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ABREVIATURAS

AFLD: Esteatosis hepatica alcoholica

ASH: Esteatohepatitis alcohdlica
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NO: Oxido nitrico

NTS: Nucleo del tracto solitario

PCS: Anastomosis porto-cava

PET: Tomografia de emision de positrones
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pHE: Encefalopatia hepética proliferativa
PHES: Psychometric Hepatic Encephalopathy Score
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SH1: Esteatohepatitis de grado 1

SH2: Esteatohepatitis de grado 2

SH3: Esteatohepatitis de grado 3

SNC: Sistema nervioso central

TGF-B: Factor de crecimiento transformante-f3
TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

VC: Vena centrolobulillar

WM: Sustancia blanca



1. INTRODUCCION

1.1. Encefalopatia Hepatica
La encefalopatia hepética (EH) es un sindrome neuropsiquiatrico complejo presente en
pacientes con enfermedades hepaticas, principalmente cirrosis. La EH cubre un amplio
rango de alteraciones neurosiquiatricas como alteraciones del suefio, deterioro cognitivo
y de la funcién motora, alteracion de la personalidad y pérdida de consciencia, pudiendo
llegar al coma y la muerte. La EH clinica se clasifica en 3 tipos: A, By C (Ferenci et al.,
2002)

e EH tipo A: EH aguda, suele ocurrir en el marco de un fallo hepatico fulminante
con necrosis masiva del higado y una répida progresion de los sintomas. Entre
las causas cabe destacar las hepatitis virales agudas, intoxicacién por
paracetamol o por las reacciones idiosincrasicas a farmacos. Puede ser reversible
0 conducir a la muerte. El grado de mortalidad en la EH aguda es muy elevado y
se debe frecuentemente a un aumento de la presion intracraneal como
consecuencia de un edema cerebral.

e EH tipo B: EH cronica, por derivacion porto-sistémica sin enfermedad
hepatocelular intrinseca. Se han descrito muchos casos entre la poblacion
japonesa (Watanabe, 2000). Existen derivaciones portosistémicas espontaneas,
como la causada por la obstruccion de la vena porta extra-hepatica (EHPVO). Es
una causa comun de hipertension portal en nifios (Yachha et al., 1996). Estos
pacientes presentan flujo sanguineo hepatico reducido, concentraciones de
amonio en sangre aumentadas, la relacién glutamina/creatinina aumentada y en
ocasiones anastomosis porta-cava espontanea. También puede originar EH tipo
B la ausencia congénita de vena porta aunque es poco frecuente. En este caso los
pacientes presentan una malformacion de forma que las venas mesentéricas
drenan su sangre directamente a la circulacion sistémica (Grazioli et al., 2000).
Normalmente se detecta cuando son nifios y no porque presenten encefalopatia
sino porque la funcién hepética esta dafiada. A medida que crecen y llegan a la
edad adulta desarrollan encefalopatia y dafio hepético y renal (Woijcicki et al.,
2004).

e EH tipo C: EH cronica, asociada a cirrosis hepatica e hipertension
portal. Es la méas frecuente. También genera derivaciones portosistémicas como

consecuencia de enfermedades cronicas del higado, generalmente cirrosis, con



una apreciable derivacion de la sangre portal a la circulacion sistémica

(Encefalopatia Porto-Sistémica, PSE).

Se pueden producir episodios de EH clinica como consecuencia de determinados
factores desencadenantes (hemorragia digestiva, alta ingesta de proteinas, estrefiimiento,
infeccion). Estos episodios de EH son habitualmente reversibles cuando el factor
desencadenante es eliminado. La derivacion porto-sistémica también se realiza en los
hospitales para tratar problemas como la hemorragia digestiva secundaria a ruptura de
varices esofagogastricas, una complicacion muy frecuente y severa de los pacientes con
cirrosis hepatica e hipertension portal. La EH es un factor predictivo de mortalidad en
los pacientes cirr6ticos. Se estima que 3 afios después del primer episodio de
encefalopatia clinica la mortalidad es del 60-80% (Bustamante et al., 1999).

Un 40% de los pacientes con cirrosis sin sintomas evidentes de EH presentan EH
minima (EHM), con deterioro cognitivo leve, déficits de atencion y enlentecimiento
psicomotor que no son detectables en un examen neuroldgico rutinario pero se ponen de
manifiesto cuando se realizan tests psicométricos o neurofisiol6gicos adecuados. Este
tipo de EH se denominaba encefalopatia hepatica subclinica o latente, términos que han
sido reemplazados por encefalopatia hepatica minima (EHM) (Lockwood, 1993 y 2000;
Schomerus y Hamster, 2001; Ferenci et al., 2002; Amodio et al., 2004; Romero-Gomez
et al., 2007). La EHM disminuye la calidad de vida de los pacientes (Slowik et al.,
2001), aumenta el riesgo de padecer accidentes laborales, domésticos y de trafico y
predispone a sufrir EH clinica (Felipo, 2013).

Con la finalidad de detectar y valorar la EHM se ha llegado a un consenso en el uso de
pruebas psicométricas, seleccionando como tests de referencia la bateria PHES

(Psychometric Hepatic Encephalopathy Score) (Weissenborn et al., 2001).

1.2. Patogénesis
El principal responsable de las alteraciones neuroldgicas en EH es la hiperamonemia
(Felipo and Butterworth, 2002). La inflamacion, consecuencia del fallo hepatico, actua
sinérgicamente con ella potenciando la induccion de deterioro cognitivo y motor. La
hiperamonemia inducida en pacientes cirrdticos deteriora el rendimiento en tests
psicométricos durante el estado inflamatorio, pero no tras su resoluciéon (Shawcross et

al, 2004). Las interleucinas proinflamatorias IL6 e IL18 estan aumentadas en pacientes



con EHM comparados con pacientes sin EHM y su concentracion en suero discrimina
entre pacientes sin y con EHM (Montoliu et al, 2009). En pacientes con distintos tipos
de enfermedades, la presencia simultanea de niveles elevados de inflamacion e
hiperamonemia son suficientes para inducir deterioro cognitivo leve (Felipo et al, 2012).
En modelos animales, la hiperamonemia crénica per se induce activacion de la
microglia y neuroinflamacion, que media el deterioro cognitivo y motor (Rodrigo et al,
2010). Por tanto, la hiperamonemia y la inflamacidn actdan sinérgicamente produciendo
neuroinflamacion, la cual contribuye al deterioro cognitivo y motor en EHM y en EH

clinica (Figura 1).
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Figura 1. Patogenesis de la EH. En la patogénesis de la EH la hiperamonemia juega un papel central. La
inflamacién, consecuencia del fallo hepatico, actla sinérgicamente con ella induciendo neuroinflamacion
que es el principal responsable del deterioro cognitivo y motor. Los mecanismos mediante los cuales el

fallo hepatico y la inflamacidn periférica inducen la neuroinflamacién estan por aclarar.

1.2.1. Higado

En la patogénesis de la EH, la perdida de la funcidn cognitiva y motora ocurre cuando el
higado ya no es capaz de desempefiar su normal funcion y eliminar las toxinas de la
sangre. El higado de un adulto normal pesa entre 1400 y 1600g y constituye
aproximadamente el 2,5% del peso corporal. El higado recibe un aporte de sangre
doble: la vena porta proporciona el 60-70% del flujo sanguineo hepético y la arteria
hepatica aporta el 30-40% restante. La vena porta y la arteria hepatica entran en el

higado a través del hilio, también conocido como porta hepatis, que es una cisura
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transversa en la superficie inferior del higado. Dentro del higado, las ramas de las venas

portas, arterias hepaticas y vias biliares discurren en paralelo en los espacios porta, con

ramificaciones variables entre 17 y 20 Ordenes de ramas. La terminologia de la

microarquitectura hepatica se basa en dos conceptos diferentes: el lobulillo hepatico y el

acino hepatico.

En el modelo lobulillar, el higado se divide en lobulillos hexagonales de 1-2 mm
de didmetro alrededor de las ramas tributarias terminales de la vena hepética
(venas hepaticas terminales), de forma que los espacios porta quedan localizados
en la periferia del lobulillo. Los hepatocitos de la vecindad de la vena hepética
terminal se denominan «centrolobulillares»; los situados cerca del espacio porta
son «periportales» (Figura 2).

En el modelo acinar, los hepatocitos cercanos a las venas hepaticas terminales
son los vértices distales de los &cinos, con una estructura aproximadamente
triangular, cuyas bases estdn formadas por las vénulas septales penetrantes
procedentes de la vena porta que proceden de los espacios porta (MacSween et
al., 2002) En el acino, el parénquima se divide en tres zonas, la zona 1 mas
cercana al suministro vascular, la zona 3 adyacente a la vénula hepética terminal
y la mas alejada respecto al aporte de sangre aferente, y la zona 2 intermedia
(Figura 2).
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Figura 2. Anatomia microscopica del higado. Se muestran los dos modelos, el modelo lobulillar y el modelo acinar.
En el modelo lobulillar, la vena hepatica terminal (VC) se encuentra en el centro de un «lobulillo», mientras que el
espacio porta (VP) se sitlan en la periferia. Los anatomopatélogos hablan de las regiones del parénquima como
«periportal y centrilobulillar ». En el modelo acinar, segin el flujo sanguineo se pueden definir tres zonas, siendo la
zona 1 la mas cercana al aporte sanguineo y la zona 3 la més alejada. AH, arteria hepatica; CB, conducto biliar.
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Con independencia del modelo usado, la separacion del parénquima en zonas es un
concepto importante porque indica el gradiente de actividad de muchas enzimas
hepaticas y la distribucion zonal de determinados tipos de dafio hepatico. Aunque el
modelo acinar es el que mejor describe las relaciones fisiologicas entre los hepatocitos y
su aporte vascular, la histopatologia del higado se suele explicar sobre la base de una
arquitectura lobulillar (Figura 3). Los hepatocitos se organizan en ldminas cribiformes
anastomosadas entre si, 0 «placas», que se extienden desde los espacios porta a las
venas hepaticas terminales. Entre las placas de hepatocitos se encuentran los sinusoides
vasculares. La sangre atraviesa los sinusoides y sale hacia las venas hepaticas terminales
a través de numerosos orificios de la pared de la vena. De esta forma, los hepatocitos
estan bafiados por ambos lados por la sangre venosa porta y la sangre arterial hepéatica
bien mezclada, lo que les convierte en unas de las células mas ricamente perfundidas del
cuerpo. Los sinusoides estan recubiertos por células endoteliales fenestradas y
discontinuas. En la zona profunda de las células endoteliales se encuentra el espacio de
Disse, en el que hacen protrusion abundantes microvellosidades de los hepatocitos. Las
células de Kupffer dispersas procedentes del sistema mononuclear fagocitico estan
unidas a la cara luminal de las células endoteliales y en el espacio de Disse hay células
hepaticas estrelladas (CHE) que contienen grasa. Entre los hepatocitos colindantes se
encuentran los canaliculos biliares, que son unos canales de 1-2 um de didmetro
formados por los surcos de las membranas plasmaticas de los hepatocitos enfrentados y
separados del espacio vascular por uniones estrechas. Esos canales drenan en los
canales de Hering, estructuras a modo de conductillos que conectan los canaliculos
biliares con los conductillos biliares en la region periportal. Los conductillos se vacian
en los conductos biliares terminales dentro de los espacios porta (Crawford, 2002). El
higado también contiene linfocitos, incluida una cantidad relativamente grande de

linfocitos citoliticos naturales (células NK) y T.
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Figura 3. Arquitectura del lobulillo hepético.

El higado es vulnerable a una amplia variedad de agentes nocivos metabolicos, toxicos,
microbianos, circulatorios y neoplasicos. Las enfermedades mas importantes del higado
son las hepatitis viricas, la hepatopatia alcohdlica, el higado graso no alcohdlico
(NAFLD) y el carcinoma hepatocelular (CHC). También se produce dafio hepatico
como consecuencia de algunas de las enfermedades mas frecuentes en el hombre, como
la descompensacion cardiaca, el cancer diseminado y las infecciones extrahepaticas. La
enorme reserva funcional del higado enmascara el impacto clinico de las lesiones
hepéticas leves, pero la progresion de la enfermedad difusa o la alteracion del flujo
biliar pueden desbordar la funcion hepética y poner en peligro la vida del paciente. Con
la rara excepcién de la insuficiencia hepatica fulminante, la hepatopatia es un proceso
insidioso en el que la deteccién clinica y los sintomas de descompensacion hepatica
aparecen semanas, meses 0 muchos afios después del inicio de la lesion. El flujo y
reflujo del dafio hepéatico puede ser imperceptible para el paciente y detectable s6lo por
las alteraciones analiticas y la lesién hepéatica y la cicatrizacion también pueden

producirse sin que se detecten en la clinica. Por tanto, en los sujetos con anomalias
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hepaticas derivados a los hepatologos lo méas frecuente es encontrar una hepatopatia
cronica. En los estudios de seguimiento efectuados en EE. UU. se ha demostrado una
incidencia anual de hepatopatia crénica de nuevo diagnostico de 72 casos por 100.000
habitantes. La hepatopatia es responsable de mas de 38.000 muertes al afio en EE. UU.
(1,5% de todas las muertes) (Kenneth et al., 2016). El higado tiene un repertorio
relativamente escaso de respuestas celulares y tisulares a la lesion, con independencia
de la causa. Las respuestas mas frecuentes son:

e Degeneracion de los hepatocitos y acumulaciones intracelulares

¢ Necrosis y apoptosis de los hepatocitos

e Inflamacion

¢ Regeneracion

e Fibrosis

1.2.2. Esteatosis hepatica
La esteatosis hepética consiste en una acumulacion de triglicéridos en las células
parenquimales del higado (hepatocitos) y puede ocurrir en condiciones etiolégicamente
distintas. Morfologicamente, la esteatosis hepatica se manifiesta como la acumulacion
de grandes (macrovesiculares) o pequefias (microvesiculares) gotas de grasa
intracitoplasmica en las células del parénquima hepatico. El diagndstico de esteatosis se
produce cuando el contenido de lipidos en el higado supera el 5-10% en peso. (Adams
et al., 2005a y 2005b; Crabb et al., 2004; Ludwig et al., 1980; Rao y Reddy, 2004;
Zafrani, 2004). La esteatosis hepatica es principalmente de tipo macrovesicular en los
estados alcohdlicos, obesos y diabéticos, asi como en ciertos estados de malnutricion,
como el kwashiorkor y el sindrome de inmunodeficiencia adquirida. En la esteatosis
macrovesicular, los hepatocitos contienen una gran y Unica vacuola de grasa, que llena
el citoplasma y desplaza el nlcleo a la periferia, dando lugar a una caracteristica
apariencia de anillo de sello (signet ring appearance) (Fig. 4B). La esteatosis
macrovesicular puede manifestarse en la zona 3 o puede presentarse predominantemente
como panacinar con creciente gravedad. En la esteatosis microvesicular, los hepatocitos
estdn ocupados por numerosas pequefias gotas lipidicas que no desplazan el nucleo

localizado centralmente a la periferia (Figura 4C).



Figura 4. Caracteristicas histopatoldgicas de biopsias hepéaticas de pacientes con enfermedad hepatica
grasa no alcohdlica (NAFLD). A: Hematoxilina-eosina (10x) de un sujeto con higado sano. B:
Hematoxylina-eosina (20x) de un paciente con esteatosis hepatica macrovesicular con una gran vacuola
lipidica llenando el citoplasma de hepatocitos resultando en desplazamiento periférico del nicleo. C:
Hematoxilina-eosina (40x) mostrando esteatosis microvesicular con esteatohepatitis. Pequefias gotas de
grasa llenan el citoplasma de los hepatocitos sin una localizacién central del nucleo (flecha verde).
También se observan pequefios grupos de células inflamatorias (flecha morada). D: Hematoxilina-eosina
(40x) mostrando hialina de Mallory (flecha roja) visto como agregados eosinofilos serpiginosos en
NAFLD con esteatosis macrovesicular. E: Hematoxilina-eosina (20x) de un paciente con esteatohepatitis
muestra agregados de células inflamatorias (rectangulo rojo) en higado esteatosico F: tincion tricromica

(5x) que ilustra la cirrosis (asterisco) en una biopsia hepatica.
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Las anomalias genéticas o inducidas por toxinas en la B-oxidacién mitocondrial y
peroxisomal de los acidos grasos conducen a esteatosis hepatica microvesicular. Este
tipo tiende a ser mas severo y a progresar mas rapidamente. Algunos hepatocitos en
estos higados con esteatosis microvesicular también pueden revelar un cambio graso
macrovesicular, lo que implica que con la progresion de la enfermedad algunas de estas
vacuolas lipidicas pequefias pueden fundirse para convertirse en una gotita grande. En la
enfermedad grasa hepética alcoholica (AFLD) y en la enfermedad grasa hepética no
alcohdlica (NAFLD) de larga duracion, la esteatosis hepatica es generalmente
macrovesicular y, en algunos casos, se puede mezclar con gotitas microvesiculares
(Adams et al., 2005b; Crabb et al., 2004; Ludwig et al., 1980; Zafrani, 2004).

La patogénesis de la degeneracion grasa en AFLD y NAFLD parece ser multifactorial.
En la AFLD, los principales factores que parecen contribuir a la sobrecarga lipidica
global en el higado son: el deterioro o la inhibicién de la funcion del receptor gamma
activado por el factor proliferador de peroxisomas PPAR-o y PPAR-¥, la estimulacion
de la proteina de union al elemento regulador del esterol SREBP 1 y las alteraciones en
las moléculas receptoras que controlan las enzimas responsables de la oxidacion y
sintesis de acidos grasos. (Browning et al., 2004; Bugianesi et al., 2002; Ip et al., 2003;
Kashireddy y Rao, 2004; Rao y Reddy, 2004; Reddy y Hashimoto, 2001).

Ademas, se sabe que el alcoholismo crénico dafia las mitocondrias, el reticulo
endoplasmatico y otras estructuras celulares, contribuyendo ademas a la inhibicién de la
oxidacion de los acidos grasos (Crabb et al., 2004; Nakajima et al., 2004). El papel
relativo de los diversos factores en el desarrollo de esteatosis hepética son dificiles de
estimar, pero el resultado neto es que los hepatocitos progresivamente esteatéticos
comienzan a romperse o0 morir. Los hepatocitos rotos o apoptdticos liberan
triacilgliceroles que, junto con los &cidos grasos de cadena muy larga no metabolizados
potencian la lesién hepética.

La esteatosis hepatica en la NAFLD esta relacionada con la resistencia a la insulina,
pero cada vez es mas evidente que puede ocurrir también en ausencia de resistencia
manifiesta a la insulina (Adams et al., 2005a y 2005b; Browning et al., 2004; Evans et
al.; 2004; Hamaguchi et al., 2005). Estas observaciones sugieren que la esteatosis
hepatica en NAFLD puede comenzar como una simple sobrecarga de energia no
metabolizada en aquellos hepatocitos que consumen energia en exceso (Browning et al.,
2004; Hamaguchi et al., 2005; Matsusue et al., 2003; Yu et al., 2003) que supera la

capacidad de combustion de energia de los sistemas de oxidacion de acidos grasos
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mediados por PPAR-a. (Hashimoto et al., 2000; Rao y Reddy, 2004). La incidencia de
NAFLD es casi el 50% en personas con diabetes, el 76% en obesos y el 100% en obesos
morbidos con diabetes (Adams et al., 2005a). Por lo tanto, la causa subyacente de la
acumulaciéon de grasa en AFLD y NAFLD se debe principalmente a la sintesis de acidos

grasos y a la inhibicion de la oxidacion de &cidos grasos.

1.2.3. Steatohepatitis

La esteatosis hepatica se considera inocua en su forma suave, reversible, y en gran
medida no progresiva si cesa o se elimina la causa subyacente. La progresion a
esteatohepatitis, ASH (esteatohepatitis alcohodlica) o NASH (esteatohepatitis no
alcohdlica), esta influenciada por la persistencia y severidad de la causa de la esteatosis
hepética (Crabb et al., 2004; Evans et al., 2004; Hamaguchi et al., 2005; Ludwig et al.,
1980). La NASH se asemeja a la ASH en cuanto al espectro de las lesiones patoldgicas
(Adams et al., 2005a; Crabb et al., 2004; Zafrani, 2004). La unica caracteristica
distintiva es clinica ya que los individuos con NASH presumiblemente consumen bajas
cantidades de alcohol. Segun el dictamen predominante, la AFLD esta asociada con el
consumo de etanol de mas de 20 g/dia para las mujeres y 30 g/dia para los hombres
(Adams et al., 2005a; Zafrani et al., 2004).

La esteatohepatitis en ASH y NASH representa una asociacion de esteatosis
macrovesicular con caracteristicas necroinflamatorias tales como hepatocitos
balonizados, células apoptoéticas, presencia de hialina de Mallory y/o megamitocondrias
en el citoplasma de hepatocitos e infiltracion de células inflamatorias y macrdfagos
cargados de pigmento, junto con algunos lipogranulomas (Figura 4, D y E) (Adams et
al., 2005b; Browning y Horton, 2004, Crabb et al., 2004; Hamaguchi et al., 2005;
Ludwig et al., 1980; Rao y Reddy, 2004; Zafrani, 2004). La extension de la respuesta
inflamatoria varia considerablemente y no siempre se correlaciona con el grado de
esteatosis. La respuesta inflamatoria lobular consiste en linfocitos dispersos y leucocitos
polimorfonucleares junto con lipogranulomas distribuidos aleatoriamente y de tamafio
variable. En la esteatosis microvesicular asociada con ciertos trastornos genéticos que
afectan el sistema de oxidacion de acidos grasos, también se encuentran cambios
inflamatorios junto con los lipogranulomas (Figura 4C). La esteatohepatitis con
esteatosis macrovesicular o microvesicular que conduce al desarrollo de tumores

hepaticos tambien se observa en varios modelos murinos transgénicos y en trastornos
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genéticos que tienden a imitar la enfermedad de higado graso (FLD) humana (Fan et al.,
1993; Horie et al., 2004; Yanagitani et al., 2004).

La patogénesis de ASH y NASH es multifactorial e incluye varios eventos superpuestos
(Day y James, 1998). La acumulacion de grasa en los hepatocitos (esteatosis) y el inicio
de la esteatohepatitis pueden reflejar etapas sucesivas en la enfermedad del higado graso
(EHG). La hipotesis de "two hits" postula que el higado esteatético es susceptible a
insultos secundarios, incluyendo una mayor vulnerabilidad a especies reactivas de
oxigeno, endotoxinas derivadas del intestino y adipocitocinas asi como al factor de
necrosis tumoral TNF-alfa y otras citocinas (Day y James, 1998). Aunque estos eventos
pueden ser importantes para provocar la respuesta inflamatoria en el higado graso, el
evento precipitante puede estar directamente relacionado con la ruptura o apoptosis de
hepatocitos marcadamente esteat6ticos y la consecuente liberacion de triglicéridos y
acidos grasos toxicos. La sobrecarga de acidos grasos en los hepatocitos actia como un
sustrato y un inductor del citocromo microsomal P-450 (CYP) 2E1 vy los sistemas de
oxidacion de &cidos grasos que generan especies reactivas de oxigeno resultando en
estrés oxidativo (Rao y Reddy, 2004). El estrés oxidativo provoca la liberacion por las
células de Kupffer de varias citocinas, incluyendo el TNF-a y el factor de crecimiento
transformante-p (TGF- B) (Day y James, 1998). Las especies reactivas del oxigeno asi
como el etanol activan las células estrelladas que participan en la fibrogenesis. Los
productos de peroxidacion de lipidos, asi como proteinas modificadas por especies
reactivas de oxigeno, tienen propiedades inmunogénicas que causan una respuesta
inflamatoria. Ademas, respuestas autoinmunes hacia los constituyentes de hepatocitos
también estdn implicadas en la lesion de células hepaticas. Tanto en ASH como en
NASH, se sabe que factores derivados del intestino, tales como el lipopolisacarido
bacteriano y la endotoxina, activan las células de Kupffer, dando como resultado la
generacion de citocinas y una reduccion de la adiponectina circulante. Aunque no se
conoce el papel exacto de las adipocitocinas (adiponectina y leptina) en NASH, se ha
demostrado la sobreexpresion de ambas citocinas por las células estrelladas en los
estados de resistencia a la insulina. Se considera generalmente que la leptina promueve
la fibrosis (Leclercq et al., 2002) y la adiponectina inhibe la fibrosis y provoca la
apoptosis de las celulas estrelladas (Ding et al., 2005).

La esteatohepatitis cubre un amplio rango de cambios histopatologicos. Por lo tanto,
con el fin de realizar un correcto diagnostico del estadio del paciente y decidir una

terapia adecuada, es muy importante realizar una correcta clasificacion que tenga en
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cuenta el grado de esteatosis y de actividad inflamatoria, la magnitud de la lesion
hepatocelular y la extension de la fibrosis. La mas usada es la clasificacion
semicuantitativa de Brunt, luego modificada por Kleiner y validada por el “Pathology
Committee of the NASH Clinical Research Network™ (Kleiner et al., 2005; Brunt et al.,
2000); Kleiner y colaboradores agruparon las caracteristicas histologicas en cinco
grandes categorias: esteatosis, inflamacion, fibrosis, balooning hepatocelular y otras
caracteristicas. Para llevar a cabo esta clasificacion es suficiente realizar una
Hematoxilina-Eosina y la tincion tricromica de Masson. La puntuacion se define como

la suma no ponderada de todas las puntuaciones.

1.2.4. Fibrogénesis hepatica, regeneracion hepatocelular y

progresion a cirrosis.
La muerte de las células hepaticas y las respuestas inflamatorias conducen a la
activacion de células estrelladas, que desempefian un papel fundamental en la fibrosis
hepéatica. La respuesta fibrogénica comienza en la zona 3 y se manifiesta como
perisinusoidal, perivenular (alrededor de las venas hepéticas terminales) y pericelular
(Figura 4F). La prolongacién de esta respuesta fibrogénica contribuye a la formacién y
expansion de los septos fibrosos que puentean entre las vénulas hepéticas terminales y
las triadas portales y también genera tracto fibroso entre espacios porta (fibrosis en
puente). La lesion de ceélulas hepaticas y la apoptosis sirven como estimulos
mitogénicos para que las células del higado proliferen y se dividan. Estas células
proliferantes y recién regeneradas del higado tienden a acumular menos y menos grasa a
medida que aumenta su frecuencia de proliferacion. En AFLD, en fase terminal con
cirrosis, la esteatosis generalmente se vuelve inexistente debido a la elevada resistencia
de los hepatocitos de nueva proliferacion para acumular grasa. Las razones de esta
refractariedad no estdn claras. Estas colonias en expansion de células hepéticas
contribuyen a la distorsién de la arquitectura hepatica y a la formacién de nodulos
hepaticos en un medio de aumento de la fibrosis hepatica. Esta fibrogénesis agresiva asi
como la proliferacion hepatocelular sostenida contribuyen al desarrollo de la cirrosis
hepatica. La progresion a cirrosis puede estar influenciada por la cantidad de grasa y
grado de esteatohepatitis y por una variedad de otros factores sensibilizantes. En AFLD,
la transicion a la cirrosis con abuso continuado de alcohol ha sido bien establecida, pero

en NAFLD por obesidad el proceso no esta bien delineado.
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1.3. Amonio y Encefalopatia Hepatica
El amonio es un compuesto derivado del metabolismo nitrogenado y se produce en
todas las células del organismo como resultado de la degradacion de aminoéacidos,
nucledtidos y otros compuestos nitrogenados. En solucién acuosa el amoniaco (NHs) se
encuentra en equilibrio con el ion amonio (NH;"). A pH fisioldgico la reaccion esta

desplazada hacia la formacion de NH, ™

NHs + H,O « NH4Jr + OH"

NH; es un gas capaz de atravesar libremente las membranas celulares. Sin embargo, el
ion NH," necesita transportadores para atravesarlas, como los que se han descrito en
higado y cerebro (Amlal y Soleimani, 1997; Ramirez et al., 1999; Marcaggi y Coles,
2001; Weiner, 2004). El amonio tiene un papel fundamental en la homeostasis del
nitrégeno, participando en la sintesis de importantes compuestos para el organismo
como la glutamina o el glutamato. No obstante, a concentraciones en sangre y cerebro
elevadas, resulta toxico produciendo alteraciones funcionales en el sistema nervioso
central (Gerok y Haussinger, 1984; Felipo y Butterworth, 2002). Asi pues, en
condiciones fisiologicas, los niveles de amonio en sangre (~100 uM en humanos, ~150
uM en rata) y en cerebro estan estrictamente regulados por distintas reacciones que
mantienen el equilibrio entre su formacién y su eliminacion. En mamiferos, la
formacion de amonio estd catalizada principalmente por las enzimas (i) glutamato
deshidrogenasa, (ii) glutaminasa y (iii) enzimas del ciclo de los nucleétidos de purina.

En los animales ureotélicos, incluidos los seres humanos, el amonio es eliminado
principalmente en el higado, a través del ciclo de la urea (Figura 5). Mediante este ciclo

el amonio se incorpora en urea, la cual se excreta por la orina.
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Argininosuccinato = o
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Figura 5. Ciclo de la urea. En la mitocondria la carbamil fosfato sintetasa (1) incorpora el amonio al
carbamil fosfato. Este se combina con la ornitina formando citrulina mediante la ornitina transcarbamilasa
(2). En el citoplasma la citrulina reacciona con el aspartato via argininosuccinato sintetasa (3) formando
argininosuccinato. La argininosuccinasa (4) cataliza la ruptura de argininosuccinato en fumarato y
arginina. El fumarato puede reconvertirse en oxalacetato en el ciclo de Krebs y regenerar aspartato. La
ruptura de la arginina catalizada por la arginasa (5) origina ornitina y urea. La urea es secretada del
higado a la sangre y eliminada en la orina. La ornitina se regenera para comenzar un nuevo ciclo en la
mitocondria

En otros 6rganos, como cerebro y musculo, que no poseen el ciclo de la urea, el amonio
es detoxificado esencialmente por la glutamina sintetasa. Esta enzima tiene un papel
muy importante en el sistema nervioso central donde se localiza en los astrocitos
(Martinez-Hernandez et al., 1977; Norenberg y Martinez-Hernandez, 1979),

participando en el ciclo glutamato-glutamina entre astrocitos y neuronas (Figura 6).
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Figura 6. Ciclo glutamato-glutamina. El glutamato es liberado a la hendidura sinaptica por la neurona
presinaptica. Para evitar la excesiva activacién de sus receptores ionotrépicos (NMDA, AMPA, Kainato),
el glutamato es rapidamente eliminado de la hendidura sinaptica por transportadores de glutamato
localizados tanto en los astrocitos circundantes como en las neuronas. El astrocito incorpora amonio al
glutamato mediante la glutamina sintetasa formando glutamina. Esta glutamina, liberada por el astrocito,
es captada por las neuronas donde se transforma en glutamato y amonio por la accion de la glutaminasa.

El glutamato se incorpora en vesiculas sindpticas que seran liberadas de nuevo a la hendidura sinaptica.

La glutamina sintetasa incorpora el ion amonio al glutamato formando glutamina en una

reaccion que consume ATP.

Glutamato + NHz + ATP — Glutamina + ADP + Pi

La glutamina formada se libera al torrente sanguineo permitiendo el transporte del
amonio en forma no toxica desde estos 6rganos hasta el higado, donde la glutamina es
escindida por la glutaminasa, formando amonio que se eliminara a través del ciclo de la
urea. Cuando existe fallo hepatico, la detoxificacién del amonio no se lleva a cabo
correctamente y se elevan sus niveles en sangre y cerebro. El estado de hiperamonemia
en el organismo dafia la funcion cerebral, produciendo buena parte de las alteraciones

neuroldgicas presentes en el sindrome de encefalopatia hepatica crénica. Los niveles
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elevados de amonio alteran la transmision sinaptica. Por otro lado, el ciclo glutamato-
glutamina entre astrocitos y neuronas (Figura 6) es el principal mecanismo por el que se
recicla el neurotransmisor glutamato. Por tanto, este ciclo es esencial para mantener un
correcto funcionamiento de la neurotransmision glutamatérgica. EI amonio tiene un
papel importante en este ciclo y el aumento de amonio en hiperamonemia afecta su

funcidn en algunas circunstancias.

Existen evidencias tanto experimentales como clinicas que indican que la
hiperamonemia es el principal factor responsable de las alteraciones neurologicas
presentes en la encefalopatia hepética:

1. Los tratamientos clinicos que son eficaces en la reversion de las alteraciones
neuroldgicas en pacientes con EH son los dirigidos a disminuir los niveles de
amonio por: reduccion de la ingesta proteica, control de la flora bacteriana
intestinal productora de amonio, y acidificacion del pH en el intestino y colon
(con lactulosa, etc) para mantener el amonio en la forma protonada y reducir su
transporte al torrente sanguineo.

2. Los agentes desencadenantes de la EH (ingesta proteica, hemorragia
gastrointestinal,...) en los pacientes cirréticos van asociados a un aumento de los
niveles de amonio.

3. El funcionamiento del higado en deficiencias congénitas en enzimas del ciclo de
la urea es normal excepto en la detoxificacion de amonio por incorporacion en
urea. Las restantes alteraciones asociadas al fallo hepético no estan presentes en
estos pacientes. No obstante, estos pacientes muestran encefalopatia similar a la
EH y su gravedad va en paralelo con el incremento de los niveles de amonio y la
duracion de la hiperamonemia neonatal (Msall et al., 1984).

4. En modelos animales, la hiperamonemia crénica sin fallo hepéatico reproduce
muchas de las alteraciones metabdlicas, neuroquimicas y neuroldgicas presentes
en fallo hepatico como alteraciones del ritmo circadiano, disminucion en la
capacidad de aprendizaje y alteraciones motoras.

5. Existe una buena correlacion entre la gravedad de los sintomas neuroldgicos en
los pacientes y la concentracion arterial de amonio que presentan (Clemmesen et
al., 1999).
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6. La neuropatologia que se manifiesta en la encefalopatia hepatica coincide con la
que se observa como consecuencia de la exposicién del cerebro a niveles altos
de amonio:

e Tanto en EH aguda como en la exposicion aguda a amonio los astrocitos
aumentan su volumen provocando edema cerebral. Esta complicacién se
presenta en pacientes con sindromes hiperamonémicos agudos (fallo
hepético agudo, sindrome de Reye, enzimopatias congénitas del ciclo de
la urea, etc.) y se correlaciona con los niveles de amonio alcanzados en
esos pacientes (Clemmesen et al., 1999).

e Tanto en EH cronica como en la exposicién crénica a amonio los
astrocitos sufren alteraciones morfologicas y funcionales similares,
apareciendo los denominados astrocitos de Alzheimer tipo Il. Estas
alteraciones se observan en pacientes con fallo hepatico cronico asi como
en pacientes con hiperamonemia crénica 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 la EH.

1.4. Alteraciones neuroldgicas en encefalopatia hepatica cronica.
La encefalopatia hepética crdnica se desarrolla lentamente y puede presentar distintos
grados en la sintomatologia. Los signos varian desde ligeros déficits de atencion,
cambios en la personalidad y enlentecimiento psicomotor en la EHM, a falta de atencion
y sintomas extrapiramidales como hipomimia (falta de expresién facial) y bradiquinesia
en grado | de EH, desorientacion y comportamiento extrafio en grado Il, acabando
finalmente en estupor y coma en grados Il y IV (Weissenborn et al., 2005b). Los
sintomas mas tempranos suelen ser alteraciones en el suefio y cambios en el
comportamiento, que no son detectables durante el examen neuroldgico rutinario del
individuo, pero disminuyen su calidad de vida (Slowik et al., 2001). Se ha descrito
irritabilidad, apatia, trastornos de la conducta, cambios en el apetito, mirada fija,
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amnesia, cambios en el temperamento y en la personalidad. Algunos pacientes pasan de
la depresion a la euforia en pocos minutos. Otros pacientes presentan solo depresion o
euforia alternadas con un temperamento estable. Los sintomas paranoicos suelen ser
comunes durante el estupor como resultado de las dificultades en la percepcion y la
interpretacion. También pueden aparecer alucinaciones (Sherlock et al., 1954).

Un 50% de los pacientes con cirrosis hepatica presentan alteraciones del suefio
caracterizadas por somnolencia durante el dia, sobre todo a primeras horas, letargia y
sopor, mientras que durante la noche la calidad del suefio esta disminuida, duermen
menos tiempo y el suefio esta fragmentado con multiples despertares (Cordoba et al.,
1998). El espectro clinico de la EH es muy amplio, por lo que su diagnéstico puede ser
dificil dado que no existe un sintoma o examen de laboratorio especifico para su
diagnostico. La gravedad de la EH clinica se clasifica en 4 grados segun las
manifestaciones neuropsicologicas. En la Tabla 1 se presentan los criterios de West—

Haven para la estadificacion del estado mental en pacientes con EH clinica.

Grado Sintomatologia

0 Sin anormalidad detectada.

1 Leve falta de atencion e incapacidad para mantenerla, euforia. ansiedad.
Dificultad para realizar suma o sustraccion de niumeros sencillos.

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

3 Sommnolencia a senuestupor, pero con respuesta a estimulos. Confusion.
Desonentacion importante.

4 Coma. Sin posibilidad de realizar pruebas de funcion mental.

Tabla 1. Criterios de West-Haven para la estadificacion del estado mental en encefalopatia hepatica

clinica. Segun (Conn y Lieberthal, 1979)

1.4.1. Alteraciones motoras

Los pacientes con EH crénica presentan frecuentemente alteraciones en la actividad y
coordinacion motoras (Tabla 2).

El sistema motor en mamiferos se organiza en tres sistemas: (i) via corticoespinal, (ii)
circuitos de los ganglios basales y (iii) cerebelo. En los pacientes con EH cronica se han
descrito alteraciones y sintomas relacionados con los 3 niveles de organizacion.
Manifestaciones clinicas motoras relacionadas con un mal funcionamiento de los
ganglios basales (signos extrapiramidales como aquinesia, rigidez,...) se han descrito en

pacientes con EH minima y cirrosis hepatica compensada (Krieger et al., 1996; Jover et
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al., 2003). Alteraciones de la coordinacion motora (cerebelares) estan presentes en
pacientes con EH de grado 1 y 2, y alteraciones de la via corticoespinal en pacientes
desde grado 1 al 4 de EH (Krieger et al., 1996; Jones y Weissenborn, 1997;
Weissenborn et al., 2005a). Jover et al. (2005) realizaron una serie de tests
psicométricos para medir el deterioro cognitivo, los signos extrapiramidales y la calidad
de vida. De los 46 pacientes cirroticos estudiados, 22 manifestaron alteraciones motoras
extrapiramidales y obtuvieron peores resultados en los tests psicométricos y de calidad
de vida. En otro estudio, se comprobd que la presencia de alteraciones motoras
extrapiramidales predice el desarrollo de EH clinica y que los signos avanzan a medida

que avanza la enfermedad reduciendo la calidad de vida (Company et al., 2010).

Grado Sintomatologia
1 Temblor, incoordinacion, apraxia®.
2 Asterixis”, lenguaje lento o incomprensible, ataxia®.
3 Reflejos hipoactivos, nistagmo®. rigidez nmscular v clomus®.
4 Postura descerebrada v dilatacién pupilar, reflejo oculocefalico . ausencia de
respuesta a estimulos en estadios avanzados,

Tabla 2. Alteraciones motoras en pacientes con encefalopatia hepética (clasificacion West-Haven,
(Amodio et al., 2004)).

a) a Trastorno de la ejecucion del movimiento aprendido que no puede ser explicado como
consecuencia de debilidad muscular, pérdida 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

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

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

f) Se desencadena con los ojos abiertos y mediante giro de la cabeza con rapidez de un lado hacia
el otro. El paciente comatoso cuyo tallo encefalico esté intacto dirige los ojos en la direccion

opuesta a aquella en que se gira la cabeza

Estudios recientes, utilizando tests mas sensibles, muestran que los pacientes con EHM
presentan alteraciones en la coordinacion bimanual y visuomotora moduladas

principalmente en cerebelo (Denniston et al., 2003, Felipo et al., 2012a).
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1.4.2. Alteraciones cognitivas

Las alteraciones cognitivas iniciales son falta de concentracion y de atencién y
disminucion de la capacidad intelectual. Los pacientes con EH presentan un descenso
continuo en la atencion acompariado de un descenso en el estado de alerta desde el
grado Il al grado Ill finalizando en coma (Weissenborn et al., 2005a). Incluso los
pacientes que parecen no estar clinicamente afectados manifiestan distintos déficits de
atencion en tests psicométricos, indicando una disfuncion de los tres subsistemas que
cooperan en la atencion: vigilia (capacidad para mantener el estado de alerta),
orientacion y funciones ejecutivas (como hacer planes, deteccion de errores, resolucion
de conflictos, etc). El test de retencion de digitos mide la memoria a corto plazo,
cuantificando el nimero de digitos ordenados de forma seriada que un paciente puede
recordar de forma correcta tras haberlos escuchado o leido. Otro test de memoria a corto
plazo es la lista de palabras de Luria (Christensen, 1984). En estos dos tests los
pacientes con EH obtienen peores resultados que los sujetos control (Weissenborn et al.,
2005b). El test de memoria de fotografias o dibujos mide la memoria a largo plazo. Se
muestran al paciente varias imagenes duplicadas y desordenadas y tiene que recordar
donde estaban las imagenes duplicadas y emparejarlas. En este test también se han
observado alteraciones en los pacientes con EH (Weissenborn et al., 2005b).

Los pacientes con EH presentan otros déficits cognitivos como alteraciones en la
percepcion visuoespacial, que se manifiesta por ejemplo en la apraxia, incapacidad para
reproducir figuras simples con bloques o figuras. También presentan déficits de
aprendizaje, mostrando dificultad a la hora de aprender nuevas tareas. Los pacientes
cirroticos con EH obtienen peores resultados que individuos controles en pruebas de
inteligencia, aprendizaje y memoria asi como de percepcion motora y espacial (Puca et
al., 1989), sin embargo la capacidad verbal no esta alterada. La etiologia de la cirrosis
no influye en los resultados obtenidos en estas pruebas (Rehnstrom et al., 1977). Los
pacientes con hepatitis cronica causada por el virus C también muestran alteraciones
cognitivas en tareas que requieren atencién, 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 por consumo cronico de alcohol (Hilsabeck et al., 2002). Como se ha
mencionado anteriormente, en los pacientes con EHM las alteraciones cognitivas no son

evidentes y soOlo se pueden detectar realizando tests psicométricos especificos. El
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término EHM se refiere a cambios sutiles en la funcion cognitiva y/o motora que

pueden ser observados en pacientes con cirrosis que no presentan evidencias clinicas de

EH (Amodio et al., 2004). Para diagnosticar la presencia de EHM, se utiliza

actualmente la bateria denominada Psychometric Hepatic Encephalopathy Score

(PHES) que consta de 5 tests psicométricos (Weissenborn et al., 2001):

Test de conexiones numeéricas A: consiste en unir por orden los nimeros (del 1
al 25) dispersos en un papel y lo mas rapidamente posible, escogiendo siempre
el camino mas corto. Se mide el tiempo que el paciente tarda en realizar el test.
Test de conexion numérica B: se debe realizar inmediatamente después del test
de conexion numérica A. El paciente tiene una hoja con nimeros del 1 al 13 y
letras de la A hasta la L. La tarea consiste en conectar nimeros y letras
alternandolos, es decir unir el nimero 1 con la letra A, ésta con el nimero 2, con
la letra B, asi sucesivamente. Se mide el tiempo que el paciente necesita para
terminar la tarea.

Test de la clave de nimeros: consiste en una hoja con cuadrados en los que se
puede ver un nimero en la parte superior del cuadrado y un simbolo en la parte
inferior. Cada simbolo corresponde a un namero. El paciente tiene una hoja con
cuadrados en los que ve los numeros en la parte superior y tiene que
completarlos con el simbolo que le corresponda lo mas rapidamente posible.
Tiempo méximo disponible 90 segundos. Se cuantifica el nimero de cuadrados
que el paciente es capaz de completar correctamente.

Test de puntos seriados: consiste en 10 filas de circulos en los que el paciente
tiene que poner un punto en el centro de cada circulo de la forma mas precisa y
rapida posible. Cuando termine una fila deberd empezar con la siguiente. Se
mide el tiempo que necesita para llevar a cabo la tarea.

Test de trazado de lineas: consiste en trazar una linea continua entre dos lineas
paralelas de trazado irregular. No debe tocar ni cruzar las lineas pintadas. No
puede mover el papel ni levantar la punta del rotulador. Se mide el tiempo que

necesita para realizar la tarea y los errores cometidos.

Los resultados obtenidos en los test de la bateria PHES se ajustan en funcion de la edad

y el nivel de formacion de acuerdo con las tablas de normalidad de los sujetos control

(www.redeh.org). Se considera que un paciente presenta EHM cuando en esta bateria

obtiene una puntuacién igual o inferior a — 4 (Weissenborn et al., 2001).
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Las alteraciones en la capacidad de atencion, procesamiento de la informacion,
coordinacion motora, etc, tienen importantes consecuencias en la vida diaria de los
pacientes (Dhiman y Chawla, 2009). Por ejemplo, la mayoria de los pacientes cirroticos
con EHM tienen disminuida la capacidad de conducir vehiculos (Schomerus et al.,
1981; Bajaj et al., 2009). Los pacientes con EHM presentan alteraciones en funciones de
la vida diaria como la interaccion social, comportamiento emocional, dormir, trabajar o

realizar labores domésticas (Groeneweg et al., 1998; Prasad et al., 2007).

1.4.3. Funcion cognitiva: Memoria y Aprendizaje. Papel del

hipocampo y del cerebelo

El aprendizaje es el proceso de adquisicion de conocimientos, habilidades o actitudes a
través de la experiencia o la educacion, lo que origina un cambio persistente,
cuantificable y especifico en el comportamiento de un individuo. La memoria incluye
todos los procesos que permiten el registro, codificacién, consolidacion,
almacenamiento y recuperacion de la informacion (Kandel, 2000). EI hipocampo es la
principal area involucrada en la memoria declarativa junto con otras estructuras del
I6bulo temporal medial (Squire y Zola, 1996). Esta implicado en la formacion y
consolidacién de la memoria espacial, como se ha demostrado en distintos estudios de
lesion del hipocampo. Por otro lado, la memoria implicita o no declarativa responde a la
pregunta de “como”. Incluye la adquisicion de habilidades motoras y hébitos y estd
mediada principalmente por el neoestriado y el cerebelo (Salmon y Butters, 1995).
Cualquier tipo de aprendizaje y memoria depende de una red neuronal especifica, sin
embargo en el sistema nervioso los circuitos estan interconectados (Kandel, 2000).

El hipocampo juega un papel esencial en la modulacién del aprendizaje y la memoria
espacial. Una de las teorias mas importante de la funcion del hipocampo ha sido la
teoria del mapa cognitivo propuesta por O'Keefe y Nadel (1978). El principal impulso
para la teoria del mapa cognitivo fue el descubrimiento de que la tasa de disparo de las
neuronas del hipocampo correlacionaba con la ubicacion del animal en un test espacial
(O'Keefe y Dostrovsky, 1971; O’Keefe, 1976; O'Keefe y Conway, 1978). En el modelo
de O'Keefe y Nadel, en la memoria y aprendizaje participan dos sistemas
independientes: el primero es el sistema cartografico, dependiente de hipocampo, cuya
caracteristica fundamental es la capacidad de reajustarse de forma continua a los

cambios en las pistas visuales del entorno conforme el individuo se mueve hacia el
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objetivo. El segundo es el sistema taxico, independiente del hipocampo y que implica
una asociacion entre estimulo y respuesta. Desde su creacion, la teoria del mapa
cognitivo obtuvo un apoyo considerable principalmente gracias a estudios con lesiones.
Por ejemplo, ratas con lesiones del hipocampo presentan deficits en el aprendizaje del
laberinto radial (Olton et al., 1979; Jarrard 1983), del laberinto en T (Rawlins y Olton,
1982) y del laberinto acuatico de Morris (Morris et al., 1982).

En esta tesis se emplearan el laberinto radial y el laberinto acuatico de Morris para

evaluar el deterioro de la memoria y del aprendizaje espacial de las ratas.

Observaciones clinicas realizadas durante décadas han mostrado que el cerebelo es la
principal area cerebral responsable de la regulacion de determinados aspectos de la
funcién y la coordinacion motoras (Snider et al., 1976; Schmahmann, 1991). Otros
estudios evidencian el papel del cerebelo en el aprendizaje motor (Vezina y Kim, 1999),
en la memoria de trabajo (Desmond et al., 1997; Wiggs et al., 1999) y en ciertas
funciones cognitivas no motoras (Arriada-Mendicoa et al., 1999). Se ha demostrado
recientemente la implicacion del cerebelo en diversos tipos de procesos cognitivos,
como la atencion visuo-espacial, navegacion espacial, mecanismos de aprendizaje,
planificacion y adecuacion temporal y en la modulacion de la funcion verbal (Gordon,
2007; Oliveri et al., 2007). Algunos tipos de aprendizaje, como la respuesta de parpadeo
condicionada, también se forman y almacenan en el cerebelo (Krupa et al., 1993; Krupa
y Thompson, 1995). El cerebelo también juega un papel en el aprendizaje espacial que
no se limita a los componentes motores sino que incluye componentes cognitivos del
aprendizaje espacial (Martin et al., 2003). Ademas, existen datos que apoyan que la
funcién de la via glutamato-6xido nitrico (NO)-GMPc en cerebelo modula algunos tipos
de aprendizaje, incluyendo la capacidad de aprendizaje de una tarea en el laberinto en Y
(Yamada et al., 1996; Erceg et al., 2005a; Piedrafita et al., 2007; Llansola et al., 2009).
La capacidad de aprendizaje de esta tarea esta disminuida en ratas con hiperamonemia o
EHM (Hernandez-Rabaza et al., 2016a; Erceg et al., 2005a), que también presentan
incoordinacién motora. Estos datos y otros de la literatura (Felipo et al., 2014; Butz et
al., 2010) indican que el cerebelo es una de las primeras areas que se altera en EHM,
contribuyendo a las alteraciones cognitivas y motoras tempranas en EHM. Ratas con
hiperamonemia y encefalopatia hepatica minima muestran un aumento del GABA
extracelular y del tono GABAergico. (Cauli et al., 2009a; Gonzalez-Usano et al., 2014,

Agusti et al., 2017). Reduciendo la activacion del receptor GABAA se recupera la
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coordinacion motora y la alteracion del aprendizaje en el laberinto en Y (Cauli et al.,
2009a; Gonzalez-Usano et al., 2014). Estos datos sugieren que el GABA extracelular
podria mediar los efectos de la neuroinflamacion sobre la coordinacion motora y el
aprendizaje del laberintoen .

En esta tesis se emplearan una tarea de aprendizaje en el laberinto en Y para medir el
deterioro cognitivo dependiente de cerebelo y el beam walking test para evaluar la

coordinacion motora de nuestro modelo animal.

1.5.Sinergia entre inflamacioén periférica e hiperamonemia en la

induccion de EH

Los principales factores que contribuyen al deterioro cognitivo en EH son la
hiperamonemia y la inflamacion. La hiperamonemia es el principal factor que
contribuye a las alteraciones cerebrales en EH (Felipo y Butterworth, 2002; Felipo,
2008). Estudios recientes sugieren que la inflamacion potencia las alteraciones
neuropsicoldgicas inducidas por la hiperamonemia y que el efecto sinérgico de
hiperamonemia e inflamacién es el principal responsable de las alteraciones
neuroldgicas en EH. La hiperamonemia inducida en pacientes cirréticos deteriora el
rendimiento en los tests neuropsicoldgicos durante el estado inflamatorio, pero no tras
su resolucion (Shawcross et al., 2004). Ademas, la presencia y severidad de EHM son
independientes de la severidad de la enfermedad del higado y de la concentracion de
amonio en sangre, pero la concentracion de marcadores de inflamacion son mas altos en
los pacientes con EHM (Shawcross et al., 2007).

Se ha estudiado la contribucion de la hiperamonemia y de factores inflamatorios al
deterioro cognitivo en EHM, encontrando que los niveles de las interleucinas
proinflamatorias IL6 e IL18 estdn aumentadas en pacientes con EHM comparados con
pacientes sin EHM y que la concentracion en suero de estas interleucinas es util para
discriminar entre pacientes cirréticos sin 'y con EHM (Montoliu et al., 2009). Esto
sugiere que la inflamacion relacionada con IL6 e 1L18 parece contribuir a la EHM.

Se ha investigado también el papel de la inflamacion y la hiperamonemia en la
induccion de deterioro cognitivo leve (0 EHM) en pacientes con distintas enfermedades
hepéticas y dermatoldgicas, con diferentes grados de hipermamonemia y/o inflamacion
(Felipo et al., 2012b). Todos los grupos de pacientes muestran algun grado de
inflamacion, pero el grado y el tipo de inflamacion es diferente para los diferentes tipos
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de pacientes, con diferentes aportaciones relativas de IL-6 y de IL-18. La
hiperamonemia por si sola no induce deterioro cognitivo segun la evaluacion realizada
con la bateria PHES. Los pacientes con queloides o cirrosis sin deterioro cognitivo
muestran niveles de amonio no muy diferentes de los niveles de pacientes con queloides
0 cirrosis con deterioro cognitivo. La inflamacién sola tampoco induce deterioro
cognitivo. Los pacientes con esteatohepatitis no alcoholica (NASH) sin EHM muestran
niveles muy altos de IL-18 (194 + 57 pg/ml) y niveles moderados de IL-6 (9,4 + 1,3
pg/ml) e hiperamonemia leve (115£19 uM) y no muestran deficits cognitivos. Un ligero
aumento de amonio (124 + 13 uM) y un aumento de I1L-6 a 14 + 4 pg/ml conducen a un
deterioro cognitivo leve en pacientes con NASH. Estos datos coinciden con un estudio
anterior que muestra que los pacientes cirréticos con niveles de IL-6 inferiores a 11
pg/ml no muestran MHE vy los pacientes con niveles de IL-6 por encima de 11 pg / ml
muestran MHE (Montoliu et al., 2009). Felipo y colaboradores (2012) concluyeron que
en pacientes con enfermedades hepaticas (cirrosis, esteatohepatitis) el deterioro
cognitivo puede aparecer antes de la progresion a cirrosis, si los niveles de amonio y de
inflamacion son lo suficientemente altos, y que niveles elevados de inflamacién e
hiperamonemia son suficientes para inducir deterioro cognitivo leve incluso en ausencia

de cirrosis.

1.6.Papel de la Neuroinflamacién en la Encefalopatia Hepatica

Estudios realizados en los Gltimos afios, proporcionan pruebas convincentes de un papel
de la neuroinflamacion (inflamacién del cerebro en si) en las alteraciones neuroldgicas
en encefalopatia hepéatica. Se ha observado en modelos de EH aguda activacion de
células gliales, (microglia y astrocitos), junto con un aumento de la sintesis in situ de
citocinas proinflamatorias TNF, IL-1 e IL-6 (Butterworth, 2013).

Uno de los principales métodos para evaluar la neuroinflamacion es el andlisis por
tomografia de emision de positrones (PET) de la union de ligandos a la proteina
translocadora (18 kDa) (TSPO). Cagnin et al. (2006) mostraron utilizando técnicas PET
que los pacientes cirroticos con HE presentaban un aumento de la union de PK11195 a
TSPO en el cerebro. Ademas, los pacientes con deterioro cognitivo mas severo tuvieron
un mayor aumento en la union de PK11195. Los autores sugirieron que una alteracion
de las células gliales podria estar relacionada con la alteracion de la funcion cerebral en

HE. Estos datos sugieren la presencia de neuroinflamacion en pacientes con HE,
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correlacionando con el grado de deterioro cognitivo. Dennis y colaborades (2014)
realizaron estudios de inmunohistoquimica y analisis de citocinas en tejido cerebral
postmortem de alcohdlicos cronicos con cirrosis y HE, alcohdlicos sin HE y controles.
Alrededor de la mitad de los pacientes con HE mostraron la que se conoce como "HE
proliferativa (pHE)" y la otra mitad no. La microglia en pHES mostraba una morfologia
activada con cuerpos celulares hipertrofiados y procesos cortos y espesos. Estos
pacientes también mostraban niveles aumentados de IL-6. En contraste, la microglia en
las regiones de sustancia blanca de los casos de HE no proliferativos estaba menos
activada y distréfica. Los autores sugieren que la proliferacion microglial puede formar
parte de una respuesta neuroprotectora temprana en HE que finalmente falla en detener
el curso de la enfermedad debido a factores etioldgicos subyacentes como el amonio
cerebral elevado y la inflamacion sistémica. Zemtsova et al., (2011) también analizaron
marcadores de neuroinflamacion en tejido cerebral post mortem de pacientes cirroticos
con y sin HE y controles no cirréticos. Encontraron un aumento de la expresion del
marcador de activacion microglial Iba-1 en la corteza cerebral de pacientes con cirrosis
con HE, pero no en pacientes con cirrosis sin HE. En este estudio, se analizd la
expresion del mRNA y de las proteinas de INOS vy ciclooxigenasa (COX-2) o la
expresion del mRNA de las citocinas pro-inflamatorias y proteina quimioatrayente de
monocitos 1 (MCP-1) en corteza cerebral. La expresion de estos factores no fue
diferente en pacientes con cirrosis hepatica y HE y en pacientes sin HE o en sujetos
control sin cirrosis. Este estudio muestra un aumento de la activacién microglial en
pacientes con HE pero no encontr6 aumento en los niveles de marcadores
proinflamatorios.

También se ha observado la presencia de neuroinflamacion en pacientes con hepatitis C
(HC). Sin embargo, en estos pacientes la neuroinflamacién podria ser consecuencia de
la presencia del virus en el cerebro. Estudios postmortem indican que la replicacion
viral puede ocurrir en el cerebro y la microglia puede ser el locus para la infeccion y la
posterior actividad neuroinflamatoria. (Vivithanaporn et al., 2010; Grover et al., 2012).
Grover et al. (2012) utilizaron dos técnicas de imagen in vivo independientes para
evaluar la presencia de neuroinflamacion en pacientes con HC cronica leve y sujetos
control. Utilizando la espectroscopia de resonancia magnética, encontraron que los
ratios mio-inositol/creatina 'y colina/creatina en ganglios basales estaban
significativamente elevados en pacientes con HC cronica en comparacion con los

controles. Utilizando la técnica PET con un ligando para la activacion de
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microglia/macrofagos cerebrales, PK11195, Grover et al. (2012) encontraron evidencia
de activacion microglial, que se correlaciond positivamente con la viremia de HC vy el
metabolismo cerebral alterado. Esto sugiere que el virus de la hepatitis C induce
neuroinflamacién, lo que contribuiria a las alteraciones cognitivas en los pacientes con
HC. Aunque en los pacientes con HC la neuroinflamacion parece ser causada
principalmente por la presencia del virus en el cerebro, (Vivithanaporn et al., 2010;
Grover et al., 2012) los estudios de Cagnin (2006), Dennis (2014) y Zemtsova (2011)
sugieren que la neuroinflamacion también podria estar presente en pacientes con cirrosis

hepética en ausencia de infeccion viral.
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Figure 7. Papel de la neuroinflamacion en la induccion de EH. En fallo hepético cronico, la
hiperamonemia y la inflamacién actlan sinérgicamente induciendo la activacién de microglia y

neuroinflamacion la cual altera la neurotransmién que es el responsable del deterioro cognitivo y motor.

La presencia de la neuroinflamacion y su contribucién al deterioro cognitivo se ha
demostrado en estudios con modelos animales de hiperamonemia y EH. Cauli et al.,
(2007) mostraron que las ratas con anastomosis porto-cava (PCS), uno de los modelos
principales de EHM presentan neuroinflamacion, con un aumento en los niveles de
marcadores inflamatorios como la IL-6 o actividad de COX en el cerebro. Las ratas PCS
presentan una capacidad reducida para aprender una tarea en un laberinto en Y debido a

la alteracion de la funcion de la via glutamato-éxido nitrico (NO)-cGMP en cerebelo
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(Erceg et al., 2005b). Cauli et al. (2007) demostraron también que el tratamiento crénico
con ibuprofeno, un antiinflamatorio, reducia la neuroinflamacion y restauraba la
capacidad de aprender la tarea del laberinto en Y restaurando la funcion de la via del
glutamato-NO-GMPc en cerebelo in vivo. Estos resultados mostraron por primera vez
que la neuroinflamacion es un contribuyente esencial al deterioro cognitivo en EHM
(Figura 7) La neuroinflamacion también contribuye a otros tipos de alteraciones
cognitivas y motoras alterando otros mecanismos especificos que las modulan. Por
ejemplo, la neuroinflamacion también contribuye a la hipoquinesia en ratas con EHM y
el tratamiento crénico con ibuprofeno recupera la funcién motora (Cauli et al., 2009b).
Los mecanismos y las areas cerebrales involucradas en la hipoquinesia inducida por
neuroinflamacion son diferentes de las involucradas en el aprendizaje en el laberinto Y.
La hipoquinesia en las ratas PCS se debe al aumento de los niveles de glutamato
extracelular en la sustancia nigra pars reticulata (SNr). Una disminucion de la cantitad
de transportadores de glutamato contribuye a este aumento. El tratamiento crénico de
ratas PCS con ibuprofeno normaliza la cantidad de transportadores de glutamato, reduce
el glutamato extracelular en SNr y normaliza la actividad motora.

La presencia de neuroinflamacién y su contribucion a las alteraciones cognitivas y
motoras también se han demostrado en otro modelo animal de EHM: ratas con ligadura
del conducto biliar (BDL). Rodrigo et al. (2010) demostraron por inmuhistoquimica que
las ratas BDL presentan activacion de la microglia, principalmente en el cerebelo. Esto
se asocia con aumento de los niveles de factores inflamatorios (6xido nitrico sintasa
inducible, IL-1p, prostaglandina E2) y con deterioro cognitivo e hipoquinesia. De forma
similar a los estudios anteriores, el tratamiento cronico con ibuprofeno reducia la
activacion microglial y los marcadores inflamatorios y restauraba las funciones
cognitivas y motoras en las ratas BDL.

Los estudios anteriores apoyan claramente la idea de que la EHM en condiciones de
fallo hepatico crénico se asocia con neuroinflamacion que afecta a diferentes procesos
cerebrales que resultan en diferentes tipos de alteraciones cognitivas y motoras (Figura
7). Esta neuroinflamacién es consecuencia de la activacion de dos tipos de células

gliales, la microglia y los astrocitos.
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1.6.1. Células gliales y neuroinflamacion: la microglia
Las células gliales, descritas como células no excitables del SNC, son una poblacién
altamente heterogénea, que inicia, participa y regula muchas funciones cerebrales
importantes. El principal promotor de la neuroinflamacion en muchas condiciones
patoldgicas, incluyendo la hiperamonemia crénica y la EH es la microglia. (Rodrigo et
al., 2010; Agusti et al., 2011; Hernandez-Rabaza et al., 2015, 2016a, 2016b; Cabrera et
al., 2016.)
La microglia, las células arquetipicas de la inmunidad innata del SNC (Ransohoff y
Cardona, 2010), son una unica poblacion celular mieloide, derivada del saco vitelino
durante una estrecha ventana de tiempo antes de la vascularizacion o hematopoyesis
definitiva en el embrion (Ginhoux et al., 2010). Una vez establecida en el paréngquima
del SNC, la microglia se mantiene por la proliferacion de progenitores residentes,
independientemente de las células sanguineas (Ajami et al., 2007).
En condiciones fisioldgicas, la microglia presenta una morfologia muy ramificada que
se denomina “estado de reposo”. La célula microglial en reposo se caracteriza por un
pequefio cuerpo celular y procesos finos muy elaborados, que envian mdltiples ramas
que reconocen continuamente su microambiente local (Nimmerjahn et al., 2005). Al
igual que los astrocitos, cada célula microglial tiene su propio territorio, de
aproximadamente 15 a 30 um de ancho. Hay muy poco solapamiento entre territorios
vecinos. Los procesos de las células microgliales en reposo se mueven constantemente a
través de su territorio. Esto es un movimiento relativamente rapido con una velocidad
de aproximadamente 1,5 pm/min y por lo tanto los procesos microgliales representan
las estructuras madviles mas rapidas en el cerebro (Morsch et al., 2015).
Al mismo tiempo, los procesos microgliales también envian y retraen constantemente
pequefias protuberancias, que pueden crecer y encogerse 2-3 um/min. La microglia
parece estar escaneando aleatoriamente a través de sus dominios y, teniendo en cuenta
la velocidad de este movimiento, el parénquima cerebral puede ser completamente
escaneado por los procesos microgliales cada varias horas. La motilidad de los procesos
no se ve afectada por el disparo neuronal, pero es sensible a los activadores (ATP y sus
analogos) e inhibidores de los receptores purinergicos (Inoue, 2002). El dafio neuronal
focal induce un movimiento rapido de muchos procesos microgliales hacia el sitio de la
lesion, y en menos de una hora la lesién puede estar completamente rodeados por estos

procesos. Esta motilidad inducida por lesiones también se rige, al menos en parte, por la
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activacion de los receptores purinergicos. La microglia también es sensible a la
inhibicion de las uniones gap, en las cuales participan los astrocitos. La inhibicién de las
uniones gap también afecta la motilidad fisioldgica de los procesos astrogliales. Por lo
tanto, parece que los astrocitos envian sefiales a la microglia liberando ATP (y
posiblemente algunas otras moléculas). En cualquier caso, los procesos microgliales
actian como un sistema de escaner muy sofisticado y rapido. Este sistema puede, en
virtud de receptores que residen en la membrana plasmética de la microglia, detectar
inmediatamente la lesion e iniciar el proceso de respuesta activa por parte de la
microglia.

Cuando un insulto cerebral es detectado por las células microgliales, estas sufren una
transformacion gradual del estado reposo con morfologia ramificada a una forma
activada y ameboide (Hanisch y Kettenmann, 2007). Este proceso se denomina
generalmente "activacion microglial” y se produce a través de varios pasos. Durante la
primera fase de la activacién de la microglia, las microglias en reposo retraen sus
procesos, que disminuyen su ndmero y se vuelven mucho mas gruesos, aumentan el
tamafo de sus cuerpos celulares, cambian la expresion de varias enzimas y receptores y
comienzan a producir moléculas de respuesta inmune. Algunas células microgliales
regresan a una modalidad proliferativa y las células microgliales alrededor del sitio de la
lesion comienzan a multiplicarse. Las células microgliales se vuelven mdviles y
mediante movimientos de tipo ameboide se retnen alrededor de los sitios del insulto. Si
el dafio persiste y las células del SNC comienzan a morir, las células microgliales sufren
una mayor transformacion y se convierten en fagocitos. Esto es una explicacion
resumida e incompleta de los cambios complejos y altamente coordinados que ocurren
en las células microgliales. El proceso de activacién es gradual y lo més probable es que
existan muchos sub-estados en el camino desde la microglia en reposo hasta la
microglia fagocitica. Ademas, las células microgliales activadas pueden mostrar
propiedades bastante heterogéneas en diferentes tipos de patologias y en diferentes

partes del cerebro.

1.6.2. Células gliales y neuroinflamacion: los astrocitos

El segundo tipo de célula glial mas importante que participa en el proceso
neuroinflamatorio son los astrocitos. Los astrocitos (literalmente "células parecidas a

las estrellas™) son las células gliales mas numerosas y diversas del SNC presentando
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propiedades fisiolégicas muy diferentes segun la region cerebral donde se encuentran
(Matyash y Kettenmann, 2010).

La morfologia de los astrocitos es muy heterogénea. Algunos astrocitos tienen una
apariencia estelar, con varios procesos primarios originados en el soma, aunque existen
muchos mas perfiles morfoldgicos. Un rasgo morfoldgico arquetipico de los astrocitos
es su expresion de filamentos intermedios, que forman el citoesqueleto. Los principales
tipos de proteinas de filamento intermedio astroglial son la proteina &cida fibrilar glial
(GFAP) y vimentina. La expresion de GFAP se utiliza comunmente como un marcador
especifico para la identificacion de astrocitos. Funciona bien en cultivo de astrocitos,
pero in vivo los niveles de expresion de GFAP varian considerablemente: por ejemplo,
GFAP se expresa virtualmente en todas las células de Bergmann en el cerebelo,
mientras que solo alrededor del 15-20 por ciento de astrocitos en la corteza de animales
maduros expresan GFAP (Middeldorp J y Hol, 2011).

Los astrocitos protoplasmaticos estan presentes en la materia gris. Tienen muchos
procesos finos (aproximadamente ~ 50 um de longitud), que son extremadamente
elaborados y complejos. Los procesos de los astrocitos protoplasmaticos entran en
contacto con los vasos sanguineos, formando los llamados pies perivasculares y forman
maltiples contactos con las neuronas. Algunos astrocitos protoplasméaticos también
envian procesos a la superficie pial, donde forman los pies "subpiales" de la membrana
limitante glial. La densidad de los astrocitos protoplasmaticos en la corteza varia entre
10.000 y 30.000 por mm?; La superficie de sus procesos (en roedores) puede alcanzar
hasta 60000 - 80 000 um?, y cubren la mayor parte de las membranas neuronales a su
alcance (Verkhratsky y Butt, 2007).

Los astrocitos fibrosos estan presentes en la sustancia blanca. Sus procesos tienen una
longitud de hasta 300 um, aunque mucho menos elaborados en comparacion con la
astroglia protoplasmatica. Los procesos de los astrocitos fibrosos establecen varios
contactos perivasculares o subpiales. Los procesos de los astrocitos fibrosos también
envian numerosas extensiones (procesos "perinodales™) que contactan con axones en los
nodos de Ranvier. La densidad de astrocitos fibrosos es ~ 200 000 células por mm?®.
(Verkhratsky y Butt, 2007).

El cerebelo contiene un tipo de astroglia especializada llamada glia de Bergmann.
Tienen cuerpos celulares relativamente pequefios (~ 15 um de didmetro) y 3 - 6
procesos que se extienden desde la capa de células de Purkinje hasta la superficie pial.

Al comienzo del desarrollo, estas células tienen contacto con la superficie ventricular y
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son verdaderas células gliales radiales (celulas con forma bipolar presentes en el
desarrollo del sistema nervioso central y que sirven como progenitor primario capaz de
generar neuronas, astrocitos y oligodendrocitos). Con el desarrollo de la capa granular,
adquieren la morfologia clasica de las células gliales de Bergmann. Por lo general,
varias celulas gliales de Bergmann (~ 8 en roedores) rodean una sola neurona de
Purkinje y sus procesos forman una envoltura de las dendritas de las celulas de Purkinje.
Los procesos de las glia de Bergmann son extremadamente elaborados y forman
estrechos contactos con las sinapsis formadas por fibras paralelas en las dendritas de las
neuronas de Purkinje. Cada célula glial de Bergmann proporciona cobertura para hasta
8000 de tales sinapsis. (Verkhratsky y Butt, 2007).

Los astrocitos desempefian muchas funciones; crean y mantienen el microambiente
cerebral (Chouard y Gray, 2010), construyen la microarquitectura del parénquima
cerebral (Nave, 2010), mantienen la homeostasis del cerebro, almacenan y distribuyen
sustratos energéticos, controlan el desarrollo de las células neurales (Chouard y Gray,
2010), la sinaptogénesis y el mantenimiento sinaptico (Eroglu y Barres, 2010) y
contribuyen a la defensa del cerebro frente a variados tipo de insultos (Smith, 2010).

El potencial patoldgico de la neuroglia fue reconocido ya a finales del siglo XIX y
principios del siglo XX por neuropatélogos prominentes como Carl Frommann, Franz
Nissl, Alois Alzheimer y Pio del Rio-Hortega. No obstante, el conocimiento detallado
de la importancia patoldgica de la neuroglia en general y de la astroglia en particular
sigue siendo fragmentario. Los astrocitos son fundamentales para el control de la
homeostasis del cerebro y también representan una parte importante del sistema
intrinseco de defensa cerebral. Los insultos cerebrales de etiologia multiple
desencadenan una respuesta de defensa astroglial conservada evolutivamente,
generalmente denominada astrogliosis reactiva. La astrogliosis es esencial tanto para
limitar las éareas de dafio (por formacion de cicatrices mediante astrogliosis
anisomorfica) como para la remodelacion post-insulto y recuperacion de la funcién
neural (por astrogliosis isomorfica).

Los astrocitos juegan un papel en todo tipo de patologias cerebrales desde lesiones
agudas (trauma o infarto) hasta procesos neurodegenerativos cronicos (como las
enfermedades de Alexander, de Alzheimer, de Parkinson, la esclerosis multiple y otras)
y en enfermedades psiquiatricas (Heneka et al., 2010). Los procesos neurogliales

patoldgicamente relevantes son muchos, e incluyen varios programas de activacién, que
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son esenciales para limitar las areas de dafio, producir respuestas neuro-inmunes y para
la remodelacion post-insulto y la recuperacion de la funcién neural.

Estos programas de activacion coinciden con algunos cambios morfologicos vy
moleculares que son indicativos del estado de activacion de los astrocitos. La regulacion
positiva en astrocitos reactivos de las proteinas de los filamentos intermedios, en
particular GFAP y vimentina, es quizas el sello més conocido de reactividad. Esto se
acompafa con una hipertrofia caracteristica del cuerpo celular y de sus procesos. Estos
cambios se han observado tras muchos tipos de lesiones, incluyendo traumas
mecanicos, isquemia/hipoxia, inflamacion, neurodegeneracién y practicamente en todas
las &reas del SNC (Eng et al., 2000, Sofroniew y Vinters, 2010; Middeldorp y Hol,
2011). Cuando existe una activacion extrema de los astrocitos en respuesta a un dafio
evidente y a una inflamacién prolongada del tejido, los astrocitos reactivos forman una
cicatriz que puede persistir durante mucho tiempo incluso después de que se elimine el
insulto desencadenante. Estudios recientes también enfatizan el papel de la
degeneracion y la atrofia astroglial en las primeras etapas de diversos trastornos
neurodegenerativos y cognitivos (Rossi et al., 2008; Rajkowska y Stockmeier, 2013;
Williams et al., 2013; Verkhratsky et al., 2014a, 2014b). En general, las células
astrogliales determinan en gran medida la progresién y el resultado de las enfermedades
neuroldgicas representando por tanto una posible diana terapéutica en enfermedades

caracterizadas por procesos neuroinflamatorios.

1.7.Papel de la inflamacion periférica en la induccion de
neuroinflamacién y en el deterioro cognitivo y motor en

encefalopatia hepética

Estudios recientes apoyan la idea de que la inflamacién periférica puede conducir a
alteraciones cognitivas y motoras en diferentes situaciones patolégicas como la artritis
reumatoide, diabetes, o tras cirugias agresivas (Montoliu et al., 2015).

Los mecanismos implicados en esta relacion entre inflamacion periferica y SNC no
estan aun del todo claros. En general, las citocinas no pueden cruzar directamente la
barrera hematoencefélica (BHE). Sin embargo, existen mecanismos que conectan el
sistema inmune periférico con el cerebro, tales como, por ejemplo:

e infiltracion de celulas sanguineas en cerebro (Ransohoff et al., 2003);
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e estimulacion por parte de las citocinas de la sangre de receptores en células
endoteliales, dispararando de este modo la liberacion de factores inflamatorios
en el cerebro (Gautron et al., 2002; Rummel et al., 2006).

e lasefalizacion por fibras nerviosas aferentes (nervio vago) (Hosoi et al., 2002)

El mecanismo de induccién de neuroinflamacion por sefializacion por fibras nerviosas
aferentes (Hosoi et al., 2002) estd poco estudiado. Estudios en las ultimas décadas
proponen que el nervio vago aferente es un componente importante para transmitir
sefiales inmunes periféricas al cerebro. La inyeccion periferica de IL-1b aumenta la
actividad del nervio aferente vagal en las terminaciones hepética (Niijima, 1996) y
gastrica (Kurosawa et al., 1997) de ratas anestesiadas. Ademas, Ek et al. (1998)
demostraron que los somas y/o fibras del nervio vago expresan receptores de IL-1 y
prostaglandina E2 y que la IL-1b circulante estimula la actividad sensorial vagal a
través de mecanismos tanto dependientes como independientes de la prostaglandina. La
administracion periférica de IL-1b y LPS produce activacion de c-fos en el nacleo del
tracto solitario (NTS), que es el sitio de terminacion predominante del nervio vago
aferente (Ericsson et al., 1994; Brady et al., 1994). La vagotomia subdiafragmatica
inhibe los efectos conductuales y neuronales de IL-1b o LPS periféricos, incluyendo
efectos sobre la exploracion social (Bluthe et al., 1994 y 1996) anorexia (Bret-Dibat et
al., 1995), respuesta a la fiebre (Hansen y Krueger, 1997; Sehic y Blatteis, 1996),
estimulacion del eje hipotalamico-hipofisiario-adrenal (HPA) (Gaykema et al., 1995;
Kapcala et al., 1996), y la expresién del mMRNA de IL-1b en cerebro (Hansen et al.,
1998; Laye et al., 1995). Ademas, la transeccion selectiva del nervio vago hepético
inhibe la respuesta pirogénica inducida por LPS, lo que indica que el nervio vago
hepético juega un papel importante en la transduccion de esta sefial pirogénica de la
periferia al cerebro (Simons et al., 1998).

Uno de los mecanismos mas estudiado de comunicacién entre inflamacion periférica y
cerebro es la infiltracion directa de células sanguineas en cerebro. Existen varias vias
para la entrada de leucocitos en el SNC (Ransohoff et al., 2003). Este mecanismo en
concreto, se explicarad con més detalle en el apartado 2.6.2.

Otra conexidn entre sistema inmune y cerebro es la estimulacion de receptores de
células endoteliales de la sangre por parte de citocinas perifericas y la subsiguiente
produccién in situ de factores inflamatorios en cerebro. En modelos animales se ha

demostrado que la induccién de inflamacién por administracion periférica de
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lipopolisacarido (LPS) activa STAT3 en células endoteliales de cerebro y en astrocitos
(Gautron et al, 2002). Rummel et al (2006) mostraron que la IL-6 periférica activa
receptores en ceélulas endoteliales conduciendo a la activacion de STAT3 y a la
induccion de la cyclooxigenasa 2 y el aumento de prostaglandina E2 (inflamatoria) en
cerebro. Estos efectos se previenen por un anticuerpo que neutraliza la IL-6. Este
mecanismo permite a IL-6 transducir los efectos de la inflamacion periférica al cerebro.
El TNF-a también puede activar receptores en células endoteliales y conducir en cerebro
a neuroinflamacion y a deterioro cognitivo. Distintas enfermedades inflamatorias
cronicas inducen deterioro cognitivo. El tratamiento periférico con anti-TNFa mejora el
deterioro cognitivo en algunas de ellas, como en pacientes con sarcoidosis o0 con artritis
reumatoide (Raftery et al, 2012; Elfferich et al., 2010). Debido a su gran tamario, el anti-
TNF-0 no atraviesa la barrera hematoencefalica, lo que indica que sus efectos
beneficiosos son consecuencia de la reduccion de la inflamaciéon periférica.

Blogueando la accion periférica de TNFa 6 IL-1b también se mejora el deterioro
cognitivo postoperatorio (Cibelli et al, 2010; Terrando et al, 2010).

1.7.1. Anti-TNF-a.: Infliximab

Infliximab o Remicade (nombre comercial) es un anticuerpo monoclonal quimérico que
bloguea la accion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y se usa como tratamiento
para enfermedades autoinmunes. Infliximab se aprob6 por la Agencia de Alimentos y
Medicamentos de Estados Unidos (U.S. Food and Drug Administration) como
tratamiento para la artritis reumatoide, artritis psoriasica, colitis ulcerativa, espondilitis
anquilosante, psoriasis y enfermedad de Crohn. (http://www.remicade.com/)

Infliximab se administra por infusion intravenosa, tipicamente a intervalos de seis a
ocho semanas. No se puede administrar por via oral porque el sistema digestivo
destruiria la droga.

Infliximab es un anticuerpo artificial y originalmente se desarroll6 en ratones. Debido a
que los seres humanos tienen reacciones inmunitarias a las proteinas de raton, los
dominios comunes de raton se reemplazaron por dominios similares de anticuerpos
humanos. Son anticuerpos monoclonales y debido a que son una combinacion de
secuencias de aminoacidos de anticuerpos de raton y humanos, se les Illama "anticuerpo

monoclonal quimérico”.
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Las vias de eliminacion de infliximab no se han caracterizado. No se detecta infliximab
inalterado en la orina. A dosis Unicas de 3, 5 0 10 mg/kg, la vida media oscil6 entre 8 y
9.5 dias. En la mayoria de los pacientes el infliximab se puede detectar en el suero
durante 8 semanas después de una dosis unica de 5 mg/kg para la enfermedad de Crohn
y de 3 mg/kg cada 8 semanas para la artritis reumatoide como dosis de mantenimiento
(Cornillie et al., 2001).

El Infliximab neutraliza la actividad bioldgica del TNF-a uniéndose con gran afinidad a
la forma soluble (en sangre) y transmembrana (presente en la membrane externa de las
células T u otras células del sistema inmune) del TNF-a, e inhibe o previene la unién
efectiva del TNF-a con su receptor. (Choy y Panayi, 2001).

Infliximab tiene una elevada especificidad por el TNF-a y no neutraliza el TNF-beta
(TNF-B), una citocina perteneciente a la misma familia pero que utiliza receptores
diferentes al TNF-a..

En esta tesis hemos utilizado el infliximab para conprobar si la inyeccion periférica de
anti TNF-a reduce la neuroinflamacion en ratas con EHM.

1.7.2. Infiltracién de células del sistema inmune periférico en el
SNC

La idea del SNC como un sitio inmunolégico privilegiado (Ehrlich, 1885), del cual las
celulas inmunes deberian quedar excluidas, fue inicialmente apoyada por las
observaciones de Shirai (1921) y Medawar (1948), que demostraron que injertos de
tejidos en 0jo o cerebro sobreviven mas tiempo que los implantados en otras areas del
cuerpo. En las décadas siguientes, esta nocion fue apoyada por datos experimentales que
demostraban la separacion espacial e inmunoldgica del SNC de la inmunidad circulante.
Espacialmente, se encontrd que el SNC era un compartimiento cerrado, aislado de la
circulacion por barreras fisicas, y el hecho de que el CNS tiene su propia poblacién de
células fagociticas, la microglia, se utiliz6 para sostener la opinién de que es un sistema
inmunoldgicamente auténomo, que idealmente funciona en ausencia de vigilancia
inmunoldgica (Barker & Billingham, 1977). En aparente apoyo de este punto de vista,
todas las veces que se encontraron células inmunes en los espacios perivasculares del
SNC, en el liquido cefalorraquideo (LCR) o en el mismo parénquima, casi siempre se
consider6 un signo de enfermedad autoinmune o al menos del comienzo de una

enfermedad de este tipo.
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En las ultimas décadas, la vision generalizada de las células autoinmunes como un rasgo
indiscriminadamente negativo de la respuesta inmune ha cambiado radicalmente. Ahora
sabemos que el SNC es constantemente vigilado por las células inmunes circulantes
dentro del liquido cefalorraquideo (pero no dentro del parénquima), y que en
condiciones fisioldgicas, las células T activadas patrullan el SNC, sin necesidad de la
aparicion de enfermedad autoinmune (Hickey, 1999; Engelhardt y Ransohoff, 2005;
Kunis et al., 2013). Ademas, células T especificas del SNC colaboran en la plasticidad
cerebral, tanto en condiciones fisiologicas como patologicas (Kipnis et al, 2012; Rook
et al, 2011; Schwartz & Shechter, 2010). La capacidad neuroprotectora de las células
autoinmunes se ha demostrado en diferentes modelos de patologias del SNC,
incluyendo lesiones mecéanicas (Moalem et al, 1999, Hauben et al, 2001, Kipnis et al,
2002, Hofstetter et al, 2003, Ling et al, 2006), enfermedades neurodegenerativas
cronicas y desequilibrios en los niveles de neurotransmisores (Schori et al., 2001). En
cerebro sano, las células T CD4 + autoinmunes desempefian un papel en el
mantenimiento de la plasticidad neuronal, incluyendo la neurogénesis y el
aprendizaje/memoria espacial (Kipnis et al, 2004; Ziv et al, 2006; Radjavi et al, 2014).
Por otra parte, el sistema inmune periférico también puede inducir neuroinflamacién por
infiltracion de células periféricas. En la periferia las células T inician respuestas
inmunes a través de interacciones con células presentadoras de antigenos (tales como
células dendriticas). Sin embargo, en el parénquima cerebral, no existe ninguna célula
capaz de actuar como las células dendriticas, salir del SNC, migrar a un vaso linfatico
local e iniciar una respuesta inmune como se observa en las respuestas inmunitarias
adaptativas en otras partes del cuerpo (Louveau et al., 2015; Goldmann et al., 2006;
Ransohoff y Engelhardt, 2012). Por lo tanto, las células T responden en la periferia y
migran hacia el SNC para responder al insulto (Ransohoff y Brown, 2012). Tras
activarse, los linfocitos T pueden diferenciarse en distintos subtipos (Thl, Th2, Th17,
Th22, iTreg o Tfh) y secretar diferentes citocinas para inducir distintos tipos de
respuestas inmunes (Gutcher y Becher 2007)

Entender los mecanismos mediante los cuales las células del sistema inmune periférico
llegan a infiltrarse en el SNC podria proporcionar nuevas estrategias para modular la
respuesta inmune patologica y mejorar los mecanismos protectores en enfermedades
neuroinflamatorias.

Existen varias vias para la entrada de leucocitos en el SNC (Ransohoff et al., 2003).
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La primera, y la mas ampliamente estudiada, es desde la sangre en el espacio
perivascular a través de la barrera hemato-encefalica (BHE). La BHE abarca los
capilares y las vénulas post-capilares, que son los sitios principales para la
extravasacion de leucocitos de la circulacion cerebral (Bechmann et al., 2007;
Engelhardt y Ransohoff, 2005). La funcion de barrera de la BHE se lleva a cabo por
células endoteliales cerebrales altamente especializadas, que carecen de vesiculas
pinocitéticas y fenestras pero poseen uniones intercelulares estrechas. Estas
caracteristicas limitan el movimiento transcelular y paracelular de las moléculas y las
celulas. Abluminalmente, las células endoteliales microvasculares cerebrales estan
asociadas con una membrana basal (Figura 8) y una matriz extracelular, constituida por
colagenos, elastina, fibrilina, laminina y fibronectina (Hayashi et al., 1997, Hurwitz et
al.,, 1993). La membrana basal endotelial delimita la parte vascular del espacio
perivascular y constituye otro, a través del cual los leucocitos migratorios penetran antes
de la entrada al cerebro. Los procesos de los pies de astrocitos y microgliales forman la
glia limitans que, junto con su membrana basal, proporcionan la parte parenquimal del
espacio perivascular y el obstaculo final a la entrada de leucocitos en el tejido cerebral
(Figura 8) (Bechmann et al., 2007).
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Figura 8. Esquema del proceso de infiltracion de leucocitos a través de la barrera hemato-encefalica.
Paradigma de las interacciones leucocito-celula endotelial en varios pasos en la barrera hematoencefalica
y limites anatomicos entre la sangre y el parénquima cerebral.
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Los leucocitos activados en la periferia se unen libremente a las células endoteliales a
través de la union de las selectinas a sus ligandos. La union de los receptores de
quimiocinas leucocitarias con las quimiocinas del lumen inicia la sefializacion
(activacion), lo que conduce al agrupamiento y cambio conformacional en las
integrinas leucocitarias, dando lugar a una union de alta afinidad con sus ligandos
(moléculas de adhesién celular o receptores alternativos). Esta union ocurre sobre el
endotelio y media la adhesion de los leucocitos. Tras la adhesidn, muchos leucocitos se
mueven (locomotion) a través de la superficie endotelial hasta alcanzar uniones inter-
endoteliales (Figura 8). Los leucocitos entonces extienden protuberancias (protusion) a
través de la union interendotelial, en busca de quimiocinas abluminales, que serviran
como sefales de guia para la extravasacion. La transmigracion se produce en respuesta a
estas quimiocinas abluminales, y puede seguir gradientes guimiotacticos. Las células
extravasantes se localizan en el espacio perivascular, entre la membrana basal endotelial
y la membrana basal de la glia limitans (Figura 8). La entrada en el parénquima cerebral
propio implica atravesar la glia limitans y su membrana basal asociada, y requiere la
accion de las metaloproteasas de la matriz. (Man et al., 2007).

Otra via potencial de entrada de leucocitos en el SNC es a través del plexo coroideo, en
el liquido cefalorraquideo. Esta via de migracion implica un proceso de multiples etapas
en el que los leucocitos primero cruzan los vasos del estroma del plexo coroideo, luego
migran a traveés del estroma a la superficie epitelial de las vellosidades y atraviesan la
monocapa de células epiteliales del plexo coroideo en el liquido cefalorraquideo. Las
vénulas del estroma del plexo coroideo son vasos periféricos tipicos con fenestraciones
y uniones gap intercelulares. Las células epiteliales del plexo coroideo poseen uniones
intercelulares estrechas, formando la barrera sangre-liquido cefalorraquideo.

Las meninges representan otro portal de ingreso y acumulacion de leucocitos en el SNC
inflamado. Las meninges son una serie de membranas que envuelven el cerebro y la
médula espinal, sirviendo de canal para la circulacién del liquido cefalorraquideo. La
membrana mas externa es la duramadre, que envuelve el SNC y se une al craneo y la
columna vertebral. Las leptomeninges, que envuelven todo el SNC son la aracnoide y la
pia madre y estan separadas por el espacio subaracnoideo (Figura 9). Los grandes vasos
sanguineos que transectan las leptomeninges se encuentran dentro de la pia madre que
estd bordeada por la glia limitante. Las células de la pia madre contintan alineando las
arterias intracerebrales pero poco a poco se vuelven menos densas a medida que las

arterias penetran en el parénquima del SNC (Zhang et al., 1990).
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Figura 9. Representacion de las meninges.

El endotelio sanguineo que transecta el espacio subaracnoideo (la barrera sangre-liquido
cefalorraquideo) representa una via importante de entrada de leucocitos en las
meninges. En condiciones fisiologicas, el espacio subaracnoideo representa una via para
que los linfocitos de inmuno-vigilancia exploren el SNC (Engelhardt y Ransohoff,
2012). La infiltracion de linfocitos en las meninges juega un papel importante en la
patogénesis de la esclerosis multiple (Pikor et al., 2016) y del principal modelo
experimental de esta enfermedad, la encefalitis autoinmune experimental (Columba-
Cabezas et al., 2006). Los estudios que analizan la cinética de la infiltracion meningea
en encefalitis autoinmune experimental muestran una afluencia de células inmunitarias
antes del inicio de la fase clinica (Walker-Caulfield et al., 2015). Ademas, se ha
demostrado que células T especificas de mielina atraviesan la barrera hematoencefalica
en el espacio subaracnoideo, mostrando el antigeno especifico para obtener acceso al
parénquima e iniciar la respuesta tipica de la fase clinica de la enfermedad

(Bartholomaus et al., 2009). Biopsias de pacientes con esclerosis multiple en fase
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temprana mostraron que un subconjunto de pacientes presentan lesiones
desmielinizantes corticales asociadas con inflamacion meningea (Lucchinetti et al.,
2011). Los estudios de encefalitis autoinmune experimental, mediante anélisis
histologicos post mortem y con muestras de liquido cefalorraquideo muestran una
acumulaciéon de celulas T (Kivisakk et al., 2009; Matsusomo et al., 2003; Junker et al.,
2007) y células B (Magliozzi et al., 2007; Howell et al., 2011) en el compartimiento
meningeo durante la autoinmunidad del SNC. Estudios recientes, muestran que se
pueden formar agregados de tipo linfoide dentro de las meninges durante la
neuroinflamacién sostenida. Esto se observa en encefalitis autoinmune experimental
cronica y esclerosis multiple cronica y esclerosis multiple progresiva (Corcione et al.,
2004, Magliozzi et al., 2004). Distintas poblaciones de leucocitos migran
diferencialmente al cerebro en sitios selectivos, dependiendo de la expresion relativa de
moléculas de adhesion durante las condiciones neuroinflamatorias (Engelhardt y
Ransohoff, 2012).

En esta tesis hemos analizado la infiltracién de linfocitos T y B en meninges de
pacientes con distintos grados de enfermedad hepatica. Ademas hemos analizado
distintos subtipos de linfocitos T, utilizando marcadores contra linfocitos Th foliculares,
Th17 y linfocitos T CD4'CD28".
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2. OBJETIVOS

La inflamacion periférica contribuye a las alteraciones neuroldgicas en pacientes con
encefalopatia hepética. En ratas con encefalopatia hepatica, la neuroinflamacién y la
alteracion de la neurotransmision en hipocampo y cerebelo son responsables de las
alteraciones cognitivas y motoras. En base a estos datos, proponemos la hipotesis de que
la inflamacion periférica conduciria a neuroinflamacion, que alteraria la
neurotransmision, conduciendo a las alteraciones cognitivas y motoras en encefalopatia
hepéatica. No se conoce si la inflamacion periférica induce la neuroinflamacion, ni los
mecanismos por los que lo haria. Tampoco se sabe como la neuroinflamacion altera la
neurotransmision en hipocampo y cerebelo y la funcién cognitiva y motora. Tampoco se
ha caracterizado la neuroinflamacion en cerebro de pacientes fallecidos con

enfermedades hepaticas cronicas.
Los objetivos principales de esta tesis son:

(1) analizar la contribucion de la inflamacion periférica a la neuroinflamacion y al
deterioro cognitivo y motor en ratas con encefalopatia hepética inducida por

anastomosis porta-cava,

(2) estudiar los mecanismos por los que la neuroinflamacion altera la

neurotransmision en hipocampo y cerebelo;

(3) caracterizar en muestras post-mortem de cerebelo de pacientes con distintos
grados de enfermedad hepatica la neuroinflamacién y los cambios estructurales

y analizar si existe infiltracion de células del sistema inmune periférico.

Teniendo en cuenta los datos presentados en la introduccidn, los objetivos concretos del

estudio son

A) en ratas con encefalopatia hepética debida a anastomosis porta-cava (PCS):

1. Analizar si el tratamiento periférico con anti-TNF-a reduce la inflamacion
periférica;
2. Analizar si el tratamiento periférico con anti-TNF-a previene la

neuroinflamacién en hipocampo y cerebelo;
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3. Analizar los mecanismos por los que la neuroinflamacion altera la
neurotransmision en hipocampo y cerebelo: papel de los cambios en la expresion
en membrana de receptores y transportadores de glutamato y GABA,

4. Analizar si el tratamiento con anti-TNF-a previene las alteraciones en la
expresion en membrana de los receptores AMPA y/o NMDA en hipocampo y el
deterioro de la memoria espacial;

5. Analizar si el tratamiento con anti-TNF-a previene las alteraciones en la
expresion en membrana de los transportadores de GABA GAT1 y/o GAT3 en
cerebelo, los niveles del GABA extracelular y el deterioro del aprendizaje en el

laberinto en Y y de la coordinacion motora.

B) En muestras post-mortem de cerebelo de pacientes con distintos grados de

enfermedad hepatica, los objetivos son:

1. Caracterizar la neuroinflamacion en cerebelo de pacientes con distintos grados
de enfermedad hepética;

2. Caracterizar los cambios histo-estructurales y neuronales inducidos por la
enfermedad hepdtica;

3. Analizar si existe infiltracion de linfocitos del sistema inmune periférico en
cerebelo.

4. Caracterizar que subtipos de linfocitos del sistema inmune se infiltran en el

tejido cerebelar.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1.Animales

Se utilizaron ratas albinas macho de la cepa Wistar (Rattus norvegicus) suministradas
por Charles River. Los animales se estabularon en jaulas en un ambiente controlado:
ciclo de 12 horas de luz (7h-19h) y 12 h de oscuridad (19h-7h), 23 + 1 °C de
temperatura y una humedad del 55 + 5%. Los animales se alimentaron con piensos
comerciales y tuvieron libre acceso a agua y comida, excepto durante la prueba en el
laberinto radial a ocho brazos y en el test de discriminacion condicionada en el laberinto
en Y. Todos los procedimientos con animales fueron supervisados y aprobados por
nuestra institucion (Centro de Investigacion Principe Felipe) siguiendo la legislacion
espafola “Proteccion de los Animales Utilizados para Experimentos y Otros Propdsitos

Cientificos” y de acuerdo con las normas de la Unioén Europea.

3.1.1. Anastomosis porta-cava y tratamiento con Infliximab

Se llevé a cabo en ratas Wistar macho de 200 a 220 gramos. Se administré a cada rata
0,3 ml de morfina (20 mg/ml) por via subcutanea 30 minutos antes de la operacion para
inducir la analgesia. Se anestesiaron los animales con isoflurano (5% en oxigeno para
inducir la anestesia, 2% para mantenerla y 0,5 % en el momento de clampar las venas) y
se procedid a la anastomosis porta-cava segun la técnica descrita por Lee y Fisher
(1961). Para ello, tras laparotomia, se clamparon la vena porta inferior y la vena cava
durante un tempo no superior a 20 minutos, durante el cual se realiz6 la operacion que
consiste en la union de la vena porta con la vena cava. Se realiza una pequefia incision
en la vena cava inferior del diametro de la vena porta inferior y se suturan ambas. A
continuacién se evalud el intestino para ver si existia cianosis y si esta persistia el
animal se sacrificaba. A las ratas control (SHAM) se les clampd la vena cava inferior y
la porta durante 15 minutos sin practicar la anastomosis. Para comprobar el éxito de la
operacion de anastomosis, una vez sacrificados los animales, se examind la atrofia del
higado. Como medida del grado de atrofia se determind en cada rata la relacion entre el
peso del higado y el peso corporal. En una rata control el peso del higado constituye
aproximadamente un 3% del peso corporal. En una rata con anastomosis porta-cava es
alrededor del 2%. Los cambios en el peso corporal fueron similares a los que se describe
en la literatura para este modelo animal.

Las ratas se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos: sham; sham + infliximab;
PCS; PCS + infliximab. El Infliximab (Remicade; Merck Sharp & Dohme, Spain) se
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disolvid en agua y se administrd6 mediante inyeccion intravenosa (5 mg/kg) en la vena
de la cola como en (Karson et al., 2013). La primera administracion de infliximab se
realiz6 2 dias antes de la cirugia. El tratamiento semanal con infliximab se mantuvo
hasta el sacrificio, excepto durante las pruebas de comportamiento, cuando se
administro infliximab cada 2 semanas. Las ratas controles fueron inyectadas por via
intravenosa con solucién salina. El disefio experimental se resume en la figura 10 Se
realizaron un total de cuatro experimentos, utilizando ocho ratas por grupo en cada
experimento. Las ratas de cada grupo y experimento se dividieron al azar en tres
subgrupos para estudios de microdidlisis, expresion de membrana o perfusion para
estudios de inmunohistoquimica. EI nimero de ratas utilizado para cada pardmetro se

indica en la leyenda de la figura correspondiente.

Plasma Plasma Plasma

Lo |

-2 11 2 3 4 5 6 7 &8 9

| I I I I | | I I I I | Weeks
T Infliximab Treatment
[ PCs Surgery
Beam walking
[ Y maze
[T |RadialMaze
[ mwm
B sacrifice

Figura 10. Resumen del disefio experimental empleado para el experimento con infliximab.

3.2. Determinacion de amonio en sangre de ratas. La muestra de sangre (20ul) se
obtuvo por puncién de la vena safena, que se encuentra en la pata de la rata. El
amonio en sangre se midié inmediatamente después de la toma de sangre con el Kit
“Ammonia Test Kit II”” distribuido por PocketChemBA system (Arkay, Inc., Kyoto,
Japan).
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3.3.  Obtencion de plasma
La muestra de sangre (entre 100 y 500 pl) se obtuvo por puncién de la vena safena. Para
obtener plasma se aflade EDTA 7.5 mM, se centrifuga a 270 g durante 5 minutos y se

recoge el sobrenadante. La centrifugacion se repitié dos veces.

3.3.1. Determinacion de PGE2 en plasma.

La PGE2 se mide en plasma preparado con EDTA 7.5 mM e indometacina 200 nM,
para prevenir su degradacion. La determinacion se realiza mediante un kit ELISA
comercial (Biotrak™ de Amersham, GE Healthcare). Se emplea una placa Costar de 96
pocillos recubiertos por un anticuerpo secundario hecho en cabra contra IgGs de raton
(Goat anti-mouse). Se hace una curva de calibrado con el estandar (PGE2) de 50-6400
pg/mL. Se afiaden a los pocillos 50 puL de muestra o estdndar, 50 pL del anticuerpo
primario anti-PGE2 que serd reconocido por el anticuerpo secundario que cubre los
pocillos y PGE2 conjugada con peroxidada. Se incuba 1 hora en agitacion y a
temperatura ambiente. La PGE2 de la muestra y la PGE2-peroxidasa se uniran al
anticuerpo primario competitivamente. Se lava con la solucion de lavado del kit
comercial 3 veces y se aspira el resto de liquido de cada pocillo. Se afiaden 150 uL de
sustrato de la peroxidasa, TMB (3,3", 55  tetramethylbenzidine), que produce un
compuesto de color azul y se incuba 30 minutos a temperatura ambiente. Se afiaden 100
uL de H,SO4 1M para parar la reaccion y se lee inmediatamente la absorbancia a 450

nm con el Multiskan Ascent.

3.3.2. Determinacion de factores inflamatorios en plasma.

Las proteinas de interes presentes en plasma se analizaron por Western blot. Las
muestras se diluyen (1:1) en tampdn de carga 2x (Tris-HCI 0.5 M a pH 6.8, Glicerol
5%, SDS 10%, 2-Mercaptoetanol 2.5%, Bromofenol 1%) y se hierven durante 5
minutos a 100°C en un termoblock. A continuacién se cargan las muestras y se separan
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% con SDS a intensidad de
corriente de 25 mA por gel durante 1 hora. Una vez finalizada la electroforesis, se
transfieren las proteinas a una membrana de PVDF (rehidratada previamente en
metanol) en tampon de transferencia (Tris Base 0.025 M, Glicina 0.05 M), durante 2
horas a una intensidad de 240 mA. A continuacion, se bloquea la membrana con BSA
durante 45-60 minutos para evitar uniones inespecificas y se incuban con el anticuerpo
primario especifico (IL17, IL-10 e IL-4 (1:1000) de Abcam (ab79056, ab9969 y
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ab9811, respectivamente) e IL-6 (1:500) de BioSource (ARC0062) diluido en BSA al
5% en TBS-Tween durante toda la noche en agitacion a 4°C. Se lavan las membranas 4
veces durante 10 minutos con TBS-Tween y se incuba con el anticuerpo secundario
correspondiente conjugado con fosfatasa alcalina, diluida también en la solucion de
BSA 5%, durante 1 hora a temperatura ambiente. Las membranas se lavan 4 veces
durante 10 minutos con TBS-Tween y se realiza un ultimo lavado de 10 minutos en
tampén sustrato (NaCl 100 mM, MgCI2 5 mM, Tris-HCI 100 mM a pH= 9.5). Por
ultimo, se revela mediante un método colorimétrico utilizando el sustrato de la enzima
fosfatasa alcalina con una solucién de revelado (NaCl 100 mM, MgCI2 5 mM, Tris-HCI
100 mM, 0.6% stock NBT, 0.35% stock BCIP, pH=9.5).

3.4. Microdidlisis en cerebelo in vivo y determinacion del GABA extracellular.
Las ratas se anestesiaron con isoflurano (5% en 100% de oxigeno para inducir la
anestesia y 2% para mantenerla). Se colocé la cabeza del animal en un sistema de
estereotaxia para implantar en el cerebelo la guia de microdialisis (MD-2251, Omega-
ring Intracerebral Guide Cannula and Stylet, 6/pkg. BASI). Tras la anestesia se realizd
una incision sagital de aproximadamente 2.5 cm para dejar la superficie del craneo al
descubierto y con ayuda de una espatula, suavemente, se rasp6 para quitar el tejido
conectivo y de este modo permitir posteriormente una buena adhesion del cemento
dental a la superficie del crdneo. A continuacién, se marcaron las coordenadas de
introduccion de la guia en el cerebelo: -10.5 mm anteroposterior, -1.6 mm medio lateral
y 0.8 mm dorsoventral respecto al bregma (Paxinos y Watson, 2007). Se realizaron dos
perforaciones (1 mm de diametro) para insertar dos tornillos de sujecion al craneo y un
agujero (1 mm de diametro) que permitié el acceso vertical de la guia al craneo. La guia
se sujeto al craneo mediante los tornillos y cemento dental. Después se suturo la piel y
se devolvieron las ratas individualmente a sus jaulas durante un periodo de 48-72 horas
hasta el momento de realizar la microdidlisis cerebral.

Para analizar la concentracion de GABA extracelular en el cerebelo, se implanté una
sonda (CMA/12; 3 mm de longitud). Las sondas perfundieron a 3 [JL/min con
liquido cefaloraquideo artificial (en mmol/L): NaCl, 145; KCI, 3.0; CaCl,, 2.26;
pH 7.4 con 2 mmol/L de tampon fosfato. Tras 2 horas de perfusion se inicio la
recogida de ocho muestras de microdialisis de 30 minutos cada una. La concentracion
de GABA se midi6 por HPLC como se describe por Canales et al. (2003).
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3.5. Analisis de la expresion de membrana de los transportadores de GABA
GAT1y GAT3 en cerebelo y de los receptores GluR1, GluR2, NR2A y NR1 en
hipocampo.

Las ratas se sacrificaron 8 semanas después de la cirugia de PCS y se sacO rapidamente

el cerebro y se transfirio en tampdn estandar (Krebs) enfriado con hielo (en mM): NaCl

121, KCI 1,87, KH2PO4 1,17, NaHCO3 26,2, CaCl2 2,5 y glucosa 11 aireado con 95%

de O2 + 5% de CO2 (pH 7,4). Los hipocampos y los cerebelos se diseccionaron y las

secciones transversales (400 um) se afiadieron a tubos que contenian tampén Krebs
helado con o sin BS3 2 mM (Pierce, Rockford, IL). Las muestras tratadas o no con BS3
se analizaron mediante Western blot como describen Boudreau y Wolf (2005). Los
anticuerpos primarios utilizados fueron: anti-GAT-3 o anti-GAT-1 (Abcam, Cambridge,

Reino Unido) para cerebelo y anti-GluR1 (1:500), anti-GIuR2 (1:2000), y anti-NR2A

(1:1000) de Millipore (Temecula, CA, USA) y anti-NR1 (1:1000) de BD Bioscience

(Franklin Lakes, NJ, USA) para hipocampo. El tratamiento con BS3 agrega todas las

proteinas presentes en la membrana celular dejando intactas las proteinas intracelulares.

En el Western blot, en las muestras obtenidas en ausencia de BS3, la banda tefiida por el

anticuerpo contiene todo el antigeno (por ejemplo, GIuR1) presente en la muestra, tanto

en membrana como intracelular. En las muestras tratadas con BS3 las proteinas de
membrana se agregan y no entran en el gel. Por lo tanto, en este caso, la banda tefiida
solo contiene el antigeno intracelular (no de membrana). La expresion de membrana de
los receptores se calculé como la diferencia entre la intensidad de las bandas sin BS3

(proteina total) y las con BS3 (proteina no de membrana).

3.6.  Inmunohistoquimica

Para los estudios de inmunohistoquimica en cerebros de ratas, estas se anestesian por
inyeccion intraperitoneal de tiopental 1 ml/kg y se perfunden por via intracardiaca con
suero salino para eliminar la sangre. A continuacion, para fijar los tejidos se perfunde
con 500 ml de paraformaldehido (PFA) al 4% en tampdn fosfato (PB) 0.1 M (Ph 7.4) a
temperatura ambiente. Los cerebros se extraen cuidadosamente y se mantienen en PFA
durante un periodo no superior a 24 horas, tras el cual se guardan en una solucion de PB
0.1 M conteniendo azida sodica al 0.01%. A continuacion, el cerebro entero se incluye

en parafina y se cortan secciones horizontales de 5um utilizando un micrétomo.
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Para desparafinar las muestras se incuban los cortes 1 hora a 62°C. A continuacion se
realiza la recuperacion antigénica (FLEX TRS High) debido a que durante el proceso de
inclusion en parafina se forman enlaces covalentes con los antigenos que dificultan el
posterior reconocimiento por el anticuerpo. Mediante un tratamiento con calor (95°C),
se consiguen disociar dichos enlaces para un reconocimiento del anticuerpo primario
efectivo. Para realizar la inmunohistoquimica se utiliza un equipo de tincion Autostainer
Link 48 (Dako Diagnosticos). En primer lugar los cortes se lavan con un tampén y se
incuban 5 min con Endogenous Enzime Block (FLEX peroxidasa Block) para bloguear
la actividad peroxidasa enddgena. Los cortes se lavan con el mismo tampén y se
incuban con el anticuerpo primario diluido en solucion de bloqueo. Los anticuerpos
primarios usados para los cortes de ratas y humanos se detallan en la Tabla 3. Para
eliminar el anticuerpo primario residual que no ha quedado adherido al tejido, se
vuelven a lavar los cortes con el mismo tampon. Los anticuerpos secundarios (listos
para usar, DAKO) tienen unido un sistema de revelado basado en Horseradish
Peroxidase (HRP) que reacciona con un sustrato colorimétrico, diaminobenzidina
(DAB). Los cortes se incuban con el anticuerpo secondario durante 20 minutos. El
anticuerpo secundario residual es eliminado mediante varios lavados. Para el revelado
se incuban los cortes durante 10 minutos con el DAB. A continuacion, los cortes son
tratados con hematoxilina para contratefiir los nucleos. Finalmente, las muestras se
deshidratan con concentraciones crecientes de alcoholes: 70%, 96% y 100% durante 5,
5 y 10 minutos respectivamente. Tras la deshidratacion, los cortes se mantienen en
xileno al menos durante 10 minutos y se montan. Una vez secas las preparaciones, se
escanean con la ayuda de un Scanner Pannoramic 250 (Automatic Brightfield Scan).
Las imagenes escaneadas fueron analizadas con el programa Pannoramic Viewer, que

permite realizar fotos a distintos aumentos de las regiones de interés.
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Tabla 3. Anticuerpos primarios utilizados para inmunohistoquica e inmunofluorescencia

Anticuerpo |Casa comercial [Mo. Catalogo |Aplicacion  |Dilucién Tiempo (min)
IBAl Wako 019-19741 IHC 1:300 30

GFAPR DAKO IR524 IHC Ready to use (20

TMF-a Abcam AbBESTY IHC 1:2000 45

IL-1b Abcam Ab9722 IHC 1:100 30

MF-EB p30 |Abcam Ab7971 IF 1:200 Overnight
MF-EB p65 |Abcam Abla302 IF 1:200 Overnight
Fiorillarin  |Abcam Ab154806 IF 1:300 Overnight
GAT3 Abcam Ab431 IHC 1:500 40

GATL Abcam Ab426 IHC 1:200 40

CD4 DAKD M7310 IHC 1:50 20

Ch4 Abcam AbB4G IF 1:100 Overnight
D20 DARD IRG04 IHC Ready to use |20

PD1 Abcam Ab52587 IHC 1:100 30

CCRG R&D System MAB135 IHC 1:150 3n

CH;CR, Abcam AbB021 IF 1:100 Overnight

3.6.1. Analisis de las imagenes de inmunohistoquimica

3.6.1.1.

Activacion de la microglia (Ibal)

Para analizar la activacion de microglia tanto en cortes de ratas como de
humanos, se cuantifico el area y perimetro de las células marcadas con Ibal,
para diferenciar la morfologia de la microglia activada y en. Se hicieron un total
de 15 fotos (56X) y se contaron minimo 40 células por foto, para cada una de las
regiones analizadas y por cada animal o caso. A continuacion, las imagenes

fueron analizadas con el programa de anélisis de imagen Image J.

Analisis de area y perimetro. El area y perimetro son menores en el caso de la
microglia activada, con forma ameboide, pues disminuyen el tamafio y niamero
de prolongaciones. Las imagenes se filtran antes de cuantificar para eliminar
ruido de fondo o marcas de otros planos. Para ello se convierten las imagenes a
8 Bits y se aplica la funcion Autolocal threshold; a continuacion se eligié el
método de analisis que mas se ajustaba a nuestra inmunohistoquimica, el método
Bernsen. Luego, con el filtro de tamafio (3000 — 20000 pixeles), se eliminan las
marcas correspondientes a ruido de fondo o a ramas de microglia de otro plano.
Para garantizar que todas las marcas que habia generado el filtro correspondian
Unicamente a microglia, todas las fotos fueron revisadas y eliminadas todas

aquellas sefiales que, estando dentro del intervalo de tamario, correspondian a
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ruido de fondo u otro tipo de célula. Finalmente, los datos de area y perimetro
obtenidos fueron convertidos a unidades de um puesto que el programa genera
los datos en unidades de pixeles. Finalmente, se obtuvo la media de los datos

obtenidos para cada una de las fotos.

3.6.1.2.  Activacion de astrocitos (GFAP)
Para el andlisis de la activacion de astrocitos se cuantificd la expresion de
GFAP. Se hicieron un total de 15 fotos a 56X para cada una de las regiones
analizadas y por animal o caso. A continuacion, las imagenes fueron analizadas
con el programa de analisis de imagen Image J. Se convirtieron las iméagenes a 8
Bits y se aplicd la funcion Autolocal threshold; se eligio6 como método de
analisis, el método Bernsen. A continuacion, se filtr6 por tamafio (0-infinity).

Los resultados se expresaron como area total tefiida por GFAP.

3.6.1.3.  Analisis del contentido de TNF-a e IL-1B en hipocampo y cerebelo
de ratas
Para el analisis de la expresion de TNF-a se hicieron un total de 6 fotos a 40X
por animal y por region analizada. Se contaron entre 50 y 90 células por foto. A
continuacidn, las imagenes fueron analizadas con el programa Image J. Se conto
el nimero de celulas positivas para TNF-a en hipocampo (CAL y Giro Dentado)
y se sacO un porcentaje con respecto al total de células. En cerebelo, se
cuantifico el contenido total en sustancia blanca. En el caso de la IL-1p, en el
cerebelo, se hicieron entre 10 y 15 fotos a 30X por animal. A continuacion, las
imagenes fueron analizadas con el programa Image J. Se cuantificé el numero
total de células que eran positivas para IL-1B y los resultados se expresaron
como el nimero de células por mm?. En el hipocampo el anélisis de IL-1p se

realiz6 como el de TNF-a.

3.6.1.4.  Andlisis de las subunidades p50 y p65 de NF-kB mediante
inmunofluorescencia.
Se cortaron secciones flotantes de hipocampo (30 um) utilizando el vibratomo.
Se recogieron series paralelas y se guardaron en tampon fosfato con azida sédica
al 0,05%. Las secciones se lavaron en tampon de fosfato 0,1 M y se bloquearon

con suero de la misma especie que el anticuerpo secundario antes de ser
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incubadas durante una noche con el anticuerpo primario (NF-kB p65, 1: 200,
NF-xB p50, 1: 200, Fibrillarin, 1: 300) de Abcam, diluido en tampén de bloqueo
y anticuerpo fluorescente secundario (1: 400, 1 hora) de Invitrogen. Los nucleos
se tifleron con DAPI (Sigma-Aldrich) y las secciones se montaron en
portaobjetos y se cubrieron. Se realizé un control negativo omitiendo los
anticuerpos primarios. Las imagenes se observaron al microscopio confocal

(Leica TCS-SP2-A0BS) y se registraron fotograficamente.

Las subunidades p50 y p65 pueden localizarse en los nlcleos o en el citosol. Los
nucleos se marcaron en azul con DAPI. Las subunidades de NFKB nuclear (p50
0 p65) se cuantificaron como puntos verdes dentro de tincion azul (DAPI). Los
puntos verdes fuera de la tincién con DAPI se cuantifico como NFKB citosolico.
La intensidad nuclear de ambas subunidades de NFKB se analizé usando ImageJ
(1.48v). Se seleccionaron los nucleos utilizando la funcion ROl manager sobre
el canal azul del DAPI y sobre la seleccidn se aplico en el canal verde (canal p50
0 p65) para medir la fluorescencia nuclear. Se midié el valor medio de la escala
de gris para cada nucleo. Se contaron al menos 120 células por seccion de al
menos ocho secciones diferentes. Los nucleolos marcados con NFKB fueron
contados manualmente por dos experimentadores ‘“ciegos”. Se calculd la
relacién de contenido en nucleolos / células (la media de los datos obtenidos por
dos experimentadores ciegos) se calculd y se expresd6 como porcentaje con
respecto al control. Se realiz6 una doble inmunofluorescencia utilizando el
marcador de nucleolos fibrillarina (Abcam, 1: 300) y la subunidad p50 de NF-

kB para confirmar la traslocacion nucleolar.

3.6.1.5. Hibridacion in situ por fluorescencia (FISH) del ARNm de TNF-a
La hibridacion in situ con fluorescencia se realiz6 para detectar la expresion de
ARNmM de TNF-a en secciones de hipocampo de 5 um. Los portaobjetos fueron
desparafinados y rehidratados. El tejido se tratd con 5 ug/ml de proteinasa K
(Ambion-Life Technologies) en agua de DEPC durante 6 min a temperatura
ambiente. Se diluyd una sonda conjugada con fluoresceina de 23 nucleétidos (50
uM, Exigon) en solucion de hibridacion (50 ng / ul) con formamida al 30% y se
desnaturalizé a 80°C durante 2 min. Se enfrié inmediatamente en hielo para
evitar el re-hibridacion. Las secciones se incubaron durante 16 h en una cdmara

de hibridacion humidificada a 60°C. Al dia siguiente, se realizaron 2 lavados
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rigurosos con 1X SSC a 48°C durante 15 min y 1X SSC a temperatura ambiente
durante 15 min. Las secciones se contratefiiron con 4 ', 6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI, Sigma, 5 pg / ml) y Neun (Millipore, 1: 100). Los resultados se

observaron al microscopio confocal y se registraron fotograficamente.
3.6.1.6.  Analisis del contenido de GAT3 y GAT1 en cerebelo de ratas

Para el andlisis del contenido de GAT3 se hicieron un total de 15 fotos a 56X
para cada una de las regiones analizadas y por animal. A continuacion, las
imagenes fueron analizadas con el programa de anélisis de imagen Image J. Se
convirtieron las imagenes a 8 Bits y se aplicé la funcion Autolocal threshold; se
eligi6 como método de anélisis, el método Bernsen y no se aplico ningun filtro
de tamafio. Los resultados se expresaron como porcentaje respecto a las ratas

control.

Para cuantificar la intensidad de GAT1, las neuronas de Purkinje se
contornearon manualmente utilizando la funcion ROI manager y se midi6 el
valor medio de la intensidad de gris de cada célula de Purkinje. Para cada rata,

se cuantificaron al menos 80-100 células.

3.7.  Tests de aprendizaje y memoria
3.7.1. Test de aprendizaje de una tarea de discriminacion condicionada en
un laberintoen Y

Este test se realiza en un laberinto de madera de tres brazos idénticos en forma y
longitud (60 cm de largo, 11.5 cm de ancho y 25 cm de altura) colocados en forma de Y
(Figura 11). Uno de los brazos se elige como salida y los otros dos son los brazos de
eleccion. El color de las paredes del laberinto puede ser blanco o negro. Dependiendo
del color del laberinto se colocan los “pellets” de comida (Dutless Precision Pellets®,
Rodent Purified Diet, Bio-Serv) en la parte mas distal de uno u otro brazo de eleccion.
Cuando el laberinto es negro se colocan los pellets al final de brazo izquierdo. Cuando
el laberinto es blanco se colocan los pellets al final del brazo derecho. El animal tiene
que aprender donde esté el pellet en funcion del color del laberinto (Erceg et al. 2005;
Murray y Ridley. 1997). La realizacion de este test requiere un periodo de

familiarizacion del animal con el laberinto (pre-test 4 dias) y una restriccion de la
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comida accesible (unos 8 gramos al dia) durante el tiempo que dura el test y el pretest

para que el refuerzo en forma de comida tenga el efecto esperado.

El dia 1 de pre-test se dejo explorar a las ratas (de 2 en 2) en el mismo laberinto durante
10 minutos con la comida esparcida por todo el laberinto. Este laberinto era de color
blanco. El dia 2 de pre-test se pusieron las ratas de una en una en el laberinto para que
exploraran pero esta vez el laberinto era de color negro y la comida estaba esparcida por
todo el laberinto. El dia 3 de pre-test las ratas se colocaron en el laberinto de una en una
durante 5 minutos y la comida se situd en los extremos distales de los dos brazos de
eleccion siendo el laberinto de color blanco. En el cuarto dia el pre-test fue como el

tercer dia pero con el laberinto negro.

El test se repite diez veces cada dia cambiando de forma aleatoria el color de las
paredes, y se considera que el animal ha aprendido cuando acierta los 10 ensayos
seguidos en un mismo dia. Un acierto consiste en que el animal escoge el brazo
izquierdo y come los pellets colocados al final del mismo, en el caso de que el laberinto
sea negro. En el caso de que el laberinto sea blanco, el animal escoge el brazo derecho.
Cada vez que una rata se somete al test se deja como maximo 3 minutos en el laberinto
durante los cuales o bien realiza un acierto, un error o bien un no ensayo: se queda en el

brazo de salida. Si a los 25 dias de la realizacion del test la rata no ha aprendido ya no se

hacen mas tests considerando que el animal no es capaz de aprender la tarea.

O

Figurall. Test de aprendizaje de una tarea de discriminacién condicionada en un laberinto en Y
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3.7.2. Laberinto radial de 8 brazos
Este test evalUa el aprendizaje espacial y se realiza en un laberinto con un area central
que permite el acceso a ocho brazos equidistantes y de idéntico tamafio. Los brazos
tienen una longitud de 70 cm y una anchura de 10 cm y el area central tiene 30 cm de
diametro (Figura 12). El laberinto es de plexiglas negro y esta a una altura de 1 m sobre
el suelo. Cada brazo tiene paredes laterales con una altura superior en el extremo
proximo a la zona central (30 cm) que en el extremo distal (5 cm). En el extremo distal
de cada brazo, hay un comedero empotrado donde se coloca la comida de recompensa.
A las ratas se les reduce la ingesta de comida cuatro dias antes de realizar el pre-test y se
mantienen con esa dieta restrictiva durante todo el test. En la primera sesion del pre-test
se colocan dos ratas en el labirinto durante 5 minutos con comida esparcida por todo el
laberinto. En la segunda sesion del pre-test se coloca s6lo una rata en el laberinto
durante 5 minutos con comida en todos los comederos (2 pellets). A continuacién, se
realiza el test durante 6 dias con 5 ensayos/dia. Se coloca la comida en 4 de los 8
comederos: en 2 brazos consecutivos (ejemplo: 1 y 2) y en otros 2 brazos no
consecutivos (ejemplo: 4 y 6). Los brazos con/sin comida son diferentes para cada rata.
Se espera que la rata se coma todos los pellets pero si no se mueve esperamos como
maximo 3 minutos. Si una rata durante 2 dias consecutivos no se mueve la eliminamos
del estudio. Se analizan (i) los errores de referencia espacial, que se definen como el
namero de veces que entra el animal en un brazo sin comida; (ii) los errores de memoria
de trabajo, el niUmero de veces que entra en un brazo que ya ha visitado durante ese
mismo ensayo Y (iii) el nimero de aciertos en cada ensayo, que corresponde al nimero

de entradas en brazos con comida.

Figura 12. Laberinto radial de 8 brazos

55



3.7.3. Laberinto acuético de Morris
Este test mide aprendizaje y memoria espacial. Consiste en poner las ratas
individualmente dentro de una piscina (Figura 13) que contiene una plataforma de
escape escondida por debajo del agua de forma que la rata nola visualiza. La plataforma,
que es de un material plastico y transparente, tiene que quedar sumergida pero solo a 1-
2 cm de profundidad de la superficie. El agua se tifie con una pintura blanca inocua para
que el agua quede turbia y la plataforma no sea visible para las ratas. La rata no quiere
permanecer en el agua y busca la plataforma. Mediante pistas visuales como colores o
figuras situadas alrededor de la piscina, el animal se ubica en el espacio para encontrar
la plataforma. Utilizamos una piscina circular de 190 cm de diametro y 80 cm de altura.
El test consta de 3 fases: pre-test, aprendizaje y test. En el pre-test, se acostumbra a las
ratas a nadar en el agua sin la plataforma. Se deja que naden 90 segundos vy, a
continuacion, se sacan de la piscina y se secan. Al dia siguiente (dia 1 de aprendizaje),
se coloca la plataforma en una parte cualquiera de la piscina y ésta permanece en ese
cuadrante de la piscina cada dia de aprendizaje. Cada dia de aprendizaje (dias 1, 2 y 3),
se realizan cinco ensayos en los que cada rata tiene que nadar y encontrar la plataforma.
El tiempo maximo de permanencia en el agua es de 120 segundos. Si pasado este
tiempo la rata no ha encontrado la plataforma, la colocamos encima de la plataforma y
la dejamos 1 minuto. Cada vez que se realiza un ensayo hay que colocar la rata en el
agua en un punto diferente de la piscina, por ejemplo en uno de los 4 puntos cardinales
imaginarios (N, S, E y O) de la piscina. Si llegan a la plataforma antes de los dos
minutos se anotan los segundos que han tardado en encontrarla y subirse. El cuarto dia
se realiza el test final (Memoria espacial): se quita la plataforma de la piscina y se
coloca cada rata en la piscina, en un punto cualquiera de la piscina (el mismo para todas
las ratas). Se deja la rata en la piscina durante 90 segundos y se cuentan los segundos

que la rata nada en el cuadrante donde los dias anteriores estaba colocada la plataforma.
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Figura 13. Laberinto acuatico de Morris

3.7.4. Beam walking
Este test mide coordinacion motora y equilibrio. Consiste en hacer pasar a la rata por un
listdn de 1 metro de longitud y 20 mm de anchura, situado a aproximadamente 1 metro
del suelo, hasta alcanzar en el final del recorrido una caja cerrada y oscura, que
proporciona un ambiente agradable para los roedores (Figura 14). Antes de realizar el
test se entrenan a las ratas haciéndolas pasar tres veces por el palo dejandolas dentro de
la caja final (unos 2 minutos) para que se sienta protegida. Hay algunas ratas que
necesitan mas ensayos y otras que tienen mucho miedo y que no pasan el liston (éstas
ratas se eliminan del estudio). En este test se mide el tiempo en segundos que el animal
tarda en llegar a la caja y el niumero de resbalones que el animal tiene durante el
recorrido por el palo. Un animal tiene incoordinacién motora cuando tiene un mayor

numero de resbalones o cuando tarda mucho tiempo en pasar el liston.

Figura 14. Beam walking test
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3.8.  Recoleccion de muestras y procesamiento de tejido cerebral de humanos

Las muestras post-mortem de cerebros humanos se obtuvieron de:

Instituto Medicina Legal y Ciencias Forenses (Valencia)
Biobanco Hospital Universitario Fundacion Alcorcon
Biobanco A Corufia

Biobanc Hospital Clinic IDIBAPS

Se recolectaron secciones de cerebelo e higado humanos de personas recientemente
fallecidas con enfermedad hepética crénica y controles (personas sin enfermedad
hepatica ni neurodegenerativa). Para cada caso, obtuvimos autorizacion para recoger el
tejido para la investigacion. Las caracteristicas de los pacientes se detallan en la Tabla 4.
Las secciones extraidas de cerebelo e higado se fijaron en formol al 10% durante 96 h a
4°C. A continuacion, las muestras se colocaron dentro de cassettes histoldgicos y se
procesaron para la inclusion permanente en parafina en un procesador de tejidos Leica
ASP 300 (Leica Microsystems).
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Tabla 4. Resumen de los individuos analizados y de sus datos sobre tipo de enfermedad hepatica, sexo,

edad, causa de la muerte, intervalo post-mortem y procedencia de la muestra.

CASE GRADE SEX | AGE CAUSE OF DEATH PMD (h) BIOBANC
CASE 16 Control M 79  |N.A. 2 FHU
CASE 18 Control M 76  |N.A. 5 FHU
CASE 20 Control M 62 |Mesenteric ischemia 14 FHU
CASE 21 Control M 72 |N.A. 18 FHU
CASE 22 Control M 60 |Bronchoaspiration - FHU
CASE 23 Control M 67 |N.A. - FHU
CASE 1 SH1 M 46  |Ischemic cardiopathy - rIVIL
CASE 2 SH1 M 49  |Ischemic cardiopathy 14 'ML
CASE7 SH1 M 36  |Asphyxia from hanging 14 'ML
CASE69 SH1 M 46  [Sudden cardiac death 48 'ML
CASE70 SH1 M 50 |Sudden cardiac death 36 ML
CASE71 SH1 M 53  |Sudden cardiac death 36 ML
CASE72 SH1 F 47  |Sudden cardiac death - 'ML
CASE73 SH1 M 45 [Sudden cardiac death - 'ML
CASE 78 SH1 M 51 |Sudden cardiac death 40 rML
CASE 3 SH2 F 70  |Lower gastrointestinal bleeding - rML
CASE 24 SH2 M 40 |N.A. - rML
CASE 68 SH2 M 55 [Sudden cardiac death 18 'ML
CASE 74 SH2 M 48  [Sudden cardiac death - rML
CASE 75 SH2 M 30 |Sudden cardiac death 18 rML
CASE 76 SH2 M 45  |Sudden cardiac death - rML
CASES SH3 M 49  |Severe ischemic cardiopathy - rML
CASE9 SH3 M 44  |Alcohol-drug adverse reaction 36 rML
CASE 10 SH3 M 49  |N.A. 26 rML
CASE 77 SH3 M 47  |Sudden cardiac death - rML
CASE4 Cirrhosis M 53 |Gastrointestinal bleeding - rML
CASE 8 Cirrhosis M 69 |Gastrointestinal bleeding 17 fimL
CASE 15A51 Cirrhosis - - |Intra-abdominal sepsis - Biobanco A Corufia
CASE 58 Cirrhosis M 50 Acute myocardial infarction, hepatic failure and 3 IDIBAPS
variceal upper gastrointestinal bleeding
CASE 54 Cirrhosis+HE F 78 |Cardiorespiratory arrest 9,5 IDIBAPS
CASE 55 Cirrhosis+HE M 76  |Acute parotitis 35 IDIBAPS
CASE 56 Cirrhosis+HE | M 58 |Acute respiratory failure 5 IDIBAPS
CASE 57 Cirrhosis+HE F 70  |Sudden cardiac death and Hepatic Encephalopathy 3,5 IDIBAPS
CASE 13A37 | CirrhosistHE | M 54 |Metabolic coma - Biobanco A Corufia

3.9. Histologia del higado. El diagnostico histoldgico se establecio con tinciones de
hematoxilina-eosina y tricromo de Masson de secciones de higado fijadas en formol
e incluidas en parafina. Los pacientes se agruparon en cuatro categorias: control,
esteatohepatitis, cirrosis y encefalopatia hepatica. EI grupo de esteatohepatitis se
subdividio en tres subgrupos (SH1, SH2 y SH3) dependiendo de la gravedad. La
esteatohepatitis fue evaluada por expertos hepatopatélogos usando una version mas
simple del sistema de puntuacion propuesta por el Instituto Nacional de Diabetes y
Enfermedades Digestivas y del Rifion NASH Clinical (Kleiner et al., 2005). Las

caracteristicas histolégicas se agruparon en cuatro grandes categorias: esteatosis,
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inflamacion, fibrosis y lesion hepatocelular. La puntuacién se definié como la suma
no ponderada de las puntuaciones para el grado de esteatosis (0-3), la localizacion
de esteatosis (0-3), la inflamacion lobular (0-3), el estadio de fibrosis (0-3) y la
presencia de necrosis (0- 1); Los pacientes que puntuan <3 o menos de 5% de
esteatosis se clasificaron como controles, entre 3-6 se clasificaron como SH1, entre
7-9 se clasificaron como SH2 y los pacientes con una puntuacién >9 se clasificaron

como SH3.

3.10. Inmunohistoquimica
La inmunohistoquimica del tejido cerebral humano se ha llevado a cabo como se
describe en el apartado 3.6. Los anticuerpos primarios utilizados fueron Ibal y
GFAP para el marcaje de microglia y astrocitos, respectivamente; CD4, CD20, PD1
y CCR6 para marcar linfocitos T, B, Tfh y Th17 respectivamente. Las diluciones

usadas y el tiempo de incubacion de cada anticuerpo se detallan en la Tabla 3.

3.10.1. Analisis de las imagenes de inmunohistoquimica
El analisis de activacion de microglia y astrocitos en cerebelo de pacientes con
diferentes grados de enfermedad hepéticas se ha realizado como se describe en
los puntos 3.6.1y 3.6.2.

3.10.2. Analisis de la densidad neuronal en cortes de cerebelos de pacientes con
distintos grados de enfermedad hepatica

Para la cuantificacion de la densidad neuronal en la capa granular y capa de Purkinje de

cerebelo se utilizaron las secciones tefiidas con H&E. La densidad de células granulares

se cuantifico automaticamente utilizando las funciones Auto Local Threshold y Analyze

particles de ImagelJ. Para seleccionar células granulares, se uso el método Intermode y

no se aplico ningun filtro de tamafio. Se cuantificaron al menos 10 campos (56x) para

cada caso. Los resultados se expresaron como porcentaje respecto a los casos de control.

Para el analisis de la densidad de células de Purkinje se cuantificaron al menos 10
campos (7x) para cada caso. Las células de Purkinje se contaron manualmente usando

Imagel y el resultado se expresé como porcentaje respecto a los casos controles.

60



3.10.3. Analisis de linfocitos en espacio meningeo cerebelar de pacientes con
distintos grados de enfermedad hepatica

El analisis de las células CD4, Tfh, Th17 y CD4'CD28 se realiz6 en el espacio
meningeo del cerebelo utilizando anticuerpos contra CD4, CCR6, PD1 y una doble
inmunofluorescencia CD4/CX3CR;, respectivamente; las células positivas se contaron
manualmente y la longitud de las meninges se midié usando ImageJ. Para cada caso se
cuantificaron 10 campos (20x) y los resultados se expresaron como células/mm. El
conteo de las CD4"CD28" se realizo contando el numero de celulas doble positivas a

CX3CR1y CD4. Los resultados se expresaron como células/mm de longitud.

3.11. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con el programa Prism 5 (GraphPad Software, Inc.). Se
realiz6 un analisis de la varianza de una o dos vias (ANOVA) seguido de un test post-
hoc Turkey. Se consideré como significativo un valor p<0.05. Los resultados se
expresan como media £ SEM (Error estandar de las medias) del nUmero de animales

indicados en cada caso.
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4. RESULTADOS

4.1.El tratamiento con infliximab reduce la inflamacién periférica pero no la
hiperammonemia en ratas PCS
Las ratas PCS muestran inflamacidn periférica, con niveles plasmaticos aumentados de
citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-17 y PGE-2 (Figura 15) y niveles reducidos de
citocina anti-inflamatoria IL-10 (Figura 16). Las ratas PCS muestran inflamacion
periférica con un rapido aumento de los niveles de prostaglandina E2 (PGE2) que
alcanzan 369 + 98% (p <0,01) respecto a las control una semana después de la cirugia
(Figura 15A). El tratamiento con infliximab previene el aumento de PGEZ2,
manteniéndolo en 131 + 13% de las control. La PGE2 en ratas PCS volvid a niveles
normales (150 £ 25% de las control) 2 semanas después de la cirugia, permaneciendo a

este nivel a las 7 semanas (142 = 11% de las control) (Figura 15A).
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Figura 15. Las ratas PCS muestran inflamacién periférica con un aumento de los niveles de PGE2 (A) y
citocinas proinflamatorias IL-6 (B) e IL-17 (C) que se revierten con infliximab. Se muestran imégenes
representativas de los western blots correspondientes. Los valores son la media £ SEM de 6 ratas por cada
grupo por PGE2 y 8-14 ratas por cada grupo por la IL-6 y IL-17. Los asteriscos indican diferencia

[T 1]

significativa respecto al grupo control *p<0.05, **p<0.01 y “a” respecto a las ratas PCS “aa” p<0.01.
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La IL-6 pro-inflamatoria en plasma de ratas PCS aumento6 al 147 £ 12% (p <0,01), 123
+ 7% y 135 £ 6% (p <0,05) de los controles a 1, 3 y 7 semanas, respectivamente. El
tratamiento con infliximab mantiene la IL-6 en valores normales en todo momento,
alcanzando 113 £+ 10, 89 £ 7 y 109 + 14% de las control a las 1, 3 y 7 semanas,
respectivamente (Figura 15B). La IL-17 pro-inflamatoria esta aumentada en plasma de
las ratas PCS. Sus valores son de 146 £ 12 y 162 + 16% (p < 0.05) de las control a3y 7
semanas, respectivamente (Figura 15C). El tratamiento con infliximab mantiene la IL-
17 en valores inferiores, alcanzando 118 + 6 y 132 + 15% de las control a las 3y 7
semanas, respectivamente, resultando no estadisticamente diferente de las ratas control
(Figura 15C).

La inflamacion periférica en ratas PCS se refleja también en la IL-10 anti-inflamatoria,
que disminuye a 56 £ 9y 74 + 11% (p = 0.02) de las control a 1 y 3 semanas,
respectivamente. A 7 semanas la IL-10 vuelve a sus niveles normales (99 + 13%) en las
ratas PCS (Figura 16A). El infliximab previene la disminucion de IL-10 en ratas PCS,
especialmente a 1 semana. 1L-10 se mantuvo a 80 £ 12 y 77 + 15% de los controles a 1
y 3 semanas, respectivamente. El tratamiento con infliximab, por lo tanto, reduce la

inflamacion periférica en ratas PCS.
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Figura 16. Las ratas PCS muestran hiperamonemia (B) y una disminucion de la IL-10 anti-inflamatoria
(A) que se revierte con infliximab. El tratamiento con anti TNF-a no afecta a los niveles de amonio en
sangre de las ratas PCS. Se muestran imagenes representativas del western blot de la IL-10. Los valores
son la media = SEM de 8-14 ratas por cada grupo. Los asteriscos indican diferencia significativa respecto
al grupo control *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001.
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Las ratas PCS muestran ademas, niveles aumentados de amonio (p <0,0001), que
oscilan entre 200 y 240 uM a 1, 3 y 7 semanas, mientras que en las ratas control el
amonio oscila entre 40 y 80 uM (Figura 16B). El tratamiento con infliximab no reduce
significativamente los niveles de amonio: en las ratas PCS tratadas con infliximab los

niveles de amonio oscilaron entre 180 y 245 uM a las 1, 3 y 7 semanas (Figura 16B).

4.2. Las ratas PCS muestran neuroinflamaciéon en cerebelo e hipocampo que se
reduce con infliximab

Las ratas PCS muestran activacion de la microglia en la sustancia blanca del cerebelo,

tal como revel6 la morfologia de la microglia tefiida por inmunohistoquimica con anti-

Iba-1 (Figura 17).
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Figura 17. Imagenes representativas (x56) que muestran microglia con morfologia activada en sustancia
blanca de cerebelo de las ratas PCS. El tratamiento con infliximab restaura la morfologia de microglia en

reposo (no activada).
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El ratio area/perimetro de la microglia, una medida del grado de activacion, aumentd (p
<0,001) en ratas PCS a 7,8 + 0,1 en comparacién con las ratas control (6,7 + 0,1)
(Figura 18). En las ratas PCS tratadas con infliximab, la activacion microglial se reduce
fuertemente y su relacion area/perimetro de microglia fue de 7,0 = 0,1,
significativamente menor (p <0,001) que en las ratas PCS y no diferente de las
controles. No se encontrd activacion de microglia en la capa molecular. La proporcion
area/perimetro de la microglia fue incluso ligeramente menor (p <0,05) en las ratas PCS
(5,5£0,1) que en las ratas control (6,0 + 0,1). En ratas PCS tratadas con infliximab, la
relacion area/perimetro de la microglia fue de 5,6 + 0,1, no diferente de las ratas control

0 PCS (no se muestra).
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Figura 18. Las ratas PCS muestran activacion de microglia en sustancia blanca del cerebelo, que se
revierte por el tratamiento con infliximab. Los cambios morfolégicos asociados a la activacion de la
microglia se reflejan en el ratio area/perimetro, significativamente mayor en ratas PCS. El tratamiento con
infliximab normaliza el ratio. Los valores son la media + SEM de 4 ratas por cada grupo. Los asteriscos
indican diferencia significativa respecto al grupo control ***p<0.001 y “a” respecto a las ratas PCS

“aaa” p<0.001.

Las ratas PCS también muestran activacion astrocitos fibrosos en la sustancia blanca del
cerebelo, como se muestra claramente en la Figura 19 por su morfologia cuando se tifie
con GFAP.
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Figura 19. Las ratas PCS muestran activacion de astrocitos en sustancia blanca del cerebelo, que se
normaliza por el tratamiento con infliximab. Imagenes representativas (x56) que muestran activacion de

astrocitos en sustancia blanca de cerebelo de las ratas PCS.

El contenido de GFAP en los astrocitos (calculado como &rea tefiida por GFAP) en la
sustancia blanca del cerebelo de ratas PCS aument6 al 119 + 6% de los controles (p
<0,01) (Figura 20). El tratamiento con infliximab normalizé la activacién y morfologia
de astrocitos en ratas PCS (Figura 19) y la cantidad de GFAP (95 + 3% de las control)
(Figura 20).
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Figura 20. Las ratas PCS muestran activacion de astrocitos en sustancia blanca del cerebelo, que se
refleja en un aumento del area tefiida por GFAP. El tratamiento con infliximab normaliza el contenido de
GFAP. Los valores son la media + SEM de 4 ratas por cada grupo. Los asteriscos indican diferencia

significativa respecto al grupo control **p<0.01 y “a” respecto a las ratas PCS “aaa” p<0.001.
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Se encontr6 un efecto similar en la capa granular, con prevalencia de astrocitos con

morfologia activada en ratas PCS (Figura 21).

PCS INFLIX
- L -

B s 00 T

e S > G A Y
g s SN wd
Scale bar = 50 pm

Figura 21. Las ratas PCS muestran activacién de astrocitos en capa granular del cerebelo, que se revierte
por el tratamiento con infliximab. Imagenes representativas (x56) de astrocitos activados en la capa

granular de cerebelo de ratas PCS.

El contenido de GFAP en la capa granular de cerebelo de ratas PCS aument6 al 121 +
9% de los controles (p <0,001). El tratamiento con infliximab normaliz6 la cantidad de

GFAP en ratas PCS al 95 + 10% de las control (Figura 22).
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Figura 22. El contenido de GFAP en capa granular de cerebelo estd aumentado en las ratas PCS. El
tratamiento con infliximab lo normaliza. Los valores son la media =+ SEM de 4 ratas por cada grupo. Los
asteriscos indican diferencia significativa respecto al grupo control ***p<0.001 y “a” respecto a las ratas

PCS “a” p<0.05.
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También se analizaron los efectos sobre la glia de Bergman, un subtipo de astrocitos
cerebelosos que residen junto a las neuronas de Purkinje. Cuando se tifien con GFAP,
las fibras gliales de Bergmann presentan una morfologia desorganizada e hipertrofiada
en ratas PCS en comparacion con ratas control, que muestran una morfologia intacta. En
ratas PCS tratadas con infliximab, las fibras de la glia de Bergmann mantienen su
morfologia normal (figura 23).

SM INFLIX

i s G P

.
il o bt Y

PCS INFLIX _

Scale bar = 100 pm

Figura 23. Las ratas PCS muestran degeneracion de las fibras radiales de la glia de Bergaman en la capa

molecular del cerebelo. El tratamiento con infliximab restaura su morfologia normal.

Las ratas PCS también mostraron niveles aumentados de los marcadores
proinflamatorios TNF-o. e IL-1B en el cerebelo. Para TNF-a, esto se puede ver
claramente en la inmunohistoquimica mostrada en la Figura 24. La cuantificacion de la
inmunohistoquimica muestra que en cerebelo de ratas PCS, el numero de células que
expresan TNF-a aumenta (p <0,001) hasta el 165 + 9% de las ratas control. El
tratamiento con infliximab normaliza el niamero de células que expresan TNF-a (120 +
9% de las control) en ratas PCS (Figura 25).
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Scale bar = 50 pm
Figura 24. Las ratas PCS muestran un aumento del contenido de TNF-a en sustanica blanca del cerebelo,
que se revierte por el tratamiento con infliximab. Imagenes representativas (x40) de TNF-a en sustancia

blanca de cerebelo.
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Figura 25. En las ratas PCS aumenta el namero de células que expresan TNF-a en sustancia blanca de
cerebelo. El tratamiento con infliximab previene este aumento. Los valores son la media + SEM de 4 ratas
por cada grupo. Los asteriscos indican diferencia significativa respecto al grupo control ***p<0.001 y “a”

respecto a las ratas PCS “aaa” p<0.001.
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Lo mismo ocurre con IL-1B como se muestra en la inmuhistoquimica de la Figura 26. El

numero de células que expresan IL-1f en el cerebelo aumenta en ratas PCS al 136 + 4%

de las control (p <0,001).
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Figura 26. Iméagenes representativas (x40; B) de IL-1B en sustancia blanca de cerebelo. Se observa un

aumento del nimero de células que expresan IL-1B en ratas PCS. El tratamiento con infliximab previene

el aumento.

El tratamiento con infliximab normaliza el nimero de celulas que expresan IL-1p (119

+ 4% de las control) en ratas PCS (Figura 27A). Para confirmar este dato, el contenido

de IL-1pB también se analizd por western blot. El contenido de IL-1B en cerebelo esta

aumentado en ratas PCS al 138 + 10% de las control (P <0,05) y se normalizé al 87

13% de las control por el tratamiento con infliximab (Figura 27B).
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Figura 27. Las ratas PCS muestran un aumento del nimero de celulas que expresan IL-1b analizado por
inmunohistoquimica (A) y de su contenido total analizado por western blot (B) en sustancia blanca de
cerebelo que se previene por el tratamiento con infliximab. (B) se muestran imagenes representativas del
Western Blot. Los valores son la media £ SEM de 4 ratas por cada grupo en (A) y 6 ratas por cada grupo
en (B). Los asteriscos indican diferencia significativa respecto al grupo control * p<0.05, ***p<0.001 y

“a” respecto a las ratas PCS “a” p<0.05.

Se observa neuroinflamacion también en hipocampo. Las ratas PCS muestran activacion
de microglia, con un aumento del tamafio del cuerpo celular y procesos mas cortos en
comparacion con las ratas control (Figura 28).

_ SMINFLIX

»
—— =

. " RLY
9*3 é
% =R T
':‘ B N
”c?'[w’)\" ft.

Scale bar = 50 pm
Figura 28. Iméagenes representativas (x56) que muestran microglia con morfologia activada en

hipocampo de las ratas PCS. Estos cambios se previenen con el tratamiento con infliximab.
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Como medida del grado de activacion se analizé el perimetro de las células microgliales
tefiidas con Ibal (Figura 29). El perimetro fue menor (p <0,001) en ratas PCS (368 + 19
um) que en ratas control (481 = 25 pum). En las ratas PCS tratadas con infliximab el
perimetro de las células microgliales fue de 495 + 27 um, no diferente de las control, lo
que indica la prevencion de la activacion microglial por el tratamiento con infliximab de
ratas PCS.
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Figura 29. Las ratas PCS muestran activacion de microglia en hipocampo, que se normaliza por el
tratamiento con infliximab. La activacion en ratas PCS se refleja en la reduccién del perimetro de las
células de microglia. El tratamiento con infliximab normaliza el perimetro de la microglia en ratas PCS.

Los valores son la media £ SEM de 4 ratas por cada grupo. Los asteriscos indican diferencia significativa

€690

respecto al grupo control ** p<0.01 y “a” respecto a las ratas PCS “aaa” p<0.001.

La Figura 30 muestra imagenes representativas del analisis por inmunohistoquimica de
TNF-a en la region CA1 del hipocampo.

Las ratas PCS muestran un fuerte aumento (260 + 23% de las control, p <0,001) del
namero de células que expresan TNF-a. El tratamiento con infliximab lo redujo a

niveles normales (145 + 31% de las control) (Figura 31A).
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Figura 30. Las ratas PCS muestran un aumento del nimero de células que expresan TNF-a en la region
de CAL1 de hipocampo, que se revierte por el tratamiento con infliximab. Fotos representativas (x40) de

TNF-a en neuronas piramidales de CA1 de hipocampo.

Ademas, la intensidad de la tincion con anti-TNF-a aumenté en ratas PCS a 216 + 38%
respecto a las control (p <0.001) pero no en ratas PCS tratadas con infliximab (98 +
18% de las control) (Figura 31B). También se analiz6 el contenido de TNF-a en
hipocampo mediante Western blot. Las ratas PCS mostraron un aumento de TNF-a (155
+ 13% de las control; p <0,01). Este aumento no se observo en ratas PCS tratadas con
infliximab (114 + 11% de las control, p <0,05) (Figura 31C).
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Figura 31. Las ratas PCS muestran un aumento del namero de células que expresan TNF-a (A) y de su
contenido total, cuantificado por inmunohistoquimica (B) y Western blot (C). El tratamiento con
infliximab previene estos cambios. (C) Se muestran imagenes representativas del Western Blot. Los

valores son la media = SEM de 4 ratas por cada grupo en (A 'y B) y 10-14 ratas por cada grupo en (C).

€690

Los asteriscos indican diferencia significativa respecto al grupo control ** p<0.01, ***p<0.001 y “a

respecto a las ratas PCS “a” p<0.05, “aa” p<0.01.

La tincién de TNF-a se observa principalmente en las neuronas. Para evaluar si esto se
debe a la sintesis de TNF-a en las neuronas se realizd una hibridacion in situ
fluorescente para visualizar el ARNm del TNF-a (Figura 32). Las ratas PCS mostraron
una alta expresion del ARNm del TNF-a (en verde) en las neuronas de la region CAl
que es mucho menor en las ratas PCS tratadas con infliximab. EI ARNm del TNF-a

estaba practicamente ausente en las neuronas de las ratas control (Figura 32).
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Figura 32. Las ratas PCS muestran un aumento del ARNm del TNF-a en neuronas de CAl de
hipocampo, que se previene por el tratamiento con infliximab. Fotos representativas de la hibridacion en
situ fluorescente del ARNm de TNF-a

Para corroborar que el ARNm de TNF-a en ratas PCS se encuentra en las neuronas se
realizé una doble inmunofluorescencia con el marcador neuronal NeuN. Como se
muestra en la Figura 33 NeuN y el ARNm de TNF-a colocalizan, confirmando la

expresion neuronal de TNF-a en ratas PCS.

Figura 33. Imagenes representativas de la hibridacion in situ fluorescente del ARNm de TNF-a y su

colocalizacion con el marcador de neuronas NeuN en ratas PCS.
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La Figura 34 muestra una imagen representativa de la inmunohistoquimica de IL-1b en
la region CA1 del hipocampo. El nimero de células que expresan IL-1b aumento en
ratas PCS (180 £ 19% de las control; p <0,001) y no se afectd por infliximab (180 +
18%) (Figura 35A). La intensidad de tincién de la IL-1b aumento en las ratas PCS (142
+ 8%, p <0,001) en comparacion con las control, lo que indica un aumento de los
niveles de IL-1b. El tratamiento con infliximab normaliz6 los niveles de IL-1b al 112 +
7% de las control (Figura 35B).
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Figura 34. Imagenes representativas de la expresion de 11-1b en la region CA1 de hipocampo.

Para confirmar los efectos del fallo hepatico y del infliximab sobre el contenido de IL-
1b en el hipocampo, se cuantificd también por Western blot. El contenido de IL-1b esta
aumentado (p <0,05) en ratas PCS al 138 + 15% de las control y se normalizé con
infliximab (87 + 14% de las control) (Figura 35C).

Observamos que muchas células marcadas con IL-1b se localizan alrededor de los vasos

sanguineos, como se ilustra en las figuras (36A-C).
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Figura 35. Las ratas PCS muestran un aumento del ndmero de células que expresan IL-1b (A) y de su
contenido total analizado por inmunohistoquimica (B) o western blot (C). El tratamiento con infliximab
no reduce el nimero de células que expresan TNF-a (A) pero si el contenido total (B y C). (C) Se
muestran imagenes representativas del Western blot. Se muestran iméagenes representativas del Western
Blot. Los valores son la media + SEM de 4 ratas por cada grupo en (A 'y B) y 10-14 ratas por cada grupo
en (C). Los asteriscos indican diferencia significativa respecto al grupo control ** p<0.01, ***p<0.001 y

“a” respecto a las ratas PCS “a” p<0.05.
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Figura 36. Imagenes representativas a menor (x5, A) y mayor (x40, B) aumento de células IL-1b"
alrededor de un vaso sanguineo. (C) Imagen representativa (x56) de astrocitos activados expresando IL-

1b cerca de un capilar en ratas PCS.
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Dado que la expresion de TNF-a e IL-1b estd modulada por el factor de transcripcion
NF-kB, se evalud si el tratamiento con infliximab podria normalizar la expresion del
TNF-a e IL-1b modulando NF-kB. Imégenes representativas de la inmunofluorescencia

de las subunidades p65 y p50 de NF-kB se muestran en las Figuras 37 y 39.
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Figura 37. Las ratas PCS muestran un aumento de NF-kB en el nicleo de las neuronas de la region CAl

Scale bar = 50 pm

de hipocampo. Iméagenes representativas del contenido de la subunidad p65 (puntos verdes) de NF-kB en

el ndcleo (zona azul) de las neuronas piramidales CA1 de hipocampo.

La intensidad de la tincién de la subunidad p65 de NF-kB en los nicleos aumentd en
ratas PCS (154 £ 6% de las control). El tratamiento con infliximab no afectd este
aumento, que permanecio en 154 + 6% de las ratas control (Figura 38A). EI aumento de
la translocacion de p65 a los nucleos en ratas PCS estd asociado a un aumento de la
fosforilacion de IkB, que alcanz6 130 + 9% (p <0,05) de las ratas control (Figura 38B) y
a la degradacion de IkB, cuyos niveles se redujeron al 73 + 5% (p < 0.05) de las ratas
control (Figura 38C). El tratamiento con infliximab redujo la fosforilacion de IkB al 95
+ 6% de las ratas control (Figura 38B) y no afectd a la degradacion de 1kB, ya que los
niveles se mantuvieron al 75 £ 6% (p <0,05) de las ratas control (Figura 38C). La falta
de efecto de infliximab sobre el contenido de IkB esté& de acuerdo con la falta de efecto

sobre el contenido nuclear de la subunidad p65 mostrada en la Figura 37 y 38A.
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Figura 38. Las ratas PCS muestran un aumento de la translocacion al ndcleo de p65 (A). También se
analiz6 por western blot el contenido de la forma fosforilada de IkB (B) y el contenido total de 1kB(C).
Las ratas PCS muestran un aumento de la fosforilacion de IkB que se normaliza con infliximab (B) y una
disminucion de su contenido total que el infliximab no restaura (C). Se muestran imagenes representativas

del Western Blot. Los valores son la media + SEM de 3 ratas por cada grupo. Los asteriscos indican

[IP%1]

diferencia significativa respecto al grupo control * p<0.05, ***p<0.001 y “a” respecto a las ratas PCS “a”

p<0.05.

Efectos més notables se encontraron en la subunidad p50 de NF-kB (Figuras 39-40). En
ratas PCS la intensidad de la tincion de la subunidad p50 de NF-kB en los nucleos no se
alter6 (Figura 39 y 40A). El tratamiento con infliximab aumentd la intensidad de p50 en
nucleos de ratas PCS al 228 + 10% de las control (Figura 40A). Los principales efectos
tanto del fallo hepatico como del tratamiento con infliximab se encontraron en la
distribucion subcelular de p50 entre nucleos, citosol y, especialmente, en nucleolos. La
proporcién de p50 en los ndcleos (puntos verde dentro de la tincién azul del DAPI)
sobre citosol (puntos verde fuera de la tincion DAPI) esta aumentada en ratas PCS al
207 = 7% de las control (p <0,001). El tratamiento con infliximab redujo esta

proporcion al 137 £+ 6% de las control (Figura 40B).
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Figura 39. Imagenes representativas (X 63) que muestran un aumento del ratio ndcleo/citosol de la

Scale bar = 50 um

subunidad p50 de NF-kB (puntos verdes) en el nlcleo de las ratas PCS y en el nucléolo de neuronas

piramidales CA1 de hipocampo de las ratas PCS tratadas con infliximab.

El principal cambio se encontr6 en la localizacion de p50 en los nucléolos. En las ratas
PCS el nimero de células que expresan p50 en los nucleolos se redujo fuertemente (40
+ 5% de las ratas control, p <0,001) (Figura 40C). El tratamiento con infliximab indujo
un fuerte aumento (156 + 8% de las ratas de control) en el nimero de células que
expresan p50 en los nucléolos en ratas PCS. El infliximab no afect6 el contenido de la
subunidad p50 en nucleolos en ratas control, que se mantuvo en el 79 + 8% de las
células (Figura 40C).
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Figura 40. Efectos del fallo hepético y del tratamiento con infliximab sobre el contenido nuclear (A) y
nucleolar (C) de la subinidad p50 y sobre el ratio nucleo/citosol (B). Los valores son la media + SEM de 3
ratas por cada grupo. Los asteriscos indican diferencia significativa respecto al grupo control ***p<0.001

y “a” respecto a las ratas PCS “aaa” p<0.001.

El tratamiento de las ratas PCS con infliximab induce una translocacion masiva de p50
de los ndcleos al interior de los nucleolos (Figura 40C y 41A). Para confirmar este dato,
se realiz6 una doble inmunofluorescencia utilizando un marcador de nucléolos
(fibrilarina, en rojo) y el anticuerpo contra la subunidad p50 (en verde). La figura 41B
muestra que hay colocalizacion de los dos anticuerpos, confirmando asi la traslocacion

al nucléolo de p50 en las ratas PCS tratadas con infliximab.
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Figura 41. Imagenes representativas que muestran una translocacion masiva de la subunidad p50 al
nucléolo en ratas PCS tratatadas con infliximab (A). (B) Doble inmunofluorescencia que muestra

colocalizacion del marcador de nucléolos (fibrillarin, en rojo) y p50 (en verde).

4.3.Alteracion de la expresion en membrana de los transportadores de GABA y del
GABA extracelular en cerebelo en ratas PCS. Efectos del infliximab.
Para estudiar los efectos de la neuroinflamacion sobre la neurotransmision en cerebelo,
se han analizado dos transportadores del GABA: GAT1 y GAT3. La expresion en
membrana del transportador GAT-3 esta fuertemente aumentada en ratas PCS (336 +
77% de las control; p <0,001). El tratamiento con infliximab eliminé completamente
este aumento en las ratas PCS volviendo al 90 £ 32% de las control (Figura 42A). Con
respecto al transportador GAT-1, su expresion en membrana no cambia en ratas PCS,
permaneciendo al 77 = 24% de las control (Figura 42B). Sin embargo, el tratamiento
con infliximab aument6 fuertemente GAT-1 en membranas de ratas PCS (157 + 26% de

las control, p <0,05), pero no de las ratas control (87 = 18%) (Figura 42B).
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Figura 42. Las ratas PCS muestran un aumento de la expresion en membrana de GAT3 (A) que se
previene con infliximab. No hay cambios en la expresion en membrana de GAT1 en ratas PCS, pero las
ratas PCS con infliximab muestran un aumento de este transportador en membrana (B). Se muestran
imagenes representativas de Western blot. Los valores son la media + SEM de 5-8 ratas por cada grupo.
Los asteriscos indican diferencia significativa respecto al grupo control *p<0.05 y “a” respecto a las ratas
PCS “a” p<0.05.

También se analizd por inmunohistoquimica la expresion de GAT-3 y GAT-1 en
cerebelo. Como se muestra en la Figura 43, GAT-3 se expresa principalmente en
astrocitos y aumenta especialmente en astrocitos activados (Figura 43, flecha roja) en

ratas PCS. Este efecto se previene por el infliximab.

Figura 43. Imagenes representativas (x56) del aumento de GAT3 en astrocitos activados (flecha roja) en
ratas PCS y su prevencidn por infliximab.
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La intensidad de la tincién por inmunohistoquimica de GAT-3 (Figura 44) aumento (p
<0,001) en cerebelo de las ratas PCS al 131 + 5% de las control y se normaliz6 con

infliximab (105 £ 4% de las control).
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Figura 44. Las ratas PCS muestran un aumento del contenido de GAT3 en sustancia blanca de cerebelo
analizado por inmunohistoquimica, que se reduce con infliximab. Los valores son la media + SEM de 4
ratas por cada grupo. Los asteriscos indican diferencia significativa respecto al grupo control ***p<0.001

y “a” respecto a las ratas PCS “aaa” p<0.001.

GAT-1 se expresa en la capa granular y alrededor de las células de Purkinje (Figura 45).

SHAM

Scale bar = 50 pm

Figura 45. Imagenes representativas (x56) que muestran una disminucion del contenido de GATL1 en

neuronas de Purkinje de las ratas PCS
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La intensidad de la inmunotincién con GAT-1 (Figura 46) se redujo ligeramente (p
<0,01) alrededor de las células de Purkinje en las ratas PCS (89 + 2% de las control) y

no se afect6 por el tratamiento con infliximab (90 £ 3% de las control).
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Figura 46. Las ratas PCS muestran una reduccion del contenido de GAT1 en neuronas de Purkinje
analizado por inmuhistoquimica, que no se normaliza con infliximab. Los valores son la media £ SEM de
4 ratas por cada grupo. Los asteriscos indican diferencia significativa respecto al grupo control
***n<0.001.

La concentracion extracelular de GABA se analizd en el cerebelo de ratas en libre
movimiento mediante microdialisis. El GABA extracelular esta aumentado en ratas PCS
al 182 + 22% de las control (p <0,05). El tratamiento con infliximab elimind

completamente este aumento en las ratas PCS (98 £ 19% de las control) (Figura 47).

Extracellular GABA
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Figura 47. El GABA extracelular aumenta en cerebelo de ratas PCS. El infliximab previene el cambio.
Los valores son la media £+ SEM de 12-13 ratas por cada grupo. Los asteriscos indican diferencia

[T3% 1]

significativa respecto al grupo control *p<0.05 y “a” respecto a las ratas PCS “a” p<0.05.
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4.4.Alteracion de la expresion en membrana de los receptores AMPA y NMDA en
hipocampo de ratas PCS. Efectos del infliximab.
En hipocampo, para analizar posibles alteraciones de la neurotransmision se analizo la
expresion en membrana de los receptores AMPA y NMDA. La expresion en membrana
de la subunidad GIluR1 del receptor AMPA esta disminuida (p < 0.05) en hipocampo de
ratas PCS al 79 + 9% de las ratas control (Figura 48A). Por otra parte, se observo un
aumento en la expresién de membrana de la subunidad GIuR2 (p < 0.05) en ratas PCS al
150 + 30% de la ratas control (Figura 48B). El tratamiento con infliximab normalizo la
expresion en membrana de ambas subunidades: GIuR1 al 93 + 13% de las ratas control
(Figure 48A) y GIuR2 a 108 + 8% de las ratas control (Figura 48B). Estos valores no
difieren significativamente de los valores observados en las ratas control, indicando una

prevencion por infliximab de los efectos en ratas PCS.
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Figura 48. Alteraciones de la expresion en membrana de las subunidades GIuR1 (A) y GIuR2 (B) de los
receptores AMPA y de las subunidades NR2A (C) y NR1 (D) de los receptores NMDA en hipocampo de
ratas PCS. Prevencion por el tratamiento con infliximab. Se muestran imégenes representativas de los
western blots. Los valores son la media + SEM de 8-16 ratas por cada grupo. Los asteriscos indican

diferencia significativa respecto al grupo control *p<0.05, **p<0.01 y “a” respecto a las ratas PCS “a

p<0.05.
También se analizaron los receptores NMDA. La expresion en membrana de la

subunidad NR2A esta aumentada (p < 0.05) en ratas PCS al 132 + 16% de las ratas
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control (Figura 48C). Sin embargo, la expresion en membrana de la subunidad NR1 esta
reducida en las ratas PCS al 75 + 11% de las ratas control (Figura 48D). El tratamiento
con infliximab normalizo la expresion de NR1 al 108 + 20% de las ratas control (Figura
48D) pero no la de la subunidad NR2A que aumento al 158 + 20% de las ratas control
(Figure 48C).

4.5.El tratamiento con infliximab restaura la coordinacion motoray el aprendizaje
en el laberinto en Y en las ratas PCS

Las ratas PCS muestran incoordinacion motora en el beam-walking test (Figura 49A),
presentando un mayor numero de resbalones (1,2 + 0,2, p <0,001) que las ratas control
(0,6 = 0,2 reshalones). El tratamiento con infliximab normaliz6 completamente la
coordinacion motora en ratas PCS (0,5 + 0,1 resbalones).

Las ratas PCS también muestran una disminucion de la capacidad para aprender la tarea
en el laberinto en Y (Figura 49B y C). Como se muestra en la Figura 49B, el indice de
aprendizaje mejoro con los dias de entrenamiento en todos los grupos. El andlisis
ANOVA muestra que el indice de aprendizaje fue menor en las ratas PCS que en ratas
control (p <0,001, F = 7,587). Las ratas PCS tratadas con infliximab recuperaron
completamente la capacidad de aprendizaje alcanzando valores similares a las controles
(Figura 49B). Los datos del dia 7 (Figura 49C) muestran que las ratas control realizan
correctamente 9,3 + 0,3 ensayos, mientras que las ratas PCS realizan significativamente
menos ensayos correctos (7,4 + 0,7; p = 0,01). Las ratas PCS tratadas con infliximab
recuperan la capacidad de aprendizaje y realizan correctamente 9,2 + 0,5 ensayos, de

manera muy similar a las ratas control.
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Figura 49. (A) Las ratas PCS muestran incoordinaciéon motora. El tratamiento con infliximab previene
este deterioro. (B) Curva de aprendizaje en el laberinto en Y. Las ratas PCS muestran un aprendizaje mas
lento que las ratas control. El tratamiento con infliximab restaura la capacidad de aprendizaje. (C)
Numero de ensayos correctos el dia 7 de aprendizaje. Los valores son la media + SEM de 6-7 ratas por
cada grupo en (A) y 22-25 ratas por cada grupo en (B y C). Los asteriscos indican diferencia significativa

respecto al grupo control *p<0.05, ***p<0.001 y “a” respecto a las ratas PCS “a” p<0.05.

4.6.El aprendizaje y la memoria especial estan alterados en las ratas PCS pero no
en ratas PCS tratadas con infliximab
El aprendizaje y la memoria espacial en las ratas se evaluaron utilizando el laberinto
radial y el laberinto acuatico de Morris. En el laberinto radial, las ratas PCS realizaron
mas errores de trabajo que las ratas control los dias 1 y 2 (Figura 50A). EIl tratamiento
con infliximab mejoré el rendimiento de las ratas PCS, que tuvieron significativamente
menos (p <0,05) errores de trabajo (9 + 1,5) en el dia 1 que las ratas PCS (Figura 50A).
El niumero total de errores de trabajo durante los 3 dias fue mayor (p <0,01) en ratas
PCS (32 £ 4) que en ratas control (16 £ 3). El tratamiento con infliximab mejoro el
aprendizaje de las ratas PCS, que tuvieron 23 + 3 errores, no siendo estadisticamente

diferentes de las control (Figura 50B).
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Figura 50. Las ratas PCS tienen deteriorado el aprendizaje y la memoria espacial realizando mas errores
de trabajo (A y B) y de referencia (C y D) en el laberinto radial. El tratamiento con infliximab restaura la
memoria de trabajo y de referencia en las ratas PCS. Los valores son la media + SEM de 15-16 ratas por
cada grupo. Los asteriscos indican diferencia significativa respecto al grupo control **p<0.01,
***%p<0,001 y “a” respecto a las ratas PCS “a” p<0.05.

Las ratas PCS también realizaron mas errores de referencia (18 £ 1.7) que las control
(11 = 1) en el laberinto radial el dia 1 (Figura 50C). Esto también se normalizé con
infliximab. Las ratas PCS tratadas con infliximab realizaron significativamente menos
errores de referencia (14 £ 1, p <0,05) que las ratas PCS (Figura 50C). EI nimero total
de errores de referencia durante los 3 dias fue mayor (p <0,01) en ratas PCS (45 + 2)
que en ratas control (33 + 3). El tratamiento con infliximab normaliz6 completamente la
memoria de referencia de las ratas PCS, que realizaron 37 + 2 errores (Figura 50D).

En el laberinto acuatico de Morris, el aprendizaje espacial no se vio afectado (Figura
51A), pero la memoria espacial de las ratas PCS se vio reducida (Figura 51B). En el test
de memoria las ratas PCS permanecieron menos tiempo (25 + 2% del tiempo, p <0,05)
en el cuadrante correcto que las ratas control (36 £ 3% del tiempo). El tratamiento con
infliximab restaurd la memoria espacial en ratas PCS, que permanecieron 34 + 2% del

tiempo en el cuadrante correcto (Figura 51B).
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Figura 51. Las ratas PCS tienen deteriorada la memoria espacial que se recupera con infliximab como se
observa en el test del laberinto acuéatico de Morris (B). No se observan diferencias en la curva de

aprendizaje (A). Los valores son la media + SEM de 15-16 ratas por cada grupo. Los asteriscos indican

[37%1]

diferencia significativa respecto al grupo control **p<0.01, “a” respecto a las ratas PCS “a” p<0.05 y

“b” respecto a las ratas control tratadas con infliximab “bb” p<0,01.

Los resultados presentados hasta ahora confirman la presencia de neuroinflamacién en
ratas con fallo hepatico. Sin embargo, no se ha caracterizado adecuadamente la
neuroinflamacion en pacientes con fallo hepatico.

En esta tesis hemos caracterizado la neurodegeneracion y la neuroinflamacién en

cerebelo de pacientes fallecidos con distintos grados de enfermedad hepatica.

4.7. Estudios en cerebelo de pacientes fallecidos con distintos grados

de enfermedad hepatica.
Para llevar a cabo el estudio se han utilizado muestras post-mortem de cerebelo de
pacientes controles (n=6), con esteatohepatitis leve (SH1; n=9), esteatohepatitis
moderada (SH2; n=6), esteatohepatitis elevada (SH3; n=4), cirrosis (n=4) y cirrosis con
encefalopatia hepéatica diagnosticada (n=5). Los datos sobre tipo de enfermedad
hepética, sexo, edad, causa de la muerte, intervalo post-mortem y procedencia de la

muestra se detallan en la Tabla 4 en el apartado 4.1 de la Introduccion.

4.7.1. La enfermedad hepatica induce pérdida neuronal en cerebelo ya desde
estadios tempranos de esteatohepatitis

La tincion con hematoxilina-eosina muestra que se produce pérdida neuronal en la capa

de Purkinje (Figura 52) y en la capa granular (Figura 54) de cerebelo de pacientes con

diferentes grados de enfermedad hepatica. Los pacientes con esteatohepatitis leve SH1
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muestran una disminucién del nimero de neuronas de Purkinje (84 + 4%, p <0,05) en
comparacion con los controles sin enfermedad hepatica (100 + 4%) (Figura 53A). La
pérdida neuronal aumentd en los siguientes estadios de la esteatohepatitis: SH2 (69 +
3% de los controles, p <0,001) y SH3 (68 £ 5% del control; p <0,001). En estos dos
Gltimos subgrupos de esteatohepatitis las diferencias en el ndmero de células de
Purkinje también son significativas con el subgrupo SH1 (p <0,05). Los pacientes con
cirrosis hepatica y encefalopatia hepatica muestran el porcentaje mas alto de
neurodegeneracion manteniendo solo el 60 £ 2% (p <0,001) y el 63 £ 3% (p <0,001) de
células de Purkinje, respectivamente en comparacion con los sujetos control (Figura
53A).
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Figura 52. Imagenes representativas (x40) de la tincién con hematoxilina-eosina de la capa de Purkinje
en muestras post-mortem de humanos con diferentes grados de enfermedad hepatica. Se observa una
disminucion significativa del nimero de neuronas de Purkinje en pacientes con SH1, SH2 y cirrosis.
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Los resultados obtenidos sugieren que la microglia activada en la capa molecular puede
ser la responsable directa de la pérdida de neuronas de Purkinje. La figura 53B muestra

un ejemplo de una microglia“fagocitando™ una neurona de Purkinje.
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Figura 53. Los pacientes con esteatohepatitis, cirrosis y encefalopatia hepatica muestran una disminucién
de la densidad neuronal en la capa de Purkinje (A). (B) Imagen representativa que muestra una microglia
de la capa molecular (flecha roja) fagocitando una neurona de Purkinje (flecha azul). Los valores son la
media + SEM de 4-9 sujetos por cada grupo. Los asteriscos indican diferencia significativa respecto al
grupo control *p<0,05, ***p<0.001 y “a” respecto al grupo SH1 “a” p<0.05, “aaa” p<0,001.

También se observaron niveles significativos de pérdida neuronal en la capa granular en
todos los grados de la enfermedad hepética (Figura 54A y B). Los pacientes con SH1 ya
mostraron una disminucion de la densidad neuronal (81 + 2%, p <0,001) en
comparacion con los sujetos control (100 £ 2%). En los estadios mas avanzados de
esteatohepatitis (SH2 = 75 £ 2%, SH3 = 79 + 3%) y en pacientes con cirrosis hepatica
(82 = 2%) y HE (82 + 2%) el porcentaje de pérdida neuronal no difiere del subgrupo
SH1 pero es significativamente diferente de los sujetos control (p <0,001) (Figura 54B).
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Figura 54. Imagenes representativas (X56) de la tinciéon con hematoxilina-eosina de la capa granular de
pacientes con distintos grados de enfermedad hepatica (A). Los pacientes con esteatohepatitis, cirrosis y
encefalopatia hepatica muestran una disminucion del nidmero de neuronas en la capa granular (B). Los
valores son la media = SEM de 4-9 sujetos por cada grupo. Los asteriscos indican diferencia significativa

respecto al grupo control ***p<0.001.

4.7.2. La activacion de microglia y astrocitos se inicia antes en la capa molecular
gue en la sustancia blanca en pacientes con esteatohepatitis.

La activacion de la microglia comienza antes (en el estadio SH1 de esteatohepatitis) en

la capa molecular (Figuras 57 y 58) y posteriormente (en el estadio SH2) en la sustancia

blanca (Figuras 55 y 56).
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Figura 55. Imégenes representativas (x56) de la tincién con IBA1 de la sustancia blanca de pacientes (A).

La morfologia muestra activacion de la microglia a partir de los pacientes con SH2.

En la sustancia blanca, el perimetro de la microglia (Figura 56), cuya disminucion mide
el grado de activacion, disminuy6 en los pacientes SH2 y SH3 (188 + Sum y 187 +
Sum, respectivamente) en comparacion con los sujetos control (218 & 7 um, p <0,05) y
los pacientes SH1 (215 = 5 um, p <0,01). El grado de activacion aumentd en pacientes

con cirrosis hepatica (172 = 6um, p <0,001) y con HE (169 + S5um, p <0,001).
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Figura 56. La activacion de la microglia en la sustancia blanca comienza en el grado SH2 de
esteatohepatitis, reflejandose en una disminucion del perimetro. Los valores son la media £ SEM de 4-9
sujetos por cada grupo. Los asteriscos indican diferencia significativa respecto al grupo control *p<0,05,

**%p<0.001 y “a” respecto al grupo SH1 “aa” p<0,01, “aaa” p<0,001.

En la capa molecular, la activacién microglial ocurre antes (Figura 57 y 58). Los
pacientes con SH1 muestran microglia activada con un perimetro disminuido (214 + 6
um, p <0,001) con respecto a los sujetos control (259 + 12 um). El grado de activacion
aumentd en los otros dos subgrupos de pacientes con esteatohepatitis (SH2 = 178 + 6
pum 'y SH3 =183 + 8 um, p <0,001), cirrosis hepatica (167 £ 7 um; p <0,001) y HE (170
+ 9 um; p <0,001).
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Figura 57. Iméagenes representativas de la inmunohistoquimica de IBA1 en capa molecular mostrando
activacion de microglia ya en pacientes con SH1.
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Figura 58. El anélisis del perimetro muestra activacion de la microglia en la capa molecular del cerebelo
desde el primer estadio de esteatohepatitis (SH1). Los valores son la media + SEM de 4-9 sujetos por
cada grupo. Los asteriscos indican diferencia significativa respecto al grupo control ***p<0.001 y “a”

respecto al grupo SH1 “a”p<0,05, “aa” p<0,01, “aaa” p<0,001.
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Las figuras 59A y B son dos imagenes representativas que muestran la progresion de la
activacion de microglia en cerebelo de pacientes en dos estadios diferentes de
esteatohepatitis. La figura 59A muestra un corte cerebellar de un paciente con SH1
teflido con IBAL: la sustancia blanca (WM) presenta predominantemente microglia en
reposo (flecha azul) mientras que la capa molecular (ML) presenta principalmente
microglia activada (flecha roja). En cambio, en la Figura 59B que muestra un corte
cerebelar de un paciente con SH2, ambas capas presentan microglia activada (ML,

flecha roja y WM, flecha azul).
A

Figura 59. Las figuras A y B muestran imagenes representativas de la progresion de la activacion de
microglia en sustancia blanca (WM) y capa molecular (ML) en pacientes con SH1 y SH2,

respectivamente.
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De forma similar a la activacion microglial, la activacién de astrocitos en sustancia

blanca comienza solo en el segundo grado de esteatohepatitis (Figuras 60 y 61).
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Figura 60. Imagenes representativas (x56) de la inmunohistoquimica de GFAP en sustancia blanca,

mostrando activacion de astrocitos a partir de SH2

Este grupo SH2 muestra un mayor porcentaje de area tefiida con GFAP (132 + 2%, p
<0,005) que los sujetos control (100 £ 2%). Se observé un grado similar de activacion
en los pacientes con SH3 (133 = 2%, p <0,005) y cirréticos (134 = 3%, p <0,005). No se
observo activacion de astrocitos en el subgrupo SH1 ni en los pacientes cirroticos con
encefalopatia hepatica diagnosticada mostrando el 109 + 2% y 112 + 4% del érea
cubierta por GFAP en comparacion con los sujetos control.
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Figura 61. El &rea tefiida por GFAP estd aumentada en sustancia blanca de pacientes con SH2, SH3 y
cirrosis. Los valores son la media + SEM de 4-9 sujetos por cada grupo. Los asteriscos indican diferencia
significativa respecto al grupo control ***p<0.001, “a” respecto al grupo SH1 ‘“aaa” p<0,001, “b”
respecto al grupo SH2 “bbb” p<0,001, “c” respecto al grupo SH3 “ccc” p<0,001 y “d” respecto al grupo

de pacientes con cirrosis “ddd” p<0,001.
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También se analizé la glia de Bergmann, un subtipo de astrocitos cerebelosos que
residen en la capa molecular junto a las neuronas de Purkinje (Figura 62). Cuando se
tifien con GFAP, las fibras de la glia de Bergmann presentan una morfologia
desorganizada e hipertrofiada en todos los grupos de esteatohepatitis y en pacientes con
cirrosis hepatica y encefalopatia hepatica en comparacion con los controles, que

muestran una morfologia més fina e intacta.

Molecular Layer
Control
e

Figura 62. Imagenes representativas de la inmunohistoquimica de GFAP en capa molecular mostrando

degeneracion de las fibras de la glia de Bergmann en pacientes con esteatohepatitis y cirrosis.

4.7.3. Los pacientes con esteatohepatitis presentan infiltracion de linfocitos T pero
no de linfocitos B.

Para estudiar como el fallo hepatico estaria induciendo la neuroinflamacion y la
consecuente perdida neuronal en cerebelo, analizamos si existe infiltracion de células
inmunes periféricas en cerebelo.

El anélisis de la infiltracién de células inmunes periféricas muestra la presencia masiva
de células CD4+ (Figura 63) pero no de células CD20+ (Figura 65B) en el espacio
meningeo de cerebelo de pacientes con diferentes estadios de esteatohepatitis.

Los pacientes con SH1 ya muestran una infiltracion significativa de linfocitos T CD4+
(10 £ 1 células / mm, p <0,001) en comparaciéon con los sujetos control que s6lo
muestran 1 + 1 célula / mm de longitud de meninges. La infiltracion de linfocitos T
CD4+ aumento en pacientes con SH2 mostrando 12 + 3 células / mm de meninges (p
<0,001). Se observaron niveles mas bajos pero significativos de linfocitos CD4+
infiltrados comparados con sujetos control en pacientes con SH3 (9 + 1 células / mm de
meninges; p <0,05). EI nimero de linfocitos CD4+ infiltrados disminuy6 en pacientes
cirréticos y con encefalopatia hepéatica, mostrando 5 + 1 células / mm y 6 + 1 células /
mm respectivamente. (Figura 64)
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Figura 63. Imagenes representativas de la infiltracion de linfocitos T en meninges tefiidos con CD4.

Para investigar que subtipos de linfocitos T se estan infiltrando en las meninges de
cerebelo de estos pacientes, se analiz6 la infiltracion de tres subtipos de linfocitos T
CD4+: T helper foliculares (Tfh) (Figura 64A), T helper 17 (Thl7) (figura 64B) y
CD4+CD28- (Figura 65A). La cuantificacion muestra que estos dos Ultimos subtipos
son los mas abundantes en el area de infiltracion (Figura 64C). En pacientes con SH1, 3
+ 1 células/mm son Th17 y 4 + 1 células/mm son Tfh, un numero significativamente
mayor que en los sujetos control (1 £ 0; p<0,05). En SH2 el nimero de Thl7 y Tfh
infiltrados aumento6 respecto a los controles (p<0,001): 7 + 2 células/mm son Th17
(Control =1 + 1 células/mm) y 7 £ 1 son Tth (Control = 1 £ 1 células/mm). En SH3, las
celulas Th17 representan la mitad del total de células infiltradas (4 £ 1 células/mm;
p<0,05), mientras que el contenido de células Tfh es ligeramente menor (3 + 1

célulass/mm) y no llega a ser significativamente diferente de los sujetos control. En
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pacientes con cirrosis y HE el numero de linfocitos Th17 (3£ 1y 1 £ 1 células/mm,
respectivamente) y Thf (2 £ 1 y 3 = 1 células/mm, respectivamente) no llega a ser
significativamente distinto de los sujetos control (1 £ 1 células/mm en ambos casos).
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Figura 64. Imagenes representativas de la infiltracion en meninges de linfocitos Tth teflidos con PD1 (A)
y Th17 tefiidos con CCR6 (B) en un paciente con SH2.
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Figura 65. (A) Iméagenes representativas de la doble inmunofluorescencia (CD4 en rojo y CX3CR1 en
verde) mostrando infiltracién en meninges de linfocitos CD4+CD28- (Merge, en amarillo). No se observa
infiltracion de linfocitos B tefiidos con CD20 en meninges de cerebelo de pacientes con distintos grados
de enfermedad hepética (B). (C) Cuantificacion del contenido de linfocitos T (CD4") y de cada subtipo en
meninges de pacientes con distintos grados de enfermedad hepéatica mostrando una mayor infiltracién de
los subtipos Thf y Th17 durante la esteatohepatitis. Los valores son la media + SEM de 4-9 sujetos por
cada grupo. Los asteriscos indican diferencia significativa del contenido de linfocitos T tefiidos con CD4
respecto al grupo control *p<0,05, ***p<0.001, “a” la diferencia significativa del contenido de linfocitos
Th17 tefiidos con CCR6 respecto al grupo control “a” p<0,05, “aaa” p<0.001 y “b” la diferencia
significativa del contenido de linfocitos Thf tefiidos con PD1 respecto al grupo control “b” p<0,05, “bbb”

p<0.001.
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5. DISCUSION

Los resultados obtenidos en ratas con encefalopatia hepatica por anastomosis porta-cava
(PCS) proporcionan avances relevantes en el conocimiento de los mecanismos que
conducen a las alteraciones neuroldgicas:

(1) la inflamacion periférica juega un papel esencial en el deterioro de la coordinacion
motora, de la capacidad de aprender la tarea en el laberinto en Y y del aprendizaje y de
la memoria espacial.

(2) se puede prevenir el deterioro cognitivo y motor reduciendo la inflamacion
periférica.

(3) la neuroinflamacion altera la neurotransmision en cerebelo de las ratas PCS
aumentando la expresion en membrana del transportador GABA GAT-3 y el GABA
extracelular.

(4) en hipocampo la neuroinflamacion altera la neurotransmision alterando la expresion
de membrana de los receptores AMPA y NMDA.

En base a los resultados obtenidos proponemos en las Figuras 66 y 67 dos modelos, uno
para cerebelo y otro para hipocampo, con los mecanismos propuestos para el deterioro
cognitivo y motor en ratas con EH y para su mejoria por el tratamiento con infliximab.
En ratas PCS, el fallo hepéatico inducido quirirgicamente por anastomosis porta-cava
conduce a inflamacion periférica. Esto se refleja en aumentos de la IL-6, IL-17, PGE2
proinflamatoria y en una disminucion de la IL-10 antiinflamatoria en suero.

En el cerebelo, la inflamacion periférica conduce a neuroinflamacion, que alterara la
neurotransmision GABAGérgica, causando el deterioro de la coordinaciéon motora y la
capacidad de aprender la tarea del laberinto Y. Encontramos una elevada activacién de
astrocitos y microglia en sustancia blanca, como ocurre en otras situaciones patoldgicas
como la ataxia espinocerebelosa tipo 1, en las que la disfuncién neuronal, en ausencia
de neurodegeneracion, induce activacion glial. (Cvetanovic et al., 2015). Junto con la
activacion de astrocitos y microglia observamos en la sustancia blanca un aumento de
los niveles de TNF-a e IL-1b. También encontramos dafio en las fibras radiales de la
glia de Bergmann, un tipo especializado de astrocitos que se encuentran en la capa
molecular y rodeando los somas en la capa de Purkinje. El dafio en la glia de Bergmann
puede contribuir a alterar la funcion neuronal y la neurotransmision GABAergica y la

coordinaciéon motora.
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La reduccidon de la inflamacion periférica con infliximab conduce a la reduccion de la
activacion de microglia y astrocitos y de los niveles de TNF-a e IL-1B en cerebelo. La
reduccion de la neuroinflamacion inducida por infliximab se asocia con la
normalizacion de la neurotransmision GABAGérgica, el GABA extracelular, la
coordinacion motora y la capacidad de aprender la tarea del laberinto Y, cuya
modulacion depende principalmente de cerebelo. Esto sugiere que la inflamacion
periférica es un contribuyente esencial del deterioro de la coordinacion motora y de la

capacidad de aprender la tarea del laberinto en Y en ratas PCS.
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Figura 66. Modelo propuesto para los posibles mecanismos en cerebelo implicados en el deterioro
cognitivo observado en el Y maze y de la coordinacion motora de ratas con EH (A) y en su mejoria tras el

tratamiento con infliximab (B). Los detalles se comentan en el texto.
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Otra contribucidn relevante de este trabajo es que también identificamos por primera
vez mecanismos moleculares por los que la neuroinflamacion altera la neurotransmision
GABAérgica en el cerebelo de ratas PCS in vivo y como el tratamiento con infliximab
la restaura. Se muestra que, en ratas con EH, la cantidad y la expresion de la membrana
del transportador GAT3 de GABA aumenta en astrocitos activados. En condiciones
normales, GAT-3 transporta GABA desde el espacio extracelular al interior de los
astrocitos. Sin embargo, en condiciones patoldgicas, este transporte se invierte y GAT-3
libera GABA de los astrocitos al fluido extracelular. Wu et al. (2014) utilizando un
modelo de ratdn de la enfermedad de Alzheimer, demostraron que en hipocampo los
astrocitos activados liberan GABA a través de GAT-3. El bloqueo de GAT-3 redujo la
concentracion extracelular de GABA vy, en consecuencia las corrientes de CI” a través
de receptores GABA, mientras que bloqueando GAT-1 aumentaron el GABA
extracelular y las corrientes de CI', demostrando que en condiciones patoldgicas, GAT-3
esta liberando GABA mientras que GAT-1 esta internalizando GABA (Wu et al., 2014).
Una liberacién similar de GABA mediada por GAT-3 ocurriria en astrocitos activados
en el cerebelo de ratas con EH y probablemente también en otras situaciones
patoldgicas asociadas con neuroinflamacion en cerebelo. Ya se ha demostrado que un
mayor tono GABAérgico (activacion de receptores GABA,) en cerebelo reduce la
coordinacion motora (Hanchar et al., 2005). Ademas, los ratones que carecen del
transportador de GABA GAT1 muestran un aumento de GABA extracelular y una
reducciéon de la coordinacion motora (Chiu et al., 2005). Por otra parte, las ratas
expuestas durante el desarrollo a bifenilos policlorados muestran incoordinacion motora
que se correlaciona con los niveles extracelulares de GABA en cerebelo (Boix et al.,
2010). El aumento de GABA extracelular en cerebelo inducido por la neuroinflamacion
seria por tanto responsable de la incoordinacion motora en ratas PCS con EH. La
restauracion de la coordinacién motora en ratas PCS por infliximab se deberia a la
normalizacion de los niveles extracelulares de GABA: el infliximab previene la
activacion de los astrocitos y el aumento del contenido total y en membrana de GAT3.
Ademas la desactivacion de los astrocitos por el tratamiento con infliximab normaliza la
funcién de GATS3, que ya no liberaria GABA al medio sino que lo recaptaria. Todo esto
se traduce en la disminucion de los niveles de GABA extracelular y la normalizacion de
la coordinacion motora

El aumento de GABA extracelular en cerebelo también seria responsable de la

disminucion de la funcién de la via glutamato-NO-cGMP que, a su vez, se traduciria en
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la disminucion de la capacidad para aprender la tarea en el laberinto en Y. Nuestro
grupo ha demostrado tanto en ratas PCS como en ratas hiperamonémicas, que la
reduccion de la funcién de la via glutamato-NO-cGMP es responsable de la
disminucion del aprendizaje en el laberinto en Y (Erceg et al., 2005a,b, Cauli et al.,
2007, Llansola et al., 2009). Ademas, la reduccion de la activacion de los receptores
GABAA con bicuculina, sulfato de pregnenolona o GR3027 reduce el tono
GABAérgico y restaura la funcion de la via glutamato-NO-cGMP y la capacidad de
aprender la tarea del laberinto en Y (Cauli et al., 2009a; Gonzalez-Usano et al., 2014;
Johansson et al., 2015). Por lo tanto, la normalizacion del GABA extracelular en el
cerebelo de ratas PCS por infliximab seria responsable de la normalizacion de la
funcién de la via glutamato-NO-GMPc y del aprendizaje en el laberinto Y.

Las ratas PCS también muestran neuroinflamacion y alteracion de la neurotransmision
en hipocampo y deterioro del aprendizaje y de la memoria espacial. La inflamacion
periférica induce un aumento del contenido de TNF-a e IL-1b que activan sus receptores
en neuronas y alteran la expresion en membrana de las subunidades de los receptores
AMPA y NMDA, resultando en una alteracién de la neurotransmision y del aprendizaje
y memoria espacial.

Los resultados obtenidos muestran que reduciendo la inflamacion periférica con
infliximab, se previene la neuroinflamacion y se restaura la expresion en membrana de
los receptores AMPA y NMDA vy el aprendizaje y la memoria espacial en ratas PCS.
Los datos obtenidos apoyan que la inflamacion periférica en ratas con EH seria la
principal causa de la induccién de la neuroinflamacién en hipocampo y del deterioro del
aprendizaje espacial en ratas PCS.

La inflamacion periférica induce en ratas PCS una disminucion de los niveles de IkB en
hipocampo y un aumento del contenido de NF-kB en el ndcleo de las neuronas. NF-kB
induce la transcripcion de los factores proinflamatorios TNF-a e IL-1b que contribuyen
al deterioro del aprendizaje espacial (Figura 67A). Una activacion similar de NF-kB se
ha observado en hipocampo de ovinos tras inducir inflamacion periférica con LPS
(Hang et al., 2004, Briscoe et al., 2006) y en la corteza de ratas con lesion cerebral
traumatica, que también se asocié con un aumento del TNF-a (Hang et al., 2004). Esto
indica que la activacion de NF-kB en hipocampo parece ser una respuesta habitual a la
inflamacion periférica. Por tanto es posible que los mecanismos identificados en esta
tesis, al menos en hipocampo, sean extrapolables a otras patologias que cursan con

inflamacién periférica cronica
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Figura 67. Modelo propuesto para los posibles mecanismos en hipocampo implicados en el deterioro del

aprendizaje y de la memoria espacial de ratas con EH (A) y su mejoria tras el tratamiento con infliximab

(B). Los detalles se comentan en el texto.

Hay que resaltar que la expresion del ARNm de TNF-a aumenta en ratas PCS

principalmente en neuronas, como se demuestra por hibridacion in situ. TNF-a e IL-1b
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se pueden expresar en neuronas del hipocampo in vivo en respuesta a lesiones
(Tchélingérian et al., 1996) o a meningitis neumocdcica (Izadpanah et al., 2014). Los
estudios de hibridacion in situ demuestran que en la meningitis neumocoécica murina el
ARNmM de TNF-a se induce inicialmente en células astrogliales, pero a las 18-24 h se
induce su transcripcion en neuronas de hipocampo (lzadpanah et al., 2014). Un proceso
similar ocurriria en hipocampo de ratas PCS, lo que conduciria a una mayor expresion
de TNF-a en neuronas.

El mecanismo mediante el cual la neuroinflamacion altera la neurotransmision en el
hipocampo de ratas con EH implicaria la activacion de los receptores de TNF-a e IL-1b
en neuronas, conduciendo a una translocacion de las subunidades de los receptores
AMPA y NMDA vy a la alteracion de la expresion en membrana de sus subunidades.
Comprobamos que en ratas PCS la expresion en membrana de la subunidad GIuR1 de
los receptores AMPA disminuye mientras que la de GIuR2 aumenta. Para los receptores
NMDA, NR1 disminuye y NR2A aumenta en membrana de las ratas PCS. Esto seria
una consecuencia del aumento de IL-1b y TNF-a ya que estos cambios en la expresion
de membrana se revierten cuando el contenido de estas citocinas pro-inflamatorias se
normaliza por el tratamiento con infliximab. Esto esta de acuerdo con un estudio de Lai
et al. (2006) que muestra que la IL-1b reduce la expresion en membrana de la subunidad
GIuR1 de los receptores AMPA en las neuronas del hipocampo (Lai et al., 2006). El
TNF-a también altera la expresion en membrana de los receptores AMPA en hipocampo
(Ogoshi et al., 2005).

Los receptores NMDA y AMPA modulan la potenciacion a largo plazo (LTP) en
hipocampo, considerada la base molecular del aprendizaje y la memoria espacial
(Morris y Frey, 1997). La LTP esta alterada en ratas PCS (Monfort et al., 2007). Los
datos mostrados aqui sugieren que la alteracion de la expresion en membrana de las
subunidades del receptor AMPA y NMDA jugaria un papel importante en el deterioro
de la LTP en ratas PCS, lo que a su vez conduciria a un deterioro del aprendizaje
espacial. La activacion de los receptores de AMPA aumenta el Na® intracelular v,
cuando la subunidad GIUR2 esta ausente, también aumenta el Ca®*. La presencia de la
subunidad GIuR2 evita la entrada de Ca®* (Geiger et al., 1995; Liu y Cull-Candy, 2005).
En las ratas PCS, el aumento de GIuR2 y la disminucion de las subunidades GIuR1 en
membrana reduciré la entrada de Ca?* a través de los receptores AMPA, resultando en
una alteracion de la sefalizacion intracelular y de la neurotransmision, del aprendizaje

espacial y de la memoria. La subunidad GIuR1 es esencial para el aprendizaje espacial
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(Sanderson et al., 2008, 2010), por lo que la alteracion de la expresion en membrana de
GIuR1 y GIuR2 serian los principales contribuyentes al deterioro del aprendizaje
espacial en ratas PCS (Figura 67A).

El tratamiento con infliximab reduce la inflamacion periférica en ratas PCS y la
expresion nuclear de la subunidad p50 de NF-kB, induciendo su translocacion al
nucléolo, lo que le impide activar la transcripcion génica, incluida la de TNF-a e IL-1b.
Stark y Dunlop (2005) demostraron que la compartimentacién sub-nuclear regula la
actividad transcripcional de NF-kB en lineas celulares de cancer. Los tratamientos pro-
apoptopicos translocan la subunidad p65 de NF-kB al nucléolo, reduciendo sus niveles
en el nacleo y disminuyendo la actividad transcripcional de NF-kB. En contraste, los
tratamientos anti-apoptopicos como el TNF-a excluyen la subunidad p65 del nucleolo
(Stark y Dunlop, 2005). En este estudio no se analizaron los efectos sobre la subunidad
p50 de NF-kB. En las ratas PCS, la p50 disminuye en nucléolos y aumenta en el nucleo,
lo que permite una mayor transcripcion de TNF-a e IL-1b. EI tratamiento con infliximab
previene la translocacion de p50 del nucléolo al nucleo, reduciendo su contenido en el
nucleo, lo que reduce la transcripcion de TNF-a e IL-1b. Esto reduce la activacion de
sus receptores en neuronas y normaliza la expresion en membrana de los receptores
AMPA. La normalizacion de la neurotransmision conduce a la recuperacion del
aprendizaje y la memoria espacial (Figura 67B).

En resumen, mostramos que en ratas PCS con HE, la inflamacién periférica conduce a
neuroinflamacién en hipocampo, con un aumento del NF-kB nuclear y de la expresion
de TNF-a e IL-1b, lo que conduce a una neurotransmision alterada debido a la
alteracion de la expresion en membrana de los receptores AMPA y NMDA, lo que
deteriora el aprendizaje espacial y la memoria. Reduciendo especificamente la
inflamacion periférica, utilizando anti-TNF-a, que no atraviesa la barrera
hematoencefalica, se reduce la neuroinflamacion, se transloca NF-kB a los nucleolos, se
normalizan TNF-a e IL-1b y la expresion en membrana de los receptores AMPA y el

aprendizaje y la memoria espacial.

Todos estos datos, tanto en cerebelo como hipocampo, apoyan que el deterioro
cognitivo y motor en ratas con EH es consecuencia de la inflamacion periférica y que el
tratamiento con anti-TNF-a podria ser un nuevo enfoque terapeutico para mejorar la
funcién cognitiva en pacientes con EMH o EH clinica. El tratamiento con infliximab,

ademas no reduce los niveles de amonio. La falta de efecto sobre los niveles de amonio
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indica que los efectos beneficiosos del infliximab en ratas PCS no se deben a una

recuperacion de la funcién hepatica.

Los anti-TNF-o ya estan siendo utilizados en la practica clinica para reducir la
inflamacion periférica en el tratamiento de enfermedades inflamatorias crénicas. Se ha
observado que este tratamiento mejora la funcion cognitiva en pacientes con artritis
reumatoide o sarcoidosis (Raftery et al., 2012; Elfferich et al., 2010) y también en
pacientes con enfermedad de Alzheimer (Tobinick et al., 2008; Cheng et al., 2014). Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que un posible problema del tratamiento con anti-TNF-
a en algunos pacientes es que puede inducir lesion hepética (Parekh et al., 2014; Ghabril
et al., 2013). En cualquier caso, los resultados aqui presentados proporcionan evidencias
experimentales de que la inflamacion periférica es un contribuyente esencial a la
neuroinflamacién en ratas PCS con HE y apoyan que la reduccion de la inflamacion
mediante procedimientos seguros reduciria la neuroinflamacion y mejoraria la funcion
cognitiva y motora en pacientes cirrdticos con EHM. Los resultados también muestran
que la neuroinflamacion y las alteraciones neuroldgicas asociadas son reversibles al
menos en las primeras etapas de la EHM. No esta claro si los efectos también serian
reversibles después de largos periodos de neuroinflamacion. Una neuroinflamacioén mas
sostenida puede desencadenar una serie de cambios en el cerebro que pueden conducir a
alteraciones estructurales e incluso en los peores casos, a degeneracion neuronal, lo que
puede hacer que algunas de las alteraciones sean irreversibles. Sin embargo, teniendo en
cuenta que la mayoria de las alteraciones neuroldgicas en los pacientes con cirrosis
hepéatica y HE son reversibles tras el trasplante hepatico (Atluri et al., 2010), seria de
esperar que el tratamiento con anti-TNF-a también pueda restaurar la mayoria de estas
alteraciones neurolégicas.

Cada vez hay mas evidencias de que muchas enfermedades crénicas y otras situaciones
asociadas con la inflamacion crénica (por ejemplo, cirugias severas) dan como resultado
un deterioro cognitivo leve. Como se propone en las Figuras 66 y 67, el proceso por el
cual la inflamacion periférica conduce a estas alteraciones neuroldgicas implicaria la
induccion de neuroinflamacion en diferentes areas del cerebro. La neuroinflamacion
induciria alteraciones en la neurotransmision que serian responsables de las alteraciones
cognitivas y motoras.

Existen varios mecanismos por los cuales la inflamacion periférica puede ser

transmitida al cerebro para inducir neuroinflamacion. Las citocinas son péptidos
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grandes que no atraviesan facilmente la barrera hematoencefalica (Quan, 2008). Sin
embargo, una via de transmision conocida es a través del transporte activo de ciertas
citocinas permitiendo su entrada en el parénquima cerebral (Banks et al., 1995).
Ademas, las citocinas en sangre pueden activar sus receptores en células endoteliales y
desencadenar la liberacion de factores inflamatorios en el cerebro. Por ejemplo, en ratas
en las que se induce inflamacién periférica por inyeccion de LPS, la IL-6 de la sangre
activa sus receptores en células endoteliales conduciendo a la activacion de STATS3, lo
que aumenta la ciclooxigenasa 2 y PGE2 (proinflamatorias) en la corteza cerebral
(Rummel et al., 2006). También se ha descrito la sefializacion del sistema inmune al
cerebro mediante la activacion del nervio vago aferente asi como la entrada directa de
citocinas en regiones circumventriculares (por ejemplo, el organum vasculosum lateralis
terminalis) debido a la falta de una barrera hematoencefalica intacta en estas areas
cerebrales (D’Mello et al., 2009). En los casos de inflamacion més severa, la infiltracion
en cerebro de células inmunes de la periferia juega un papel importante en la induccion
de neuroinflamacion (Gimenez et al., 2006; Blazevski et al., 2015; Wu et al., 2015).

En las ratas PCS no hemos encontrado infiltracion de células del sistema inmune en
cerebro. Hemos observado que, en las primeras fases después de la cirugia de PCS, la
IL-1B en cerebro se acumula especialmente alrededor de los vasos sanguineos, lo que
sugiere que la activacion de receptores de interleucinas en células endoteliales puede
estar contribuyendo a la induccion de neuroinflamacion.

La identificacién de los mecanismos por los que la inflamacion periférica induce
neuroinflamacion en HE permitiria identificar nuevas dianas terapéuticas para mejorar
la funcion cognitiva y motora. Los datos de esta tesis, junto con resultados anteriores
sobre la utilidad de anti-TNF-a para mejorar la funcion cognitiva en diferentes
patologias sugieren que el anti TNF-a podria mejorarla también en pacientes con EH
minima 6 clinica.

En este trabajo, el tratamiento con infliximab comenzd 2 dias antes de la cirugia de
anastomosis porta-cava. Esto se hizo para evaluar adecuadamente si la
neuroinflamacién es consecuencia de la inflamacién periférica. Si el tratamiento con
infliximab lo hubiéramos iniciado una vez que la inflamacién ya estd presente, es
probable que el proceso que induce la neuroinflamacion ya se hubiera iniciado y habria
resultado dificil discernir la contribucion de la inflamacion periférica. Sin embargo,
aunque el disefio experimental es el adecuado para proporcionar la prueba de concepto

de que la neuroinflamacion es consecuencia de la inflamacién periférica, no es el mas
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apropiado para evaluar la utilidad terapéutica del infliximab para revertir las
alteraciones cognitivas y motoras en pacientes o modelos de EHM. Esto requeriria que
el tratamiento comience después de que las alteraciones cognitivas y motoras ya estén
instauradas. Nuestro grupo ha demonstrado recientemente que tratando las ratas PCS o
hiperamonémicas con sulforafano, sildenafilo 0 GMPc extracelular, tras la aparicién del
deterioro cognitivo, se reduce la neuroinflamacion en hipocampo y cerebelo y se mejora
el deterioro cognitivo y motor (Hernandez et al., 2015 y 2016a,b; Cabrera-Pastor et al.,
2016), apoyando la posible utilidad terapéutica de estos tratamientos. Por otro lado, el
tratamiento con compuestos anti-TNF-a mejora la funcion cognitiva en pacientes con
artritis reumatoide o sarcoidosis (Raftery et al., 2012; Elfferich et al., 2010), lo que
indica que también puede ser beneficioso si se administra después del establecimiento
del deterioro cognitivo. Esto sugiere que el tratamiento con anti-TNF-o también podria
ser beneficioso en pacientes con EHM o EH clinico.

Los resultados anteriores muestran que la neuroinflamacion en hiperamonemia y EHM
puede reducirse mediante diferentes tratamientos que actlan sobre diferentes dianas
iniciales. Todos ellos mejoran la funcion cognitiva y motora en modelos animales.
Otros estudios para evaluar qué tratamiento tiene menos efectos secundarios o efectos
mas beneficiosos o las posibles ventajas de utilizar una terapia de combinacion pueden

conducir a nuevos tratamientos prometedores para EHM y EH clinica.

Los resultados obtenidos en muestras post-mortem de cerebelo de humanos, muestran
que pacientes con diferentes grados de enfermedad hepatica presentan infiltracion de
linfocitos T en las meninges del cerebelo que se asocia con activacion de microglia y
astrocitos y pérdida de neuronas de Purkinje y granulares. Otro hallazgo importante de
este estudio es que estas alteraciones ya estan presentes en pacientes con
esteatohepatitis, antes de alcanzar la cirrosis hepatica. La secuencia de eventos en
cerebelo durante la progresion de la enfermedad hepética se resume en la Figura 68. En
la etapa SH1 de la esteatohepatitis (Figura 68B) hay una infiltracion de linfocitos T
(cuadrado amarillo), principalmente de los subtipos Tfh y Th17, con presencia también
de algunos linfocitos T CD4 + CD28-. Esto se asocia con la activacion de la microglia
(nube marron) y con la degeneracion de las fibras de la glia de Bergman (estrella
marron) en la capa molecular (en naranja), mientras que la sustancia blanca (en blanco)
permanece inalterada. En SH1 ya existe ademas una pequefia reduccion en el nimero de

neuronas de Purkinje (X sobre nucleos azules grandes) y granulares (X sobre nicleos
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azules pequefios) (Figura 68B). En los estadios SH2 y SH3 de esteatohepatitis (Figura
68C) la infiltracion de linfocitos T (cuadrados amarillos) continda aumentando. La
activacion de microglia (nube marrén) y astrocitos (estrella marén) se extiende también
a la sustancia blanca (en blanco) y hay una reduccion adicional en el ndmero de

neuronas de Purkinje (X sobre nucleos azules grandes) (Figura 68C).
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Figura 68. Esquema de cerebelo de paciente sin enfermedad hepatica (A) y del resumen de los cambios
histo-estructurales en paciente con SH1 (B), SH2/SH3 (C) y cirrosis/HE (D). Los detalles se comentan en

el texto.
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En pacientes con cirrosis y EH (Figura 68D) hay una reduccion en el nimero de
linfocitos infiltrados (cuadrado amarillo). La microglia (nube marrén) y los astrocitos
(estrella marrdn) permanecen activados tanto en la capa molecular (en naranja) como en
la sustancia blanca (en blanco) y la pérdida neuronal (X) permanece en niveles similares
a los de pacientes con SH2 y SH3 (Figura 68D).

Estos datos muestran que la neuroinflamacion en el cerebelo se produce en las primeras
etapas de la enfermedad hepética, incluso antes de llegar a cirrosis.

Los escasos estudios previos sobre activacion microglial en enfermedades hepaticas se
han realizado principalmente en pacientes con cirrosis hepéatica avanzada y se han
centrado en la corteza cerebral y la region periventricular (Dennis et al., 2014;
Zemtsova et al., 2011). Dennis et al. (2014) mostraron activacion microglial en la
sustancia blanca y gris y microglia distrofica en la sustancia blanca en la region
periventricular en pacientes con cirrosis hepatica. También mostraron un aumento de la
proliferacion microglial en un grupo de pacientes con EH y una pequefia disminucion de
la densidad neuronal en el giro frontal superior de los pacientes con EH (Dennis et al.,
2014). Zemtsova et al. (2011) mostraron que la microglia se activa en pacientes
cirroticos con EH pero no en aquellos sin EH (Zemtsova et al., 2011). Sin embargo,
debe tenerse en cuenta que la activacion microglial se analiz6 mediante western blot
cuantificando el contenido de IBAL en la corteza cerebral. Este procedimiento no es lo
suficientemente sensible para detectar todos los grados de activacion microglial. Por
otra parte, el analisis se realizé s6lo en corteza cerebral donde la neuroinflamacion es
mucho menos evidente que en cerebelo durante la hiperamonemia y el fallo hepatico
cronico (Rodrigo et al., 2010). Las ratas con hiperamonemia crénica o con insuficiencia
hepatica y EH debida a la ligadura del conducto biliar muestran una fuerte
neuroinflamacién y activacién microglial en cerebelo, pero no en la corteza prefrontal,
que permanece inalterada (Rodrigo et al., 2010). Otras partes de la corteza cerebral sélo
muestran ligeras alteraciones (Rodrigo et al., 2010). El hecho de que los estudios
previos se hayan realizado en la corteza cerebral puede explicar el menor grado de
activacion microglial descrito en los estudios citados en comparacion con el presente
trabajo, que muestra neuroinflamacion y alteraciones neuronales notables en cerebelo
incluso antes de que la enfermedad progrese a cirrosis.

La induccidon de la neuroinflamacion en el cerebelo en las primeras etapas de la

enfermedad hepatica esta de acuerdo con estudios que muestran que otras alteraciones
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tempranas de la enfermedad hepatica también ocurren en el cerebelo antes que en otras
areas cerebrales. (Felipo et al., 2014). Por ejemplo, la medicion no invasiva del flujo
sanguineo en cerebelo detecta la presencia de EHM antes que las pruebas psicométricas
(Felipo et al., 2014). El flujo sanguineo aumenta en el hemisferio cerebeloso (pero no en
otras regiones cerebrales) en pacientes cirroticos con o sin EHM, lo que indica que el
cerebelo es el &rea cerebral mas sensible, que las alteraciones funcionales en cerebelo se
producen antes que en otras areas del cerebro y antes de que se reflejen en el deterioro
de las funciones neuroldgicas evaluadas por la bateria de test psicométricos PHES,
utilizada para detectar la EHM (Felipo et al., 2014). Que la alteracion del cerebelo en
pacientes con enfermedad hepatica ocurre de forma temprana es apoyado también por
estudios que muestran que varias funciones moduladas por el cerebelo se deterioran en
los pacientes clasificados como sin EHM por la bateria PHES. Butz et al. (2010)
mostraron que la ataxia, el temblor y la desaceleracion de los movimientos de los dedos
son marcadores tempranos de la disfuncion cerebral en los pacientes con cirrosis,
incluso antes de que las alteraciones neuropsicométricas sean detectables con el PHES.
La coordinacion bimanual y visuo-motora también se deterioran en los pacientes
clasificados como sin EHM por el PHES (Felipo et al., 2012a; Gimenez-Garzo et al.,
2017). Todas estas funciones motoras son moduladas principalmente por el cerebelo,
apoyando la idea de que el cerebelo es el area cerebral que se afecta de forma més
temprana en la enfermedad hepatica. Esto concuerda con la fuerte neuroinflamacion en
cerebelo observada en este trabajo en las primeras etapas de la enfermedad hepatica.
Otro hallazgo importante de este trabajo es el hecho de que la infiltracion de linfocitos,
la activacion glial y la pérdida neuronal pueden observarse ya en pacientes en estadios
tempranos de esteatohepatitis. A pesar de que la EH y la EHM se evalGan generalmente
en pacientes con cirrosis hepatica, el deterioro cognitivo leve también se ha observado
en pacientes con esteatohepatitis no alcoholica (NASH) que muestran altos niveles de
amonio e inflamacion periférica (Felipo et al., 2012b). Esto concuerda con el aumento
de la neuroinflamacion observada aqui en el cerebelo de los pacientes con
esteatohepatitis, incluso antes de llegar a la cirrosis hepatica.

Los datos también muestran pérdida neuronal en las capas de Purkinje y granular de
cerebelo ya en pacientes con estadios tempranos de esteatohepatitis. Generalmente se
considera que la insuficiencia hepatica no estd asociada con neurodegeneracion o
pérdida neuronal. Sin embargo, hay un buen nimero de estudios que muestran pérdida

neuronal, especialmente en cerebelo. Esto ha sido descrito por varios grupos en la
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Ilamada "degeneracion hepatocerebral adquirida™ en pacientes con enfermedad hepética
cronica, que muestran perdida neuronal en ganglios basales, corteza cerebral y cerebelo
(Finlayson et al., 1981; Park et al., 2004; Melzer et al., 2004). La degeneracion
cerebelosa, con pérdida de neuronas de Purkinje, también se encontré en 20 de 36
pacientes que murieron con cirrosis hepatica y EH (Kril et al., 1997). La pérdida
neuronal, especialmente en el cerebelo, es por lo tanto mas frecuente de lo que se
supone en la enfermedad hepética. Se muestra aqui por primera vez que la pérdida de
neuronas de Purkinje y granulares también se produce en las primeras etapas de la
esteatohepatitis.

La pérdida neuronal en la enfermedad hepética puede explicar por qué la recuperacion
de las funciones neuroldgicas no es completa después del trasplante hepéatico en
pacientes con EHM o EH (Mechtcheriakov et al., 2004; Sotil et al., 2009; Campagna et
al., 2014). Mechtcheriakov et al. (2004) mostraron que la mejoria de los déficits visuo-
motores después del trasplante hepéatico es incompleta en pacientes con EHM. La
coordinacion visuo-motora se modula por el cerebelo (Miall et al., 2001). La pérdida de
las neuronas de Purkinje y granulare observadas aqui no se recuperaria tras el trasplante
hepatico, lo que explicaria la recuperacion incompleta de algunas funciones moduladas
por el cerebelo, como la coordinacion visuo-motora (Miall et al., 2001).

El presente estudio también proporciona algunas nuevas ideas sobre los mecanismos
subyacentes a la pérdida neuronal y neuroinflamacion durante la enfermedad hepatica
cronica. En la figura 52B se muestra una microglia que fagocita una neurona de
Purkinje. Las microglia eliminan neuronas muertas o en degeneracion. Sin embargo, la
microglia también puede fagocitar neuronas vivas, causando muerte neuronal. Este
proceso ha sido denominado "fagoptosis" (Brown et al., 2014). Hemos observado un
namero relevante de neuronas de Purkinje fagocitadas por microglia. Esto sugiere que la
"fagoptosis" es un mecanismo relevante que conduce a la pérdida neuronal en el
cerebelo durante la enfermedad hepatica cronica. La fagoptosis puede ser
desencadenada por la inflamacion (Brown et al., 2014). El estrés inflamatorio o niveles
moderados de peroxinitrito pueden inducir que las neuronas expongan la
fosfatidilserina, dando como resultado la fagocitosis de neuronas estresadas pero viables
(Brown et al., 2014). Nuestro grupo ha propuesto que el aumento de la formacion de
peroxinitrito mediaria los efectos sinérgicos de la hiperamonemia y la inflamacion sobre
el deterioro cognitivo y motor en pacientes con EHM (Gimenez-Garzo et al., 2015).

Ademas, la microglia activada y los astrocitos liberan factores proinflamatorios. Por lo
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tanto, es probable que el aumento de la inflamacion y del peroxinitrito promueva la
"fagoptosis" de las neuronas vivas en cerebelo durante la enfermedad hepatica cronica.
Los resultados mostrados también sugieren que la activacion glial se desencadena por la
infiltracion de los linfocitos T. No observamos infiltracion relevante de linfocitos B.

La infiltracion de linfocitos en el espacio meningeo también ocurre en pacientes con
esclerosis multiple (EM), contribuyendo a procesos neuroinflamatorios en las primeras
etapas de la EM (Pikor et al., 2016) y correlacionando también con la progresion clinica
acelerada de la enfermedad (Howell et al., 2011). Como se muestra aqui para los
pacientes con enfermedad hepaética cronica, los linfocitos Tfh (Dos Passos et al., 2016) y
Th1l7 (Fan et al., 2015) también constituyen una parte relevante de los linfocitos
infiltrados en la EM, desempefiando un papel en su patogénesis (Pikor et al., 2016;
Howell et al., 2011; Dos Passos et al., 2016; Fan et al., 2015). Sin embargo, en la EM,
los infiltrados meningeos también contienen grandes cantidades de linfocitos B y
forman estructuras similares a los foliculos que contribuyen a la desmielinizacion (Pikor
et al., 2016; Haugen et al., 2014). En este estudio no encontramos cantidades relevantes
de linfocitos B en las meninges de pacientes con enfermedad hepatica cronica. Esto
puede explicar las diferentes consecuencias estructurales y neuroldgicas inducidos por
la EM y la enfermedad hepética.

Observamos infiltracién principalmente de linfocitos Th17 y Tfh. Para infiltrarse en el
cerebro, los linfocitos T deben activarse primero en la sangre periférica (Engelhardt y
Ransohoff, 2005). Una vez activados, se dividen y se diferencian a distintos subtipos,
incluyendo Thl, Th2, Thl7, Th22, iTreg o Tfh, que segregan diferentes citocinas para
facilitar diferentes tipos de respuestas inmunes (Gutcher y Becher, 2007). La infiltracién
de los linfocitos Th17 y Tfh encontrada en las meninges sugiere que, en la enfermedad
hepética crénica, los linfocitos T activados se diferencian principalmente a Th17 y Tfh.
De acuerdo con esta hipotesis, ya se ha descrito una expansion de los linfocitos Thl7 y
Tth en cirrosis biliar primaria (Fenoglio et al., 2012; Wang et al., 2015). Los Th17
también se expanden en pacientes con enfermedad hepética grasa no alcohdlica, se
infiltran en el higado, correlacionando con la progresion a esteatohepatitis (Rau et al.,
2016; Chackelevicius et al., 2016). Aqui se muestra que los linfocitos Th17 no sélo se
infiltran en el higado, sino también en las meninges de pacientes con esteatohepatitis. Se
ha demostrado que en la encefalitis autoinmune experimental, un modelo animal de
esclerosis multiple, las células Th17 remodelan el estroma de las meninges cerebrales,

induciendo cambios en el microambiente meningeo (citocinas, quimiocinas, proteinas)
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que inducen el reclutamiento y el mantenimiento de células inflamatorias en el cerebro
(Pikor et al., 2015). La infiltracién de Th17 en las meninges seria por lo tanto un
contribuyente esencial en la induccién y mantenimiento de la neuroinflamacién en
cerebelo de pacientes con esteatohepatitis y cirrosis hepatica.

En resumen, encontramos que los pacientes con enfermedad hepatica cronica muestran
infiltracion de linfocitos Th17 y Tfh en las meninges del cerebelo ya en las primeras
etapas de la esteatohepatitis. La infiltracion de linfocitos T se asocia con la activacion
de microglia y astrocitos, primero en la capa molecular y posteriormente en la sustancia
blanca del cerebelo. La microglia activada es responsable de la fagocitosis de neuronas,
causando la pérdida de la neuronas de Purkinje granulares.

Nuestro grupo realiz6 un estudio con pacientes con distintas enfermedades hepaticas y
dermatoldgicas y con distintos grados de hiperamonemia e inflamacion periférica. Los
resultados mostraron que 5 de los 11 pacientes con NASH presentaban deterioro
cognitivo leve (Felipo et al., 2012b). En esta tesis, se ha demostrado que los pacientes
con esteatohepatitis ya presentan infiltracion de linfocitos T en meninges,
neuroinflamacién y pérdida neuronal en cerebelo, lo que explicaria por qué se observa
deterioro cognitivo leve en pacientes con NASH. Por tanto nuestros resultados sugieren
que seria necesario realizar los test psicométricos para diagnosticar la EHM ya en
pacientes con esteatohepatitis. Ademas de la bateria PHES, también seria conveniente
utilizar otros tests que evaltan mas finamente las funciones moduladas por el cerebelo
como por ejemplo la coordinacion visuo-motor o bimanual que se ha visto que estan
alteradas en pacientes sin EHM y pueden detectar la EHM de forma mas sensible
(Felipo et al., 2012a; Gimenez-Garz0 et al., 2017). El diagnostico temprano de la EHM

permitiria tratar los pacientes y mejorar, prevenir o retrasar el deterioro neurolégico.
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CONCLUSIONES

En ratas PCS, el fallo hepatico inducido quirdrgicamente por anastomosis porta-
cava induce inflamacion periférica, con aumento de los factores proinflamatorios
IL-6, IL-17 y PGE2 y disminucion de la IL-10 antiinflamatoria.

La inflamacién periférica induce en ratas PCS neuroinflamacion en cerebelo,
con activacion de microglia y astrocitos y aumento de TNF-a e IL-1b en
sustancia blanca.

La neuroinflamacion altera la neurotransmision GABAGérgica en cerebelo de
ratas PCS aumentando la expresion en membrana del transportador de GABA
GAT3 en astrocitos activados lo que conduce a un aumento del GABA
extracelular. Este aumento es la causa de la incoordinacion motora y de la
disminucion de la capacidad de aprender la tarea en el laberinto en Y en ratas
PCS.

La reduccién de la inflamacién periférica por tratamiento con infliximab
previene la neuroinflamacién y normaliza la neurotransmision GABAérgica en
cerebelo y restaura la coordinacion motora y la capacidad de aprender la tarea en
el laberinto en Y. Esto indica que la inflamacién periférica es un contribuyente
esencial al deterioro de la coordinacion motora y de la capacidad de aprender la
tarea en el laberinto en Y en ratas PCS.

Las ratas PCS muestran neuroinflamacion en hipocampo con activacion de
microglia que induce una disminucién de NF-kB en nucléolos y un aumento en
el nacleo de neuronas en hipocampo, lo que activa la transcripcién de TNF-a e
IL-1b.

El aumento del contenido de TNF-a e IL-1b y la activacion de sus receptores
alteraria la neurotransmision en hipocampo de ratas PCS alterando la expresion
en membrana de los receptores AMPA y NMDA. Esto contribuye al deterioro
del aprendizaje espacial.

El tratamiento de ratas PCS con infliximab reduce la inflamacion periférica, la
neuroinflamacion y el contenido nuclear de la subunidad p50 de NF-kB,
induciendo su translocacion al nucléolo, reduciendo la transcripcion de TNF-a e
IL-1b. Esto normaliza la expresién en membrana de los receptores AMPA y

NMDA, restaurando el aprendizaje y la memoria espacial en ratas PCS.
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8.

10.

11.

12.

Reducir la inflamacion periférica con anti-TNF-a o por otros procedimientos
seguros podria ser un nuevo enfoque terapéutico para mejorar la funcion
cognitiva y motora en pacientes con EMH o EH clinica.

Los pacientes con enfermedad hepatica crénica presentan neuroinflamacion y
degeneracion neuronal en cerebelo. Estos cambios se producen en las primeras
etapas de la enfermedad, incluso antes de llegar a cirrosis: los pacientes con
esteatohepatitis ya muestran infiltracion de linfocitos T en meninges, activacion
de microglia y de astrocitos, degeneracion de fibras radiales de la glia de
Bergman y pérdida de neuronas granulares y de Purkinje.

La infiltracion de linfocitos T, principalmente Thl7 y Th foliculares, en
meninges de cerebelo podria ser el mecanismo por el que el fallo hepético
induce la neuroinflamacion en cerebelo.

La neuroinflamacidén comienza antes en capa molecular que en sustancia blanca.
La microglia activada de la capa molecular seria la responsable de la perdida de
neuronas en la capa granular y de Purkinje en pacientes con esteatohepatitis.
Esto explicaria el deterioro cognitivo leve observado en estudios previos en
pacientes con esteatohepatitis no alcohdlica.

Nuestros resultados sugieren que se deberian realizar los test psicométricos para
diagnosticar la EHM ya en pacientes con esteatohepatitis. El diagndstico
temprano de la EHM permitiria tratar los pacientes y mejorar, prevenir o retrasar

el deterioro neuroldgico.
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