también en las ratas
hiperamonémicas el aumento de c-Fos en la mPFcx fue
significativamente (p < 0.001) mayor (94 + 7 neuronas c-Fos

positivas) que en las ratas control (44 + 9) (Fig. 50).
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Figura 50. El DHPG aumenta la expresion de c-Fos en la
mPFCx tanto en las ratas hiperamonémicas como en las
control. (A) Numero de neuronas c-Fos positivas/mm2 en la
mPFCx dos horas después de la inyeccion de DHPG (30
nmol/parte) o vehiculo (VEH) en el NAcc. “ *4p <0.05, “ **44p
<0.01 comparando con la inyeccion de VEH; 4a” p <0.01 entre
las ratas hiperamonémicas y las control. (B) Imagenes
representativas de mPFCx que muestran la activacion de la
proteina c-FOS.
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Tabla 5. Resumen de expresion de c-Fos inducida por la
inyeccion de DHPG en el nucleo accumbens de ratas control
y hiperamonémicas.

RATAS CONTROL RATAS
HIPERAMONEMICAS

Area VEH DHPG VEH DHPG
NAcc 7£2 23+5 37+6* 53+6*
A\ 4 8+3 31+5 15+4 69+10*
MDT 62 33+11 10+3 45+9*
mPFCx 20+2 44+9 21+6 94+7*
SNr 5+3 73 8+3 31+8*
VMT 5+1 12+3 4+1 45+4*

Los valores se expresan como numero de neuronas c-Fos
positivas/ mm . Los valores diferentes significativamente
(p<0.01) con respecto a la inyeccion de vehiculo (VEH) se
indican en rojo. p<0.01 entre hiperamonémicas y control.

Estos datos corroboran que en las ratas hiperamonémicas sin
fallo hepatico a diferencia de las ratas con fallo hepatico cronico
(ratas PCS) si que se activa la via neuronal que se activa en las
ratas control: NAcc—VP—PMDT—»PFCx tras la inyeccion de
DHPG en el NAcc. Ademas, en las ratas hiperamonémicas, el
DHPG en el NAcc activa el circuito neuronal
NAcc—»SNr—-VMT—PFCx. Esto explicaria el mayor aumento
de actividad motora inducida por el DHPG en las ratas

hiperamonémicas que en las control.
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3. Papel del glutamato extracelular y de la
activacion de los mGluRs en SNr en Ia

hipolocomocion en ratas PCS.

El GABA y el glutamato que se liberan en la SNr regulan la
actividad de las neuronas GABA-ergicas que proyectan al
talamo (Fig. 51). Un aumento del GABA extracelular y/o una
disminucion del glutamato extracelular disminuyen la actividad
de las neuronas del SNr que liberan GABA en el tilamo
conduciendo a una estimulacién de la actividad motora. Una
disminucién del concentracién de GABA y/o un aumento del
glutamato en la SNr conduce en cambio a una inhibicién de la
actividad motora espontanea.

La concentracién extracelular de glutamato en la SNr esta
significativamente aumentada (15-veces) en las ratas con
anastomosis porta-cava (PCS). En las ratas control (SHAM) la
concentracion extracelular de glutamato fue 74 + 3 nM mientras
la de las ratas PCS aumenta drasticamente (p < 0.05) a 1100 £

300 nM (Fig. 52, ver pagina 151).
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Fig.51. Esquema del circuito neuronal que regula Ila
actividad motora a partir de la sustancia negra pars
reticulata.

La concentracion extracelular de GABA en la SNr fue similar en

los dos grupos: 2.0 £ 0.3 nM en las ratas control y 2.2 + 04 nM

en las PCS .
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SHAM

Figura 52. El glutamato extracelular en la SNr estd muy

aumentado en las ratas PCS. “ *“ p <0.05.

La actividad motora espontanea fue significativamente (p<0.05)
menor en las ratas PCS con respecto a las control (Fig. 53). El
numero de cruces en 1hora fue 45 = 6 en las ratas control y 27

+ 4 en las ratas PCS.

Para ver si los cambios en la concentracion extracelular de
glutamato en la SNr podrian estar implicados en la
hipolocomocion en las ratas PCS analizamos si existe una
correlacion entre la concentracion de glutamato extracelular en

la SNr y la actividad motora (nimero de cruces).
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bloques de 10 min

Figura 53. Actividad motora espontinea expresada como
nimero de cruces en las ratas PCS. Numero de cruces en
bloques de 10 minutos cada uno durante 60 minutos p <0.05
entre ratas PCS y SHAM.

Como se muestra en la Fig. 54 efectivamente existe una
correlacion significativa negativa (p < 0.01; r = -0.74) entre la
actividad motora y la concentracion extracelular de glutamato en
la SNr. Las ratas que tenian una mayor concentracion de
glutamato eran las que tenian menos numero de cruces,
sugiriendo que el aumento de glutamato podria ser el

responsable de la hipoquinesia presente en las ratas PCS (Fig.

54).
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Figura 54. Correlacion entre la concentracion de glutamato
extracelular en la SNr y la actividad motora. La activida
motora espontanea se expresa como numero de cruces cada 10
minutos durante 1 hora. La concentracion de glutamato
extracelular se midié para cada rata en muestras de microdialisis
cerebral tomadas al mismo tiempo que se media la actividad
motora. Los valores corresponden a 5 ratas control y 7 PCS. El
analisis de regresion linear muestra una correlacion inversa
significativa (r= -0.747 , p < 0.01).

Teniendo en cuenta que en las ratas PCS la modulacion de la

actividad motora por los mGluRs 1 en NAcc esta alterada,

estudiamos si una sobre-estimulacion de los mGluRs 1 por la

mayor concentracion extracelular de glutamato en la SNr era

responsable de la hipoquinesia de las ratas PCS. Si esto fuera
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asi, el bloqueo de los receptores mGlu en SNr revertiria la
hipoquinesia. Estudiamos los efectos sobre la actividad motora
inducidos por la inyeccién bilateral del antagonista de los
mGluR 1, CPCCOEt (10 nmol/parte) en la SNr. En las ratas
control el bloqueo de los mGIuR 1 en la SNr no afecté la
actividad motora (46 £ 13 cruces en 1 hora) con respecto a la
inyeccion de vehiculo (45 £ 6 cruces en 1 hora). En las ratas
PCS en cambio, la administracion de CPCCOEt en la SNr
estimulé significativamente (p < 0.05) la actividad motora (50
8 cruces en 1 hora) con respecto a la inyeccion de vehiculo (27
+ 4 cruces en 1 hora). Tras la inyeccion de CPCCOEt, el nimero
de cruces efectuados por las ratas control y las PCS fue similar
(Fig. S5A y 55B). Estos resultados indican que el bloqueo de los
mGluRs 1 no tiene efectos motores en las ratas control pero
aumenta significativamente (p < 0.05) un 85 % la actividad

motora en las ratas con fallo hepatico.
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Figura 55. La administracion del antagonista de los
receptores mGluR 1, CPCCOEt en la SNr restaura la
actividad motora de las ratas PCS. (A) muestra el nimero de
cruces en bloques de 10 min durante 1 hora tras la
administracion bilateral de CPCCOEt (10 nmol/parte) en la SNr.
(B) muestra el nimero total de cruces registrados en 1 hora tras
la administracion de CPCCOEt (10 nmol/parte) o vehiculo

(VEH) en la SNr. “ *“ p <0.05, entre ratas PCS y SHAM tras la
administracion de VEH; “a” p <0.05 entre actividad motora tras
la inyeccion de CPCCOEty la de VEH.

Estos resultados apoyan la idea de que una activacion excesiva
de los mGluRs en la SNr debida al aumento de la concentracion
extracelular de glutamato es responsable de la hipolocomocion
de las ratas PCS. Con el fin de corroborar esta idea estudiamos
si la estimulacion de los mGluRs en la SNr con DHPG (10
nmol/parte) induce hipoquinesia. La inyeccion de DHPG en la

SNr indujo una disminucion significativa (p< 0.05) de la
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actividad motora tanto en las ratas control como en las ratas
PCS. La actividad motora tras la inyeccion de DHPG fue

similar en los dos grupos (Fig. 56).

o SHAM

VEH DHPG

Figura 56. La administracion de DHPG en la SNr disminuye
la actividad motora.

Numero de cruces registrados en 1 hora tras la administracion de
DHPG (10 nmol/parte), o vehiculo (VEH) en la SNr. “ *“ p
<0.05, entre ratas PCS y las SHAM tras la administracion de
VEH; “a” p <0.05 entre actividad motora tras la inyeccion de
CPCCOEt y la de VEH en ratas SHAM; “b” p <0.05 entre
actividad motora tras la inyeccion de CPCCOEt y la de VEH en
ratas PCS.

Para intentar esclarecer las posibles causas del aumento de
glutamato extracelular en la SNr de las ratas PCS, estudiamos
por inmunoblotting el contenido de los transportadores neuronal

(EAAC1) y glial (GLT-1) en la SNr.
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El contenido del transportador EAAC-1 disminuye (un 21%)

significativamente (p< 0.01) en las SNr de las ratas PCS con

respecto a las ratas control (Fig.57).

EAAC-I
A A 50pg

SHAM

Figura 57. El contenido del transportador neuronal de
glutamato EAAC-1 esta disminuido en la SNr de las ratas
PCS. Se sacrificaron ratas control y ratas PCS y se aislaron
rapidamente las SNr. Se analizo el contenido de EAAC-1 (A, B)
por “immunoblotting” como se describe en la seccion Métodos.
Se muestran “immunoblottings” representativos de 2 ratas
control (SHAM) (S1-S2) y 2 ratas PCS (P1-P2) (A). Se
capturaron las imagenes y se cuantifico la intesidad de las
bandas correspondientes (B) y se expresaron los datos de las
ratas PCS como porcentaje del control. Los valores representan
la media = error standard de 6 ratas por cada grupo. * p < 0.05,
entre las ratas PCS y las control.
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También el contenido del transportador glial GLT-1 disminuye
(un 27%) significativamente (p< 0.05) en la SNr de las ratas

PCS (Fig.58).

SHAM

Figura 58. El contenido del transportador glial de
glutamato, GLT-1, estd disminuido en la SNr de las ratas
PCS. Se sacrificaron ratas control y ratas PCS y se aislaron
rapidamente las SNr. Se analizo el contenido de GLT-1 (A, B)
por “inmunoblotting” como se describe en la seccion Métodos.
Se muestran “inmunoblottings” representativos de 2 ratas
control (SHAM) (S1-S2) y 2 ratas PCS (P1-P2) (A). Se
capturaron las imagenes y se cuantifico la intesidad de las
bandas correspondientes (B) y se expresaron los datos de las
ratas PCS como porcentaje del control. Los valores representan
la media £ error standard de 7 ratas por cada grupo. * p < 0.05,
entre las ratas PCS y las control.
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Estos resultados sugieren que un factor que contribuye al
aumento de la concentracién de glutamato en el espacio
extracelular de la SNr es que hay menos transportadores que lo
transporten a las neuronas (EAAC-1) o a los astrocitos (GLT-1).
El aumento de la activacién de los mGluRs en la SNr en ratas
PCS en condiciones basales deberia inducir un aumento de la
actividad de las neuronas de la SNr que proyectan al talamo con
consecuente aumento de los niveles extracelulares de GABA en
el VMT. Este efecto deberia prevenirse con atagonistas y
reproducirse con agonistas de los mGluRs. Para ver si esto
ocurre realmente colocamos dos canulas en la SNr y una sonda
de microdiélisis en el VMT. La concentracion extracelular de
GABA en VMT fue significativamente (p < 0.05) mas alta (un
53%) en el VMT de las ratas PCS. La concentracién de GABA
fue 17 £ 3 nM en el de VMT de las ratas control y 26 £ 3 nM en

el de las ratas PCS (Fig. 59).
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Figura 59. ElI GABA extracelular en el VMT esta
significamente aumentado en las ratas PCS. “ **“ p <0.05.

Para determinar si el aumento del GABA en el VMT de las ratas
PCS es consecuencia de un mayor activacion de los mGluR 1
en la SNr, estudiamos si bloqueando los mGIluR 1 con el
antagonista CPCCOEt (10 nmol/parte) se normalizan los niveles
extracelular de GABA en el VMT de las ratas PCS y si se
restaura la actividad motora. Como muestra la Fig. 60, el
bloqueo de los mGluR 1 en la SNr disminuyo6 la concentracion
extracelular de GABA en VMT de las ratas PCS a niveles
similares a los de las ratas control (Fig. 60, de 100 a 140 min).
La inyeccion de CPCCOEt en la SNr de las ratas control no
induce cambios significativos en la concentracion extracelular

de GABA en el VMT (Fig 58). Una vez que el efecto del
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antagonista CPCCOEt se pierde la concentracion extracelular de
GABA en el VMT de las ratas PCS vuelve aumentar a los
niveles basales (véase min 220 en la Fig. 60).

Para corroborar los resultados de que la activacion de los
mGluRs 1 en la SNr aumenta el GABA en el VMT inyectamos
el agonista DHPG (10 nmol/parte) en la SNr. La activacion de
los mGluRs en la SNr aumenta la concentracién extracelular de
GABA en los dos grupos experimentales (Fig. 60, a partir de
240 min.).

La actividad motora basal (entre el minuto 20 y 80 min de la
Fig. 60B) fue 27 + 4 cruces en las ratas PCS y 45 £ 6 cruces en
las ratas control (p < 0.05). La inyeccién de CPCCOEt en la SNr
no afectd la actividad motora en las ratas control (Fig. 60C entre
el minuto 100 y 160, 46 * 13 cruces), pero aumento
significativamente (p < 0.05) la actividad motora en las ratas
PCS (50 * 8 cruces).

La inyeccidén del agonista DHPG en la SNr indujo hipoactividad

tanto en las ratas control como en las PCS. El nimero de cruces
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efectuados en 1 hora (Fig. 60 D) fue similar: en las ratas control
(18 + 2) y en las ratas PCS (16 * 4). Tanto en las ratas control
como en las PCS, la inyeccién de DHPG en la SNr disminuy6
significativamente (p < 0.05) la actividad motora con respecto a

la inyeccién de vehiculo.
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Fgura 60. El bloqueo de los mGluR 1 en la SNr restaura la
actividad motora y normaliza los niveles de GABA
extracelular en el VMT. Se insertaron dos canulas en la SNr y
la sonda de microdialisis en el VMT. (A) Despues de recoger 4
muestras basales se administréo el antagonista de los mGluR 1,
CPCCOEt (10 nmol/parte) en el minuto 100 y el agonista de los
mGluRs de grupo I, DHPG (10 nmol/parte) en el minuto 240. Se
registro la actividad motora al mismo tiempo que se realizaba la
microdialisis. La actividad motora en condiciones basales (min
20-40) se muestra en el panel B. La actividad motora tas la
inyeccion de CPCCOEt en la SNr (min 100-160) se muestra en
el panel C. La actividad motora tras la inyeccion de DHPG en la
SNr (min 240-300) se muestra en el panel D. Los valores
significativamente diferentes respecto a las ratas control se
indican con asterisco, * p < 0.05; "a" significa en las ratas PCS
que es diferente significativamente (p < 0.05) respecto al basal
antes de la inyeccion de CPCCCOEt; '"b" significa en las ratas
control que es diferente significativamente (p < 0.05) respecto a
su valor basal.
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Para corroborar que cambios en la actividad motora reflejan
cambios en la concentracion extracelular de GABA en el VMT
representamos (Fig. 61) para cada animal la concentracioén de
GABA en el VMT vy la actividad motora correspondiente a los
niveles basales (de 20 a 80 min, 0O, m), después del bloqueo de
los mGlurs 1 en la SNr (de 100 a 160 min, o, @), y tras la
activacion de los mGluRs en la SNr (de 240 a 300 min, A, A).
Existe una correlacién negativa significativa (p < 0.05, r = -
0.574) entre la concentracion extracelular de GABA en el VMT
y actividad motora. Cuando aumenta el GABA en el VMT

disminuye la actividad motora y viceversa.
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Figura 61. Existe una correlacion significativa entre la
concentracion de GABA extracelular en el VMT y Ila
actividad motora. La grafica muestra los valores de GABA
extracelular en el VMT y de actividad motora obtenidos para
cada rata del experimento mostrado en la  Fig. 58. Los
cuadrados (0 , m ) corresponden a los valores basales durante los
20-80 min de la Fig. 58. Los circuios (0 , *) representan los
valores tras la inyeccion de CPCCOEt en al SNr (100-160 min
de la Fig. 58). Los triangulos (A, A) representan los valores tras
la inyeccion de DHPG (240-300 min en la Fig.58). El analisis de
regresion lineal muestra que existe una correlacion significativa
inversa entre la concentracion de GABA extracelular en el VMT
y actividad motora (r= -0.574 , p < 0.05).

El siguiente paso, siguiendo el circuito neuronal que modula la
actividad motora, fue estudiar si la hipolocomocion en ratas PCS
como los cambios inducidos por el bloqueo o la activacion de
los mGluRs en la SNr se reflejaban en cambios en Ila

concentracion extracelular de glutamato en la corteza motora

primaria (PMC).
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El bloqueo de los mGluRs 1 en la SNr con el antagonista
CPCCOEt (10 nmol/parte) aumenta significativamente la
actividad motora solo en las ratas PCS y aumenta
significativamente (p < 0.05) la concentracién extracelular de
glutamato en la PMC de las ratas PCS pero no en las ratas
control (Fig. 62).

Una vez que el efecto del antagonista CPCCOEt se pierde, la
concentracion extracelular de glutamato en la PMC de las ratas
PCS vuelve a los valores basales (minutos 140-220, Fig. 62). La
inyeccion de DHPG (10 nmol/parte) en el minuto 240 redujo la
concentracion de glutamato (Fig. 62) y la actividad motora

(Figs. 56 y 62D) tanto en la ratas control como en las PCS.
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Figura 62. La inyeccion del antagonista del mGIluRl,
CPCCOEt, en la SNr aumenta el glutamato extracelular en
la corteza motora primaria (PMC) y la actividad motora
solo en las ratas PCS. Se insertaron dos canulas en la SNr y la
sonda de microdialisis en la PMC. (A) Despues de recoger 4
muestras basales se administré el antagonista de los mGluR 1,
CPCCOEt (10 nmol/parte) en el minuto 100 y el agonista de los
mGluRs de grupo I, DHPG (10 nmol/parte) en el minuto 240. Se
registro la actividad motora al mismo tiempo que se realizaba la
microdialisis. La actividad motora en condiciones basales (min
20-40) se muestra en el panel B. La actividad motora tras la
inyeccion de CPCCOEt en la SNr (min 100-160) se muestra en
el panel C. La actividad motora tras la inyeccion de DHPG en la
SNr (min 240-300) se muestra en el panel D. Los valores
significativamente diferentes respecto a las ratas control se
indican con asterisco, * p < 0.05; "a" significa en las ratas PCS
que es diferente significativamente (p < 0.05) respecto al basal
antes de la inyeccion de CPCCCOETt; '"b" significa en las ratas
control que es diferente significativamente (p < 0.05) respecto a
su valor basal.

211



En la PMC la concentracion extracelular de glutamato fue
significativamente (p < 0.05) mas alta (de 250 %) en la PMC de
las ratas PCS que en las ratas control: 0.65 +0.15 pM en las

ratas control y 2.3 = 0.8 pM en las PCS (Fig.63)

SHAM

Figura 63. La concentracion extracelular de glutamato esta
aumentada en la corteza motora primaria (PMC) de las
ratas PCS. Se coloco una sonda de microdialisis en la PMC y se
cogieron 5 fracciones basales por cada rata. Se determiné la
concentracion de glutamato en las muestras de microdialisis por
HPLC. Los valores representan la media £ error standard de 7
ratas por cada grupo. * p < 0.05, diferencia significativa entre
las ratas PCS y las control.



La concentracion extracelular de GABA en la PMC fue similar
en los dos grupos (3.4 + 0.4 nM en las ratas control y 4.3 £ 0.4
nM en las PCS, datos no mostrados).

Dado que las ratas PCS presentan hipolocomocién, cabria
esperar en principio que tuvieran la concentracién de glutamato
disminuida y no aumentada. Para tratar de entender esta
aparente incongruencia medimos en la PMC el contenido de los
transportadores EAAC-1 (neuronai) y GLT-1 (glial) de
glutamato. El contenido del transportador neuronal EAAC-1
estd significativamente (p < 0.05) disminuido (56 £ 12% del
control) en la PMC de las ratas PCS (Fig. 64A-B).

En cambio, el contenido del transportador glial GLT-1 fue
similar en los dos grupos (Fig. 64 C-D).

La disminucién del transportador neuronal EAAC-1 podria
contribuir al aumento de la concentracion de glutamato en la

PMC de las ratas PCS.
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Figura 64. El contenido del transportador neuronal de
glutamato, EACC-1, pero no el del transpotador glial GLT-1
esta disminuido en la corteza motora primaria (PMC) de las
ratas PCS. Se sacrificaron ratas control y ratas PCS y se
aislaron rapidamente las PMC. Se analiz6 el contenido de
EACC-1 (A, B) y de GLT-1 (C, D) por “immunoblotting” como
se describe en la seccion Métodos. Se muestran
“immunoblottings” representativos de 2 ratas control (SHAM)
(S1-S2) y 2 ratas PCS (P1-P2) (A y C). Se capturaron las
imagenes y se cuantific6 la intesidad de las bandas
correspondientes (B, D). Se expresan los datos de las ratas PCS
como porcentaje del control. Los valores son la media = error
standard de 7 ratas por cada grupo. * p < 0.0S5.
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Una posible explicacion para el hecho de que las ratas PCS
tengan mas glutamato que las control en la PMC pero menos
actividad motdra seria que la cantidad y/o la funcién de los
receptores de Vglutamato' que median la estimulaciéon de la
actividad motora estuvieran disminuidos. Analizamos por
“immunoblotting” el contenido de receptores NMDA
(subunidad NR1) y metabotrépicos (mGluRs 1 y 5). El
contenido de receptores NMDA (la subunidad NR1), pero no el
de los mGluRs 1 y 5 o de la subunidad GLURI1 del receptor
AMPA (datos no mostrados), estd disminuido drasticamente (p
< 0.05) un 50% en la PMC de las ratas PCS comparado con las

ratas control (Fig. 65).
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Figura 65. El contenido de los receptores NMDA esta
disminuido en la corteza motora primaria (PMC) de las
ratas PCS.

Se sacrificaron ratas control y ratas PCS y se aislaron
rapidamente las cortezas motoras primarias. Se analizéo el
contenido de la subunidad NR1 del receptor NMDA (A, B) por
“immunoblotting”. Se muestran “inmunoblottings”
representativos de 2 ratas control (SHAM) (S1-S2) y 2 ratas
PCS (P1-P2) (A). Se capturaron las imagenes y se cuantifico la
intesidad de las bandas correspondientes (B). Se expresan los
datos de las ratas PCS como porcentaje del control. Los valores
son la media £ error standard de 5 ratas por cada grupo. * p <
0.05.
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V. DISCUSION
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Discusion

El nicleo accumbens es un area que pertenece al estriado ventral
y que se considera involucrado en la integracién entre
motivacion y acciéon motora _(interfase limbico-motora)
(Mogenson et al., 1980). Este nicleo cerebral juega un papel
crucial en la evocacion de respuestas motoras en respuesta a
estimulos tanto apetitivos como aversivos y participa en
procesos diversos como la ingesta, la conducta sexual, la
recompensa, la autoadministracién de drogas, respuesta al
estrés, en la memoria, etc. (Abercrombie et al., 1989; Floresco et
al., 1996; Jongen-Relo et al., 2003; Maldonado-Irizarry et al.,
1995; Damsma et al., 1992; Schultz et al., 1992). Su principal
papel neurobioldgico consiste en transferir informacioén
motivacional relevante para que se codifiquen respuestas
motoras oportunas. En los animales de experimentacion tiene la
funcién de reconocer y responder a situaciones que requieren
que el animal realice una conducta motora apropriada (Spanagel

y Weiss 1999).
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El NAcc posee dos territorios diferentes: el core (centro) y la
shell (corteza). La “shell” presenta conexiones de caracter
“limbico”: recibe proyecciones glutamatergicas desde el
hipocampo, la amigdala y corteza prefrontal y dopaminérgicas
desde el tegmento ventral. En cambio el “core” es una extension
del estriado dorsal (caudato-putamen) y tiene un caracter motor:
recibe aferencias glutamatérgicas de la corteza motora y
dopaminérgicas de la sustancia negra pars compacta y del area
ventral tegmental. El “core” presenta conexiones GABA-
érgicas de salida hacia el palido ventral y la sustancia negra pars
reticulata que forman parte de los bucles motores cortico-
estriato-talamicos que forman parte del sistema extrapiramidal.
El palido ventral envia fibras GABA-érgicas al tdlamo medio-
dorsal mientras la sustancia negra pars reticulata envia fibras
GABA-érgicas al tilamo ventro-medial y al tdlamo anterior. En
el tadlamo se originan fibras glutamatérgicas que proyectan
difusamente a 4reas corticales como la corteza prefrontal y

corteza motora que a su vez establecen conexiones entre ellas.
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Ademas desde estas areas corticales se originan fibras
glutamatérgicas que forman el sistema descendente cortico-
espinal (via piramidal) y fibras que inervan el nucleo
accumbens, el palido ventral y la sustancia negra pars reticulata,
cerrando de este modo el circuito ganglios basales-corteza (Fig.
5).

Las tres grandes aferencias del NAcc participan en distintos
aspectos de la evaluacion de la situacién ambiental. La corteza
prefrontal es clave en los procesos de atencién, de evaluacién
cognitiva y de programacion premotora. La amigdala participa
en la integracion emocional y auténoma. El hipocampo
desempefia un papel mnésico y de cartografia espacial.

Se cree que el proceso de integracién motora tiene lugar
principalmente en la “shell” del nicleo accumbens, la cual
modificaria los patrones de actividad motora del “core”, a través
de la corteza prefrontal que actia como un enlace entre los dos
territorios del nicleo accumbens. Woodward y cols. (2000)

mostraron con técnicas de electrofisiologia que un 50% de las
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neuronas del NAcc disparan durante el comienzo de un acto
motor y se “callan” cuando comienza otro que, a su vez, activa
otro conjunto de un 50% de neuronas.

Los principales neurotransmisores implicados en las respuestas
motoras que se originan en el NAcc son la dopamina y el
glutamato que modulan la actividad de las neuronas GABA-
érgicas que proyectan desde el NAcc hacia el VP y la SNr. Por
otra parte, en el NAcc existen interneuronas GABA-érgicas y
colinergicas que hacen que el GABA y la acetilcolina juegen un
importante papel modulador de las respuestas motoras inducidas
por la dopamina y/o el glutamato. Una muestra de ello es el
hecho de que la inyeccién de agonistas o antagonistas de
receptores GABA-érgicos o colinérgicos en el NAcc induce
alteraciones (estimulacién o inhibicién) en la actividad motora.
Estudios de neuroanatomia muestran que los mGluRs de grupo I
(mGluR 1 y 5) se expresan ampliamente en el estriado
(caudato-putamen y NAcc) (Albin et al., 1992; Kerner et al.,

1997, Testa et al., 1994). La activacion de los mGluRs del grupo
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I en el NAcc estimula la liberacién de neurotransmisores como
dopamina y glutamato (Bruton et al., 1999; Cartmell and
Schoepp, 2000) y la actividad motora (Kearney et al., 1997,
Swanson and Kalivas, 2000; Wang and Mao, 2000).

La hiperamonemia y el fallo hepatico alteran 1la
neurotransmision  glutamatérgica a  diferentes niveles;
alterandose el contenido y la funcion de los receptores y de los
transportadores de glutamato tanto gliales como neuronales
(Monfort et al., 2002). La funcién de algunas vias de
transduccion de sefiales asociadas a los receptores NMDA (v.g.
la via glutamato-6xido nitrico-GMPc) esta alterada en fallo
hepaético y esta alteracion parece debida a la hiperamonemia. Se
han realizado muy pocos estudios acerca de los efectos de la
hiperamonemia y del fallo hepatico sobre la funcién de los
mGluRs. Nuestro grupo ha mostrado previamente que en
cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo algunas

de las vias de trasduccion de sefiales asociadas a receptores
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metabotropicos de glutamato se alteran por la exposicién
cronica a amonio (Llansola et al., 2005; Saez et al., 1999).

Teniendo en cuenta que el glutamato y los mGluRs modulan las
respuestas motoras en el NAcc y que los pacientes con fallo
hepético presentan alteraciones motoras, un primer objectivo de
esta tesis consistié en estudiar si en los modelos animales las
respuestas motoras y neuroquimicas moduladas por los mGluRs
en el NAcc estin alteradas in vivo en situaciones de fallo
hepéatico crénico (modelo de la anastomosis porta-cava).
Ademas estudiamos si la hiperamonemia crénica que se instaura
tras el fallo hepatico es responsable de las alteraciones en las
respuestas a la activacién de los mGluRs in vivo. Para ello
estudiamos los efectos motores y neuroquimicos inducido por la
activacion de los mGluRs en el NAcc en ratas sin fallo hepatico
pero con hiperamonemia crénica moderada (inducida mediante
la administraciéon de una dieta que contiene acetato amonico).
La comparacion de los resultados obtenidos con los dos modelos

permite discernir que alteraciones son debidas a 1la
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hiperamonemia y cuales se deben a otros factores que se alteran
tras el fallo hepatico.

1. La induccién de actividad motora por estimulacion de los
mGluRs del grhpo Ien el NAcc es mayor en ratas con fallo
hepatico que en las control.

La estimulacion de los mGluRs del grupo I con el agonista
selectivo DHPG en el NAcc induce un aumento significativo de
la actividad motora tanto horizontal como vertical en las ratas
control confirmando estudios previos de otros grupos ( Kearney
et al., 1997, Swanson and Kalivas, 2000; Wang and Mao, 2000).
Nuestros resultados muestran que en ratas con fallo hepético
(anastomosis porta-cava) la estimulacién de la actividad motora
por el DHPG es mayor que en las ratas control. Este mismo
efecto ocurre en ratas con hiperamonemia crénica sin fallo
hepético, lo cual indica que la hiperamonemia seria responsable
de la mayor respuesta motora a la activacién de los mGluRs en

NAcc de ratas con fallo hepético cronico.
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Hemos comprobado que el receptor mGlul es responsable de los
efectos motores inducidos por el DHPG en NAcc dado que el
efecto motor del DHPG se previene cuando se inyecta en el
NAcc un antagonista selectivo del mGluR1 y la administracién
de un agonista selectivo del mGluR 5 no induce ninguna
estimulacién motora (Canales et al., 2003; Cauli et al., 2005).

Estudios de localizacion por inmunohistoquimica han
demostrado que el mGIluR 1 se expresa en neuronas mientras
que el mGluR 5 se expresa tanto en neuronas como en células de
glia. Esto sugiere que las alteraciones en las respuestas motoras
al DHPG en hiperamonemia y fallo hepatico son debidas a
alteraciones de vias de trasduccién de sefiales o en respuestas

asociadas a mGluR 1 en neuronas y no en astrocitos.
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2. La hiperamonemia y el fallo hepatico crénicos alteran las
respuestas neuroquimicas inducidas por activacion de los
mGluRs dei grupo I en el NAcc.

La regulacién de los niveles extracelulares de dopamina y
glutamato en el NAcc es un factor clave en la modulacion de las
respuestas motoras (Carlsson, 1993; Hauber, 1998). Nuestros
resultados muestran que la activacion de los mGluRs regula de
forma diferente la liberacion de dopamina y glutamato en el
NAcc en situaciones normales y en situaciones de fallo hepético.
En ratas control el DHPG aumenta la concentracién extracelular
dopamina en el NAcc (Bruton et al., 1999; Hu et al., 1999) y
este aumento parece ser el responsable del aumento de la
actividad motora en situaciones “normales”. Confirma esta
hipétesis el hecho de que la administracién de sustancias que
aumentan los niveles extracelulares de dopamina en el NAcc
como cocaina y anfetamina, o agonista de los receptores
dopaminérgicos aumentan la actividad motora (Anden 1977,

Robbins y Everitt, 1982; Chesselet 1984). Ademis la
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estimulacion de la actividad motora inducida por agonistas de
los mGluRs en el NAcc se previene con antagonistas de los
receptores dopaminérgicos (Wang y Mao, 2000) y la deplecion
de dopamina previene completamente la estimulacién motora
inducida por administracién en NAcc del agonista no-selectivo
de los mGluRs, t-ACPD (Meeker et al., 1998).

En estriado de primates se ha demostrado la presencia de
mGIluR 1 en las terminaciones presinapticas de fibras
dopaminérigicas (Paquet and Smith 2005). La activaciéon de
estos receptores podria explicar el aumento de la concentracién
extracelular de dopamina tras la administracion de DHPG.
Nuestros resultados muestran que la administracién del
antagonista de los mGlIuR 1, CPCCOEt, ademas de prevenir los
efectos motores inducidos por el DHPG también inhibe la
liberacién de dopamina (Canales et al., 2003), indicando que la
activacion de mGluR 1 y no de mGluR 5 es la responsable de la

liberacion de dopamina.
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Las respuestas de los niveles de neurotransmisores en NAcc a la
inyeccion de DHPG en ratas con fallo hepatico crénico
presentan dos diferencias muy notables con respecto a las ratas
control:

1) no aumenta la dopamina

2) aumenta el glutamato, que no aumenta en las ratas control
Por tanto en las ratas PCS la induccion de la actividad motora
por DHPG no puede estar mediada por el aumento de dopamina.
Parece que deberia estar mediada por el aumento de glutamato.
Para ensayar esta posibilidad estudiamos si la induccién de
locomocién por DHPG se previene bloqueando con CNQX los
receptores AMPA/kainato del glutamato en NAcc. Utilizamos
una dosis de CNQX que por si sola no induce ningun efecto
motor y comprobamos que, efectivamente, en las ratas con fallo
hepatico el CNQX prevenia completamente la estimulacion
motora inducida por DHPG.

Los mecanismos por los que en las ratas PCS el DHPG aumenta

la liberacién de glutamato pero no la de dopamina no estan
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claros. La inhibicion en las ratas PCS de la liberacion de
dopamina que induce el DHPG en ratas control podria ser
consecuencia del aumento de glutamato extracelular. Este
glutamato podria inhibir la liberacién de dopamina activando los
receptores mGlu del grupo IT (mGIuR 2 y 3). Se ha comprobado
que la administracion en el NAcc de agonistas de los mGluRs
del grupo II inhibe la liberacién de dopamina (Greenslade y
Mitchell 2004; Karasawa et al., 2006). Ademis 1la
administracion de un antagonista de mGluRs de grupo II
aumenta los niveles extracelulares de dopamina en el NAcc
(Karasawa et al., 2006).

Por tanto el aumento de glutamato extracelular podria ser
responsable de la falta de aumento de dopamina en las ratas
PCS.

La administracion de DHPG induce un aumento de la
concentracion extracelular de glutamato en el NAcc también en
las ratas hiperamonémicas pero no en las ratas control,

sugiriendo que la hiperamonemia es el factor clave en el fallo
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hepatico en la induccién del aumento de glutamato extracelular.
En cambio la hiperamonemia sola sin fallo hepatico (modelo de
la hiperamonemia crénica inducida con la dieta) disminuye el
aumento de dopamina inducido por DHPG parcialmente pero
sin prevenirlo completamente como en el caso de las ratas con
anastomosis porta-cava.

Esta diferencia entre las ratas hiperamonémicas y con fallo
hepético en la liberacién de dopamina puede deberse al hecho de
que en los dos modelos el aumento de la concentracién de
amonio en cerebro es diferente. El amonio aumenta en cerebro
un 100% en anastomosis-porta-cava (Ehrlich et al., 1980;
Butterworth et al., 1988) y un 50% en hiperamonemia sin fallo
hepatico (Mifiana et al., 1988; Azorin et al., 1989).

Es posible que el aumento de los niveles de amonio en el
modelo de hiperamonemia sin fallo hepético sean suficientes
para inducir la liberacién de glutamato y reducir el aumento de

dopamina, pero no para prevenirlo completamente.
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Ademas del aumento de glutamato otro factor que podria
contribuir a prevenir la liberacibon de dopamina en
hiperamonemia es una potenciacion de la actividad de los
mGluRs del grupo II. Lombardi et al. (1994) mostraron que en
cortes de corteza cerebral incubados con acetato de amonio (2-
4 mM) la hidrélisis de inositol fosfolipidos inducida por t-
ACPD (agonista de los mGluRs del grupo I y II) esta
disminuida, mientras que estd aumentada la disminucién de
AMPc. Estos datos sugieren que el amonio inhibe vias de
trasduccion de sefiales asociadas a los mGluRs I y potencia vias
asociadas a los del grupo II. Considerando estos datos, se puede
postular que en las ratas con fallo hepatico, la hiperamonemia
que se instaura aumente la activacion de los mGluRs de grupo II
inhiba la liberacion de dopamina.

En el caso de las ratas con hiperamonemia sin fallo hepético la
potenciacion de la funcién de los mGluRs II seria menor que en
las ratas PCS, conduciendo a una disminucion de la liberacién

de dopamina pero no a la inhibicién total de la misma.
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En las ratas con fallo hepatico o hiperamonémicas sin fallo
hepatico el aumento de la concentracién extracelular de
glutamato inducido por DHPG y la subsiguiente activacion de
receptores AMPA/kainato es résponsable de la mayor induccién
de actividad motora por el DHPG comparada con las ratas
control. Cuando se inyecta el antagonista CNQX con el DHPG
la actividad motora de las ratas control permanece similar a la
inducida por €l DHPG solo, como cabria esperar, ya que en estas
ratas no aumenta el glutamato extracelular. En las ratas
hiperamonémicas inyectadas con CNQX+DHPG la actividad
motora aumenta sobre el basal pero llega a valores similares a
los de las ratas control. La liberacién de dopamina inducida por
el DHPG en las ratas hiperamonémicas explicaria la actividad
motora que permanece después del bloqueo de los receptores
AMPA/kainato. En las ratas con anastomosis porta-cava al no
haber liberaciéon de dopamina tras la inyeccion de DHPG,
cuando se bloquean los receptores AMPA/kainato la actividad

motora vuelve a valores similares a los de la inyeccién del
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vehiculo, ya que ni la dopamina ni el glutamato pueden
aumentarla.

3. Los circuitos neuronales activados por la estimulacion de
los mGluRs en el NAcc son diferentes en ratas control, con
fallo hepatico o con hiperamonemia sin fallo hepatico.

Como se ha discutido en el apartado anterior, la inyeccién de
DHPG en NAcc induce aumento de dopamina en NAcc en ratas
control pero no en las PCS y aumento de glutamato en las PCS
pero no en las control.

Esto sugiere que los mecanismos por los que el DHPG induce
actividad motora deben ser diferentes en ratas control y PCS.
En las control la dopamina debe activar sus receptores en unas
neuronas deteminadas y, subsiguientemente, el circuito neuronal
que conduce a la ejecucion del movimiento. En las ratas PCS
seria el glutamato el que activaria sus receptores, probablemente
en otras neuronas diferentes y subsiguientemente, el circuito

neuronal que conduce a la actividad motora. Este circuito podria
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ser por tanto diferente del que activa la dopamina en las ratas
control.

Para ver si la activacién de los mGluRs en NAcc activa circuitos
neuronales distintos en las ratas control, en las PCS y/o en las
ratas con hiperamonemia sin fallo hepético, activamos con
DHPG los mGluRs en el NAcc y colocamos una sonda de
microdiélisis en diferentes nucleos cerebrales que podrian
formar parte de dichos circuitos neuronales. Las neuronas
GABA-érgicas del NAcc (que constituyen el 95% de la
poblacién neuronal en este nicleo cerebral) proyectan al palido
ventral (VP) y a la sustancia negra pars reticulata (SNr). La
inyeccion de DHPG en el NAcc activa la via NAcc-VP en ratas
control y conduce a un aumento de la concentracion extracelular
de GABA en el VP. A su vez el VP envia fibras GABA-érgicas
al talamo medio-dorsal (MDT). Tras la inyeccion de DHPG en
el NAcc el aumento de GABA en el VP inhibe la via GABA-
érgica que proyecta al MDT, conduciendo a una disminucion de

la concentracion extracelular de GABA en el MDT de las ratas
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control. Las neuronas glutamatérgicas del MDT proyectan a la
corteza prefrontal medial (mPFCx), con lo cual la disminucion
de GABA en el MDT desinhibe estas fibras glutamatérgicas e
induce un aumento de la concentracién extracelular de
glutamato en la mPFCx.

La activacion de esta via NAcc-VP-MDT-mPFCx en ratas
control tras la administracién de DHPG en el NAcc se confirma
por los estudios de inmunohistoquimica que permiten visualizar
la activacion neuronal siguiendo el aumento de la expresiéon de
c-fos. En las ratas control la expresion de c-fos aument6 en las
areas NAcc-VP-MDT-mPFCx tras la administraciéon de DHPG.
En las ratas con fallo hepético crénico (PCS) el circuito
neuronal NAcc-VP-MDT no se activa. Sin embargo, si que
aumenta el glutamato en la mPFCx y la actividad motora en las
ratas. Esto sugiere que en las ratas con fallo hepatico se debe
activar otro circuito neuronal diferente, que conduce a la
activacion motora. Un candidato que nos pareci6 probable es el

circuito que desde el NAcc proyecta a la SNr. En las ratas con
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fallo hepatico, pero no en las control, la administracion de
DHPG en el NAcc estimula las fibras GABA-érgicas que
proyectan al SNr y conducen a un aumento de la concentracién
extracelular de GABA en la SNr. Desde la SNr salen fibras
GABA-érgicas que proyectan al tdlamo ventro-medial (VMT)
pero no al medio-dorsal. El aumento de GABA en la SNr
conduce a una reduccion de la concentracién extracelular de
GABA en el VMT de las ratas con fallo hepatico pero no en las
control. Desde el VMT salen fibras glutamatérgicas que
proyectan a la corteza premotora que a su vez comunican con las
de la corteza prefrontal. La disminucién de GABA en el VMT
conduce a un aumento de glutamato en la mPFCx.

Los estudios de inmunohistoquimica confirmaron que en las
ratas PCS pero no en las control, la administracion de DHPG en
el NAcc induce un aumento de la activacion neuronal (aumento
de la expresion de la proteina c-fos) en la SNr y en VMT.

Estos datos muestran que tras la inyeccion de DHPG en NAcc,

en las ratas PCS se activa la via NAcc-SNr-VMT-mPFCx. Esta
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misma via no se activa en ratas control. Dado que en las ratas
PCS el DHPG aumenta el glutamato en NAcc y en las ratas
control no, pensamos que este glutamato seria el responsable de
la activacion de la via y de la induccion de actividad motora.
Pensamos que este efecto podria estar mediado por la activacién
de receptores AMPA en el NAcc, que induciria una liberacién
de GABA en la SNr. Para comprobarlo, inyectamos CNQX
(antagonista de receptores AMPA/kainato) con el DHPG en el
NAcc y medimos GABA extracelular en la SNr y actividad
motora. La inyeccion de CNQX previene completamente el
aumento de GABA en la SNr y de la actividad motora inducidos
por el DHPG.

Los datos anteriores indican que en las ratas control el DHPG
induce un aumento de dopamina en NAcc que activa el circuito
neuronal NAcc-VP-MDT-mPFCx. En las ratas PCS no aumenta
la dopamina y no se activa este circuito. En cambio en las ratas
PCS el DHPG aumenta el glutamato en NAcc y activa el

circuito neuronal NAcc-SNr-VMT-mPFCx.
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En las ratas con hiperamonemia crénica moderada sin fallo
hepatico el DHPG aumenta tanto la dopamina como el
glutamato en NAcc, por lo que cabria esperar que en estas ratas
se activaran los 2 circuitos neuronales. Tanto los estudios de
microdialisis cerebral como los de activacion neuronal por
immunohistoquimica de c-fos muestran que efectivamente en las
ratas hiperamonémicas se activan ambos circuitos.

Por otra parte, en estas ratas la inyeccion de DHPG en NAcc
induce una activacion motora mayor que en las ratas control.
Para comprobar si el aumento de glutamato en el NAcc inducido
por el DHPG es responsable de la mayor activacion motora en
las ratas hiperamonémicas inyectamos el antagonista de los
receptores AMPA/kainato (CNQX) en el NAcc junto al DHPG y
medimos liberacion del neurotransmisor GABA en la SNr y
actividad motora. Efectivamente observamos que el CNQX
prevenia el aumento de GABA en la SNr y la mayor actividad
motora inducidos por el DHPG. Tras la inyeccién de CNQX la

actividad motora en las ratas hiperamonémicas se mantiene a

239



niveles similares a los inducidos por el DHPG en las ratas
control, confirmando que el aumento de glutamato es
responsable del aumento en la respuesta motora.

4. La hipolocomocion en ratas con fallo hepatico crénico es
debida al aumento de glutamato y a la activacién de
mGluR1 en SNr.

En los experimentos de microdidlis cerebral en la sustancia
negra pars reticulata (SNr) observamos que en las ratas PCS la
concentracion extracelular de glutamato en la SNr estaba muy
aumentada en comparacién con las ratas control (sham).
Realizamos andlisis de correlacion y comprobamos que
efectivamente existe una correlacién negativa entre el glutamato
extracelular en la SNr y la actividad motora. La ratas con
concentracidn extracelular de glutamato mas alta en la SNr son
las que tiene mas hipoquinesia.

El contenido tanto del transportador neuronal de glutamato
EAAC-1 como del glial GLT-1 estan significativamente

disminuidos en la SNr de las ratas PCS. Esta disminucioén podria
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contribuir al aumento del glutamato y a la hipoquinesia presente
en las ratas PCS.

Otros estudios (Norenberg et al., 1997, Suarez et al., 2000;
Monfort et al. 2002) han mostrado una disminucién del
contenido de transportadores de glutamato en fallo hepético en
diferentes areas cerebrales. Nuestros resultados muestran que
también disminuyen en SNr, un area crucial en la mediacién de
las respuestas motoras de los ganglios basales. Existen estudios
que demuestran que el bloqueo de los receptores NMDA o
AMPA en la SNr induce estimulacion de la actividad motora
(Pycock y Dawbarn 1980; Kaur et al.,, 1997) pero no se han
descrito efectos de la inhibicién o activaciéon de los mGluRs en
la SNr sobre la actividad motora no se han descrito. Nuestros
datos demuestran que el aumento del glutamato en ratas PCS
activa los mGluR 1 e induce hipolocomocion. En las ratas
control el bloqueo de mGluR1 en SNr no induce actividad
motora, indicando que estos receptores no estan tonicamente

activados por glutamato en condiciones normales. activandose
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solo en situaciones en las que la concentracion extracelular de
glutamato aumenta (Pin y Duvoisin, 1995; Lujan et al., 1997,
Mateos et al., 2000; Conn et al.,, 2005). Cuando se activan
directamente los mGluRs de grupo I con DHPG si que se
induce hipolocomocién en ratas control, apoyando la idea de
que el exceso de glutamato en SNr induce hipoquinesia.

El aumento de la activacion de los mGluR1 en 1a SNr conduce a
un aumento de la concentracion extracelular de GABA en el
talamo ventro-medial (VMT) que media la hipolocomocién de
las ratas PCS. El bloqueo de los mGluR 1 en la SNr normaliza
los valores de GABA en €l VMT y la locomocién, que vuelve a
valores similares a los de las ratas control. En las ratas control,
el bloqueo de los mGluR 1 en la SNr no tiene ningun efecto
sobre el GABA en el VMT, corroborando que la activacion de
los mGIuR 1 en la SNr tiene lugar solo en condiciones
patoldgicas, como en fallo hepatico crénico. El hecho de que
activando los mGluRs en la SNr aumente el GABA en el VMT

y disminuya la actividad motora confirma el papel de los
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mGIuR 1 en la SNr y del GABA en el VMT en la modulacién
de la actividad motora. Ademas existe una perfecta correlacion
negativa entre concentracion extracelular de GABA en VMT y
actividad motora.

El circuito neuronal por el que los mGluRs en la SNr modulan la
actividad motora implica también la corteza motora primaria
(PMC). Un aumento de glutamato extracelular en la PMC
conduce a un aumento de la actividad motora (Graybiel, 1984;
Freund, 1985; Marsden y Obeso, 1994; Katz, 1996).

El bloqueo de los mGIluR 1 en la SNr aumenta el glutamato
extracelular en la PMC y la actividad motora en las ratas PCS.
Por otra parte, la activacion de los mGluRs disminuye el
glutamato en la PMC y la actividad motora tanto en ratas control
como en las PCS.

Podria esperarse que la menor actividad motora basal en ratas
PCS estuviera asociada a una disminucién del glutamato
extracelular en la PMC. Nuestros resultados muestran que la

concentracion extracelular de glutamato esta significativamente
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aumentada en la PMC de las ratas PCS, probablemente debido a
una disminucién del transportador neuronal EAAC-1 del
glutamato. Sin embargo, la actividad motora basal esta
disminuida en las ratas PCS. Esta aparente incongruencia se
puede explicar por una disminucién en el nimero y/o en la
funcionalidad de receptores de glutamato en la PMC o de las
vias de transduccién de sefiales asociadas a los mismos. Los
resultados obtenidos muestran una marcada disminucion (50%)
del contenido de receptores NMDA en la PMC de las ratas PCS
que puede contribuir a su hipolocomocién. El contenido de
receptores NMDA disminuye en distintas areas cerebrales en
diferentes modelos de hiperamonemia y fallo hepético. Peterson
et al. (1990) mostraron una disminucion de los sitios de unién de
glutamato al receptor NMDA en la corteza de ratas PCS.
Hopkins y Oster-Granite (1998) mostraron que en la corteza
fronto-parietal de ratones hiperamonemicos el contenido de
receptores NMDA esta disminuido en un 58%. La disminucién

de receptores NMDA en la PMC puede contribuir a la
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hipolocomocién de las ratas PCS, a pesar del aumento de la
concentracién extracelular de glutamato.

Diversos estudios clinicos han demostrado que existen
alteraciones en las areas éerebrales implicadas en los circuitos
de los ganglios basales en pacientes con enfermedades cronicas
del higado (e.g. cirrosis, hepatitis). La alteracién
mayoritariamente descrita es la hiperintensidad de las imagenes
de resoncia magnética nuclear, especialmente en las pesadas en
T1 en el globo palido, caudato-putamen, sustancia negra y
nucleo dentado del cerebelo (Kulisevsky et al., 1992; Krieger et
al., 1996; Layrargues et al., 1998; Spahr et al., 1996; Taylor-
Robinson et al., 1996; Skehan et al., 1997; Burkhard et al.,
2003;). Se ha descrito también en pacientes con EH un aumento
de la utilizacion de la glucosa en el talamo, lo cual indica que
existe una alteracién de la funcionalidad de esta 4rea cerebral
(Butterworth, 2000).

La asterixis (temblor de las extremidades superiores distales)

presente en los pacientes con EH se ha atribuido a un
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acoplamento tdlamo-cortical alterado (Timmermann et al, 2003;
2005). Nuestro trabajo confirma la existencia de dicha alteracion
y proporciona informacién nueva relevante sobre los posibles

mecanismos responsables de la misma.

5. Posibles implicaciones terapéuticas

Los resultados expuestos pueden servir de base para disefiar
tratamientos que mejoren las alteraciones motoras en pacientes
con encefalopatia hepatica. En principio se podria considerar
con una visién simplista que la administracién periférica de
antagonistas del mGluR1 permitiria que estos lleguen a la SNr y
normalicen la actividad motora en pacientes con encefalopatia
hepatica. Sin embargo, el antagonista también bloquearia los
receptores mGluR 1 en otras dreas cerebrales y periféricas. Los
efectos motores inducidos por el bloqueo o 1a activacién de los
mGluRs son diferentes segin el area cerebral (e.g nicleo
accumbens y sustancia negra pars reticulata). Por tanto son

necesarios nuevos estudios para analizar la posible utilidad de
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antagonistas de mGluR, administrados por via sistémica, para
tratar el enlentecimiento motor en encefalopatia hepatica.

En ratas control, la inyecciéon de dosis bajas de DHPG en el
tercer ventriculo (por via sistémica no pasa la barrera emato-
encefalica) que estimula los mGluRs en todo el cerebro no
induce ninguna alteracién significativa de la actividad motora
(Zalewska y Wisniewski, 2000). A dosis muy altas (100
nanomoles) la inhibe (Camon et al., 1998; Zalewska y
Wisniewski, 2000). La falta de efectos motores a dosis
relativamente bajas (20 nanomoles) podria ser debida a un
antagonismo funcional entre el estriado donde la estimulacién
de los mGluR1 aumentaria la actividad motora y la sustancia
negra donde la activacion de mGluR inhibiria la actividad
motora.

La modulacién de la actividad motora por el bloqueo de los
mGluR1 es diferentes y no exactamente el opuesto de los
efectos motores inducidos por el agonista DHPG. Los

antagonistas sélo tendran efecto en aquellas areas en las que los
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mGluRs estan ténicamente activados. La administracién de
antagonistas de los mGluR 1 por via sistémica (intraperitoneal)
estimula la actividad motora en ratas control (Klodzinska et al.,
2004). Nuestro grupo ha demostrado que la inyeccion del
antagonista de los mGluR1, CPCCOEt en el nucleo accumbens
no induce ningin efecto motor ni en ratas control ni en ratas
hiperamonémicas (Canales et al., 2003). Este mismo compuesto
restaura la actividad motora de las ratas con fallo hepético
créonico cuando se administra en la sustancia negra pars
reticulata pero no afecta la actividad motora en ratas control.

Ademas de los diferentes efectos motores que puede tener la
modulacién de los mGIluRs en distintas 4areas cerebrales,
también hay que tener en cuenta que estos receptores también
modulan otros procesos cerebrales (v.g. funcién cognitiva). Por ,
~ tanto los antagonistas podrian tener otros efectos secundarios.

Teniendo en cuenta los resultados de esta tesis los compuestos
mas prometedores como posibles agentes terapéuticos en los

pacientes con EH serian los antagonistas de los mGluR 1. En
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principio cabria esperar que los antagonistas de los mGIluR 1 a
dosis bajas normalizaran la actividad motora en situaciones de
fallo hepatico, donde existe un aumento del tono glutamatérgico
endégeno sobre estos receptores en la sutancia negra y no
afectaran la actividad motora en sujetos normales en los que la

activacion basal tonica de los mGluR1 es inapreciable.
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VI. CONCLUSIONES
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Conclusiones

Los resultados obtenidos nos han permitido alcanzar las

siguientes conclusiones principales:

1.

La estimulacion de la actividad motora inducida por la
activacion de los receptores metabotropicos de glutamato
del grupo I en el nucleus accumbens (NAcc) estd
aumentada en ratas con fallo hepatico crénico (ratas
PCS) o con hiperamonemia crénica sin fallo hepético en
comparacion con las ratas control.

Las respuestas de los niveles extracelulares de
neurotransmisores en NAcc a la inyeccion de DHPG en
ratas con fallo hepético cronico presentan dos diferencias
muy notables con respecto a las ratas control: no
aumenta la dopamina y aumenta el glutamato, que no
aumenta en las ratas control. En las ratas con
hiperamonemia crénica sin fallo hepatico aumentan tanto

la dopamina como el glutamato.
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. En las ratas control la inyeccion de DHPG en el NAcc
aumenta la dopamina extracelular, que activa el circuito
neuronal: NAcc-VP-MDT-mPFCx. Este circuito no se
activa en las ratas con fallo hepatico crénico.

. En las ratas con fallo hepatico crénico la inyeccion de
DHPG en el NAcc aumenta el glutamato extracelular,
que activa otro circuito neuronal: NAcc-SNr-VMT-
mPFCx. Este circuito no se activa en las ratas control.

. En ratas con hiperamonemia crénica moderada la
inyecciéon de DHPG aumenta tanto la dopamina como el
glutamato extracelular y se activan ambos circuitos:
NAcc-VP-MDT-mPFCx y NAcc-SNr-VMT-mPFCx.

. El aumento de glutamato en el NAcc inducido por el
DHPG en ratas con fallo hepético crénico o con
hiperamonemia sin fallo hepatico activa los receptores
AMPA en el NAcc que inducen la activacién del circuito

neuronal NAcc-SNr-VMT-mPFCx. La activacion de este

254



circuito es responsable del aumento de la respuesta
motora al DHPG en estas ratas.

. El aumento del glutamato extracelular basal y de la
activacion de mGIuRl en la sustancia negra pars
reticulata (SNr) es responsable de la hipolocomocién de
las ratas con fallo hepéatico crénico.

. El bloqueo de mGIuR 1 en la SNr con el antagonista
CPCCOEt restaura la actividad motora en las ratas con

fallo hepatico crénico.
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