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1. Resumen

La encefalopatia hepatica (EH) es un trastorno neuropsiquiatrico asociado con
enfermedades hepaticas cronicas, caracterizado por alteraciones motoras y cognitivas.

En este estudio, se evaluo el efecto del acetato de leuprolida (AL) sobre las alteraciones
cerebelares e hipocampales en un modelo experimental de EH inducido por anastomosis
portocava. Las pruebas de funcion motora y cognitiva mostraron déficits significativos
en la coordinacion motora, aprendizaje y memoria en el grupo sin tratamiento, junto
con una disminucion en la densidad celular tanto en cerebelo como en hipocampo. En
contraste, los animales tratados con AL mostraron una mejora en su desempefio. A nivel
molecular, el grupo tratado mostré un aumento en la expresion de espinofilina, tubulina
y NF200, indicadores de neuroregeneracion, asi como una disminuciéon en la
astrogliosis y neuroinflamacion, evidenciado por el decremento de GFAP e Ibal y los
marcadores TNFa, IL6 e iNOS. Ademéas de incrementar los niveles de IL10, lo que
sugiere un efecto antiinflamatorio. Finalmente, el restablecimiento de la expresion del
factor neurotréfico BDNF, asi como la sinaptofisina y las subunidades de receptor a
glutamato NR1 y NR2A, indican una mejora en la neurotransmision. Estos hallazgos
sugieren que el acetato de leuprolida ejerce efectos neurotroficos en la EH al mejorar
las funciones motoras y cognitivas, reducir la neuroinflamacion y promover la

plasticidad neuronal en el cerebelo y el hipocampo.
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2. Abstract

Hepatic encephalopathy (HE) is a neuropsychiatric disorder associated with chronic
liver disease, characterized by motor and cognitive impairments. This study
investigated the effects of leuprolide acetate (LA) on cerebellar and hippocampal
alterations in an experimental model of HE induced by portocaval anastomosis. Motor
and cognitive function tests revealed significant deficits in motor coordination, learning,
and memory in the untreated group, along with a reduction in cell density in both the
cerebellum and hippocampus. In contrast, LA-treated animals exhibited improved
performance. At the molecular level, the LA-treated group showed increased expression
of spinophilin, tubulin, and NF200, key markers of neuroregeneration. Additionally,
there was a notable reduction in astrogliosis and neuroinflammation, evidenced by
decreased levels of GFAP, Ibal, and the pro-inflammatory markers TNFa, IL6, and
INOS. Conversely, IL10 levels were elevated, suggesting a potential anti-inflammatory
effect. Furthermore, the restoration of brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
expression, along with increased levels of synaptophysin and glutamate receptor
subunits NR1 and NR2A, indicate enhanced neurotransmission. These findings suggest
that leuprolide acetate exerts neuroprotective and neurotrophic effects in HE by
improving motor and cognitive function, reducing neuroinflammation, and promoting

neuronal plasticity in the cerebellum and hippocampus.
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3. Introduccion

3.1. Higado y sus caracteristicas

El higado es la glandula mas grande del cuerpo de los mamiferos, en ¢l se desarrollan
distintas funciones como metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas,
detoxificacion de agentes nocivos, fagocitosis, almacenamiento y activacion de
vitamina D (Tortora y Derrickson, 2013). Se organiza en l6bulos hepaticos distribuidos
de forma hexagonal, los cuales estan compuestos por una vena central situada en la zona
media y en las esquinas dispuestas de manera radial se encuentran las triadas portales,
que consisten en la vena porta, arteriola hepatica y conducto biliar (Gebhardt y Matz-
Soja, 2014). La vena porta recibe la circulacion del intestino delgado y la mayoria
proveniente del intestino grueso, bazo y pancreas; los sinusoides llevan la sangre desde

la vena porta y la arteria hepatica a la vena central (Soto-Guti€rrez et al., 2017).

Figura 1. Estructura histologica del higado.
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El higado estd compuesto por distintos tipos celulares, cada uno con sus caracteristicas
fenotipicas, funciones y topografia especificas, entre los cuales podemos encontrar
células parenquimatosas como los hepatocitos, y las no parenquimatosas que
comprenden a las endoteliales, de Kupffer y las estrelladas hepaticas. Las células
endoteliales constituyen el revestimiento de los capilares, contienen pequefias aperturas
para permitir la libre difusion de sustancias entre la sangre y la superficie de los
hepatocitos. Por otro lado, las células de Kupffer son macroéfagos con una capacidad
endocitica; son potentes mediadores de la respuesta inflamatoria mediante la secrecion
de distintos factores bioactivos y juegan un papel importante en la defensa inmune
(Bouwens, et al., 1992). Las células estrelladas hepdaticas son responsables del
almacenamiento de vitamina A y participan en el desarrollo de fibrosis como respuesta
a un dafo cronico, ya que adquieren capacidad contractil proinflamatoria y

profibrogénica (Ishibashi, 2009).

Figura 2. Células hepaticas

Los hepatocitos juegan un papel fundamental tanto en la sintesis y degradacion de
numerosas biomoléculas endégenas, como en la conversion y desintoxicacion de
compuestos xenobidticos. Con base en la ubicacion de los vasos sanguineos, los

hepatocitos se dividen en dos subpoblaciones: periportales y perivenosos. Los
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periportales reciben un alto flujo sanguineo rico en oxigeno, hormonas y sustratos, ya
que poseen un alto nivel de actividad metabolica, mientras que en los perivenosos se
encuentran las enzimas necesarias para el metabolismo energético, la B-oxidacion,
catabolistmo de aminoacidos y gluconeogénesis (Braeuning et al., 2006). Los
hepatocitos son las células mas abundantes en el higado, ya que comprenden mas del
80% de la poblacion por lo que son el primer blanco en los procesos de lesion,
generando su perdida y por consiguiente la alteracion de la arquitectura y funcion del

tejido hepatico dando pie a la aparicion de fibrosis.

La fibrosis resulta de la respuesta del higado ante lesiones, cuando estas son agudas, las
células del parénquima se regeneran, reemplazando a las células apoptéticas. Sin
embargo, si la lesion persiste, la regeneracion hepatica falla produciéndose entonces la
acumulacion de coldgena 1. En el desarrollo de la fibrosis, se lleva a cabo una compleja
cascada de mecanismos entre diferentes tipos celulares, en primer lugar, los hepatocitos
liberan especies reactivas de oxigeno (ROS) e inducen el reclutamiento de leucocitos
por las c€lulas inflamatorias. Las células inflamatorias activan a las células estrelladas
hepaticas (CEH) para secretar la colagena. Las CEH activadas liberan quimosinas
proinflamatorias, ademas de expresar moléculas de adhesion celular y modular la
activacion de linfocitos, mientras que las células de Kupffer, que tienen un papel
importante en la inflamacion, liberan ROS y citocinas. Ademas, los cambios producidos
en la composicion de la matriz extracelular pueden estimular la fibrogénesis, por
ejemplo, la colagena tipo IV y el fibrindgeno son capaces de estimular a las CEH
residentes por la activacion del TGF-B1 (Bataller y Brenner, 2005). El inicio de la
fibrosis hepatica causa una serie de manifestaciones clinicas como la ascitis, la falla

renal, el sangrado visceral, la hipertension y encefalopatia hepatica (Ishibashi, 2009).
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Figura 3. Mecanismo de la fibrosis hepatica

3.2.  Encefalopatia hepatica

La encefalopatia hepatica (EH) es una disfuncion cerebral secundaria a cirrosis, falla
hepatica y/o derivaciones portosistémicas que se manifiesta en anomalias neuroldgicas
como cambios en la personalidad, déficit de atencion, disturbios en el suefio y memoria
espacial, anormalidades sensoriales y psicomotoras, alteracion de la funcion cognitiva;
y en condiciones cronicas puede causar coma o muerte. Pacientes que desarrollan esta
enfermedad tienen un mal pronéstico y generalmente se consideran candidatos a

trasplante de higado (Franga et al., 2019).
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La EH se clasifica de manera clinica de acuerdo con lo establecido por la ISHEN en
tipo A, By C. El tipo A es causado por insuficiencia hepatica aguda con un comienzo
rapido de necrosis de hepatocitos e inflamacion severa sin un dafio preexistente en el
higado. El tipo B se encuentra relacionado a una derivacion porto sistémica en ausencia
de falla o enfermedad hepatica y por ultimo el tipo C se asocia con enfermedad hepatica

cronica (cirrosis o fibrosis severa), (DeMorrow ef al., 2021).

Adicionalmente, puede clasificarse siguiendo los criterios de West Haven que organiza
cinco diferentes estadios en funcion del grado de severidad clinico, el primero se conoce
como EH minima (EHM), la cual se distingue por presentar alteraciones psicométricas
o neuropsicoldgicas y sin evidencia clinica de cambios mentales, el grado I se
caracteriza por ligera falta de alertamiento, euforia o ansiedad, acortamiento del tiempo
de atencion, dificultad para realizar sumas o restas matematicas e inversion del ritmo
del suefio; el grado II se determina por sintomas como letargia o apatia, desorientacion
en tiempo, cambio de personalidad obvio, comportamiento inapropiado, dispraxia y
asterixis, en el grado III se presentan sintomas desde somnolencia a estupor, confusion,
desorientacion, comportamiento bizarro, y finalmente el grado IV corresponde a un
estado de coma (Morcillo-Mufioz et al., 2020). La encefalopatia hepatica grado I se
conoce como encubierta mientras que los grados II, IIl y IV se clasifican como

manifiesta (Romero-Goémez et al., 2007).

Tabla 1. Clasificacion de la EH de acuerdo el grado de severidad

Clasificaciéon ISHEN Descripcion

Minima Encubierta Alteraciones psicométricas o
neuropsicologicas.

| -Euforia o ansiedad
-Somnolencia diurna (inversion del ritmo
del suefio)
-Acortamiento del tiempo de atencion
-Insomnio
-Dificultad para sumar o restar
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11 Manifiesta -Desorientacion en tiempo
- Letargia o apatia
-Cambio de personalidad
-Asterixis
-Dispraxia

11 -Responde a estimulo
Somnolencia a estupor
-Confusion
-Desorientacion

v Coma

Se estima que, a nivel mundial los casos de EH manifiesta sucede en aproximadamente
30-40% de los pacientes cirroticos y la EH minima ocurre en alrededor del 20 al 80%
de los casos (EI-Marasy, El Awdan, y Abd-Elsalam, 2019). En México existen alrededor
de 100,000 a 200,000 pacientes cirroticos y 70 de cada 100 pacientes con cirrosis padece
alguno de los cuatro grados de encefalopatia hepatica y 30% de ellos fallece por esta

complicacion (Ramirez-Palma, Mufioz-Hernandez y Melchor-Lopez, 2016).

3.3. Progresion de la encefalopatia hepatica

Actualmente se conoce que la progresion de la EH ocurre a partir de la sinergia entre la
hiperamonemia, la inflamacion y la neuroinflamacion, desencadenando las alteraciones
caracteristicas que ocurren durante la enfermedad (Cabrera-Pastor et al., 2019), (Figura
1). Shawcross y colaboradores en el 2004 provocaron hiperamonemia en pacientes
cirrdticos causando el deterioro de las funciones cognitivas cuando los pacientes
presentaban inflamacidn, pero no cuando esta desaparecia. Estos datos indican que la
inflamacién agrava las alteraciones producidas por el aumento de amonio en sangre.
Adicionalmente se ha visto que ratas con hiperamonemia cronica sin fallo hepatico
presentan activacion de la microglia y neuroinflamacion en el cerebelo; y que el
tratamiento de estas con un antinflamatorio restaura las funciones cognitivas, sugiriendo
que la neuroinflamacion ocasionada por la hiperamonemia juega un papel determinante

en el deterioro neurolégico durante la EH (Felipo, 2013).
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Figura 4. Efecto sinérgico de inflamacion periférica, neuroinflamacion e hiperamonemia en la
induccion de EH.

3.3.1. Hiperamonemia

En condiciones saludables, el higado tiene la funcion de metabolizar el amonio derivado
de la degradacion de proteinas en la mucosa intestinal a urea y glutamina, esto mediante
la accion de enzimas glutamato deshidrogenasa y glutaminasa en el ciclo de la urea, sin
embargo, cuando existe fallo hepatico, el proceso de detoxificacion no se lleva a cabo
correctamente y se elevan sus niveles en sangre ocasionado hiperamonemia sistémica

(Morcillo-Muiioz et al., 2020).

El amonio es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE) aumentando su
concentracion en el cerebro y ya que en este no se produce el ciclo de la urea, el tnico
sitio del sistema nervioso central (SNC) donde ocurre la detoxificacion de esta toxina
es en los astrocitos (Lu et al., 2020). Los astrocitos son células gliales del SNC presentes
en la corteza cerebral cuya funcion es la de proporcionar apoyo fisico y metabolico a
las neuronas, incluyendo la regulacion del metabolismo energético, eléctrico

aislamiento, regulacion de neurotransmisores, homeostasis de red, equilibrio i6nico
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extracelular y proteccion frente a neurotoxinas (Ochoa-Sanchez et al., 2021). El
metabolismo del amonio en dichas células ocurre por medio de la conversion de
glutamato y amonio a glutamina en una reaccién que consume ATP, y que es catalizada
por la glutamina sintetasa. La glutamina resultante de esta reaccion es liberada al
espacio extracelular para ser capturada por las terminales neuronales. En las neuronas
la enzima glutaminasa cataliza la transformacion de glutamina a glutamato para
liberarlo desde la terminal presinaptica. Posteriormente, el glutamato es recapturado
rapidamente por transportadores de aminoéacidos para reincorporarlo en los astrocitos y

repetir el ciclo (Sepehrinezhad et al., 2020).

Figura 5. Metabolismo del amonio en los astrocitos.

El incremento acelerado de la concentracion intracelular de amonio en los astrocitos se
ha relacionado con un incremento del gradiente osmético, esto ocurre debido a la
sobreexpresion de proteinas como acuaporina IV, la cual se encuentra en la membrana
de los astrocitos ocasionando un aumento en el flujo de liquido hacia el medio
intracelular, disminucion en la expresion de la proteina acida fibrilar glial (GFAP) y
sobreexpresion de los receptores de benzodiacepinas, todos elementos implicados en el

desarrollo de la inflamacion y alteraciones morfologicas de los astrocitos (Rojo et al.,
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2007). Dichas alteraciones se caracterizan por el desarrollo de un gran ntcleo, nucléolo
prominente y marginacion del patron de cromatina, estos astrocitos dafiados se asemejan

estructuralmente a los astrocitos del Alzheimer tipo II.

Actualmente se desconoce el papel que juegan los astrocitos del Alzheimer tipo Il en la
progresion de la EH, sin embargo, debido a que participan en funciones clave para la
homeostasis neural podrian estar asociados a la disfuncion neuronal. Este tipo de
astrocitos dafnados se han reportado en pacientes cirroticos sin EH, lo que sugiere que
la hiperamonemia por si sola promueve la formacion de estos; en ratas con ligadura de
conducto biliar (BDL) con dieta rica en amonio se observd una mayor presencia de
astrocitos del Alzheimer tipo II y coordinacion motora alterada en comparacion con
ratas con BDL y dieta normal (Jover et al., 2006). Experimentos en ratas con
hiperamonemia inducida por tioacetamida (TAA) mostraron que la toxicidad del
amoniaco en los astrocitos est4 relacionada con el deterioro de la integridad neuronal,
lo que afecta la funcion sindptica. Como se menciond anteriormente, se ha demostrado
que el edema cerebral se debe la inflamacion de los astrocitos. Por lo tanto, la
inflamacion/disfuncion de los astrocitos deteriora significativamente la comunicacion
neuronal, lo que resulta en disfuncion, deterioro y eventualmente neurodegeneracion

(Ochoa-Séanchez et al., 2021).

Ademas, se ha reportado que la toxicidad por amonio estd asociada con una reduccion
de la proteina acida fibrilar glial cerebral (GFAP); en un estudio post mortem de
muestras cerebrales de pacientes con HE se observo la disminucion de GFAP en los
ganglios basales, la corteza cerebral, el talamo y la sustancia blanca subcortical
(Sepehrinezhad et al., 2020). Tomando en consideracion que GFAP es una proteina del
citoesqueleto en los astrocitos implicada en la regulacion de la motilidad y la forma de

los astrocitos, el amoniaco podria estar relacionado con el deterioro de la estructura y
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funcion de estos y, en consecuencia, la integridad sinaptica y el rendimiento

neurologico.

3.3.2. Inflamacion periférica

El higado posee un papel importante en la inmunidad del organismo contra agentes
infecciosos provenientes del tracto gastrointestinal; ya que permite a las células del
sistema inmune neutralizarlos mientras el flujo sanguineo atraviesa del parénquima
hepatico hasta el sistema venoso portal (Bleibel y Al-Osaimi, 2012); durante fallas
hepaticas esta funcion se ve alterada, permitiendo la entrada de agentes infecciosos a la
circulacion sanguinea y dando como resultado un estado crénico de inflamacion
regulado por la liberacion sistémica de citocinas proinflamatorias que incluyen al factor
de necrosis tumoral o (TNF-a), interleucina 1B (IL-1PB), interleucina 6 (IL-6),
interleucina 8 (IL-8) e interleucina 12 (IL-12), (Aldridge et al., 2015).
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Figura 6. Respuesta inmune durante la EH

Los efectos de las moléculas proinflamatorias sistémicas provocan la activacion de las
células de la microglia, hecho que conlleva a la infiltraciéon de células del sistema
inmune periférico en el SNC, especificamente de células T, las cuales al ser capaz de
migrar hacia el SNC, diferenciarse en distintos subtipos (Th1, Th2, Th17, Th22 o Tth)
y secretar distintas citocinas en el cerebro como TNF-o, IL-1B, IL-6 permiten el

establecimiento de la neuroinflamacion (Cabral-Pastor et al., 2019).

Existen distintos reportes que han relacionado la gravedad de la EH con un incremento

en los niveles plasmaticos de citocinas. Existe una relacion entre los niveles séricos de
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TNF-a y el grado de severidad de la encefalopatia hepatica en pacientes con fallo
hepatico crénico (Odeh et al., 2004). Montoliu y colaboradores en el 2009 mostraron
que la IL-6 e IL-18 estan aumentadas en pacientes cirroticos con EHM comparadas con
pacientes sin EHM y que los pacientes con niveles mas altos de estas interleucinas IL-
6 e IL-8 presentaron un peor resultado en la bateria de pruebas psicométricas realizadas
en el estudio, sugiriendo que alteraciones relacionadas con la IL-6 e IL-18 podrian

contribuir al deterioro cognitivo durante la EH.

3.3.3. Neuroinflamacion

La microglia son células residentes en el SNC que desempefian un papel importante en
la respuesta inflamatoria a cambios patoldogicos como infecciones, traumatismos,
tumores, dafios tisular o isquemia. Estas células cumplen varias funciones dentro del
organismo como el reconocimiento de patogenos, fagocitosis, presentacion de antigenos
y remodelacion de sinapsis. En respuesta a variaciones en el medio ambiente, las células
microgliales pueden ser activadas por medio de cambios en su morfologia y funcion.
Su activacion se divide en dos tipos: M1 clasico y M2 alternativa. En la activacion M1,
las células microgliales pueden volverse hiperramificadas o ameboides/fagociticas y
sintetizar moléculas proinflamatorias IL-1B, TNF-o e IL-6, radicales superoxidos,
glutamato, oxido nitrico (NO) y, en Ultima instancia, eliminar infecciones y reparar
tejidos. La M2, puede ser desencadenada por citocinas como 1L-4, IL-13 o IL-25, IL-
10, factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), factor de crecimiento transformante
B (TGF-PB) y factores neurotroficos que facilitan la curacion y delimitacion las lesiones

neuronales (Réus et al., 2015).

El principal promotor de la neuroinflamacion en muchas condiciones patologicas,
incluyendo la hiperamonemia crénica y la EH es la microglia (Cabrera ef al., 2016). La
activacion de la microglia estd asociada con dafio neuronal en pacientes con falla

hepatica cronica ya que presentan neurodegeneracion en células de Purkinje y capa
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granular en el cerebelo como consecuencia de la activacion M1. Dennis et al., 2014 al
analizar el cerebro post mortem de pacientes con cirrosis alcoholica y EH, reportd que
50% de los pacientes presentaron microglia activada con morfologia hipertrofiada y
cuerpos celulares cortos y engrosados. Esto sugiere que la proliferaciéon microglial
puede formar parte de una respuesta neuroprotectora temprana ante la EH, sin embargo,
este mecanismo falla en el curso de la enfermedad producto del contenido de amoniaco

cerebral alto y de que la inflamacion sistémica permanece.

Figura 7. Alteraciones en cerebelo durante la EH.

En modelos animales de encefalopatia hepatica se ha reportado que la neuroinflamacion
en el cerebelo e hipocampo conlleva a la activacion de la microglia y astrocitos, ademas
de incrementos en los niveles de IL-1B y TNF-a (Cabrera et al., 2019). El
establecimiento de la neuroinflamacion y activacion de la microglia se ha relacionado
al deterioro cognitivo, Cauli y colaboradores en 2007 mostraron que ratas con
anastomosis porto-cava (APC), presentan neuroinflamacion y una capacidad reducida
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para aprender una tarea en el laberinto en Y, y que esta capacidad podia ser restaurada
al iniciar tratamiento con un antinflamatorio como el ibuprofeno. Este mismo efecto se
reportd en ratas con BDL las cuales presentan activacion de la microglia, principalmente
en el cerebelo, provocando un aumento de los niveles de factores inflamatorios y
deterioro cognitivo e hipoquinesia, el tratamiento crénico con ibuprofeno redujo la
activacion microglial y los marcadores inflamatorios y restauro las funciones motoras

y cognitivas (Rodrigo et al., 2010).

Figura 8. Alteraciones en hipocampo durante la EH.

3.4. EH y neurodegeneracion

Las neuronas son las encargadas de transmitir y recibir sefiales para permitir la
regulacion de todas las funciones del cuerpo. Por lo tanto, la alteracidon en su estructura,
funcion, conectividad, asi como su muerte, se ha asociado con diferentes trastornos
neuroldgicos. Durante la EH se ha observado que el amonio actia como neurotoxina
provocando modificaciones celulares en el cerebro que estan asociadas con la estructura
celular, la morfologia, proliferacion/densidad, excitotoxicidad y muerte celular

(Braissant et al., 2013). En diversos estudios con ratas con EH se han asociado
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alteraciones cognitivas y de coordinacion motora con modificaciones en la estructura
de las neuronas, especificamente con la reduccion de espinas dendriticas en neuronas
corticales e hipocampales (Ochoa-Sanchez ef al., 2021). Mohammadian et al., 2019
evidenciaron deficiencias neurologicas asociadas con la perdida de la actividad
sindptica, apoptosis y muerte de células neuronales en el hipocampo y sustancia negra

compacta en ratas con BDL e hiperamonemia.

3.4.1 Daiios en el cerebelo permiten el establecimiento de alteraciones
cognitivas y en la coordinacion motora durante la EH

El cerebelo esta encargado de la regulacion de la coordinacion motora, equilibrio y
algunos tipos de aprendizaje como el motor, asociativo y emocional, ademas de
componentes del aprendizaje espacial, memoria de trabajo, atencion visuoespacial y
funcion verbal (Timman et al., 2010). La corteza cerebelosa se encuentra dividida en
tres capas, la capa interna, también llamada granular formada por pequefias células
granulares que constituyen la mitad de las neuronas en el cerebelo, la capa intermedia
o de células de Purkinje formada por neuronas de Purkinje y la capa molecular en donde

se hallan células estrelladas y células en cesta (Voogd y Glickstein, 1998).

La capa granular esta formada por dos tipos de neuronas, de Golgi y grano. Las primeras
son inhibidoras mientras que las de grano son las unicas que liberan glutamato y sus
axones forman fibras que se bifurcan en la capa molecular para realizar sinapsis
excitadoras con las dendritas de las células de Purkinje. A continuacion, la capa de
células de Purkinje esta formada por grandes neuronas que son inhibidoras liberadoras
de GABA, sus axones constituyen las Unicas vias aferentes de la corteza cerebelosa.
Finalmente, la capa molecular es multisindptica, forma la capa superficial de la corteza
cerebelosa adherida a la piamadre, en ella predominan neuronas inhibidoras liberadoras

de GABA (Jaramillo y Calderén, 2021).
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Figura 9. Estructura de la corteza cerebelar.

Las alteraciones en el cerebelo se caracterizan por la aparicion de ataxia, hipotonia,
abasia y astasia. En pacientes con EHM se ha demostrado la presencia de temblores,
ataxia y alteracion de los movimientos lentos, lo que indica que el cerebelo es una de
las principales zonas en danarse durante esta enfermedad (Felipo ef al., 2014). Ademas
en un estudio con cultivos de neuronas cerebelares granulosas se observd que la
administracién de amonio induce la alteraciéon de la morfologia neuronal, ruptura de
neuritas y el desmontaje del citoesqueleto conduciendo a la muerte celular (Cai ef al.,
2019). Lopez-Cervantes y colaboradores (2021) reportaron en ratas con EH inducida
por APC alteraciones celulares como perdida de las células de Purkinje e inflamacion

de astrocitos.

El cerebelo desempena un papel fundamental en la modulacion de la coordinacion
motora y ciertos tipos de aprendizaje a través de la neurotransmision GABAérgica y la
regulacion del GABA extracelular. Este neurotransmisor, el principal inhibitorio del
sistema nervioso, participa en aproximadamente el 40% de las sinapsis de este tipo. Las
concentraciones elevadas de amonio pueden alterar significativamente la
neurotransmision GABA¢érgica al activar los receptores GABA A mediante distintos

mecanismos: un aumento en la afinidad del receptor por su ligando, una mayor cantidad
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de sitios de union selectivos para GABA y agonistas de benzodiacepinas, una reduccion
en la captacion y un incremento en la liberacion de GABA por los astrocitos. Ademas,
se ha observado una sobreexpresion de los receptores periféricos de benzodiacepinas en
los astrocitos, lo que favorece la sintesis y liberacion de agonistas neuroesteroideos del
complejo receptor GABA A. En conjunto, estos efectos permiten que el amonio
incremente tanto directa como indirectamente la neurotransmision inhibitoria mediada
por GABA, lo que clinicamente se traduce en deterioros motores y cognitivos desde las
etapas iniciales de la EH (Rojo ef al., 2007). En modelos animales, las ratas con
hiperamonemia y encefalopatia hepatica minima presentan un aumento en los niveles
de GABA extracelular y un incremento del tono GABAérgico, lo que refuerza la
relacion entre la disfuncion GABA¢érgica y las alteraciones neuroldgicas observadas en

la EH.

Ademas, en la EH se ha observado una alteracion en la concentracién del
neurotransmisor inhibitorio GABA como consecuencia de la neuroinflamacion. Este
efecto ha sido descrito en ratas con APC, donde se ha identificado activacion microglial,
un aumento en los niveles de IL-1p y TNF-a, asi como una mayor expresion del receptor
TNFR1 de TNF-a. Esta ultima alteracion promueve la activacion de NF-kB en el ntcleo
celular, lo que desencadena la transcripcion de genes proinflamatorios y contribuye al
incremento de los niveles de glutamato extracelular.

El glutamato es captado principalmente por los transportadores GLT1 y GLAST en los
astrocitos. No obstante, en astrocitos activados, la funcién del transportador GAT-3 se
invierte, favoreciendo la liberacion de GABA al fluido extracelular. Este mecanismo ha
sido vinculado con alteraciones en la coordinacion motora y en la capacidad de

aprendizaje en el laberinto en Y (Figura 3) (Cabrera ef al., 2019)
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Figura 10.. Efecto de neuroinflamacion sobre la via GABAérgica durante la EH. La inflamacion
periférica favorece el incremento de citocinas proinflamatorias, los cuales actuan alterando la
neurotransmision de GABA lo que provoca deterioro en funciones motoras y cognitivas.

3.4.2 Daiios en el hipocampo promueve la induccion de alteraciones
cognitivas durante la EH
El hipocampo es una estructura mesolimbica clave en procesos cognitivos, memoria y

aprendizaje. Dentro del sistema nervioso central (SNC), se localiza en el lobulo
temporal medial y, junto con el giro dentado, el subiculo, el presubiculo y la corteza
entorrinal, conforma la formacidén hipocampal. El giro dentado se distingue por una
capa densamente empaquetada de células granulares pequenas que rodea el extremo del
hipocampo y da paso a las regiones de CA (CA3, CA2 y CA1l). Todas las regiones CA
estan organizadas en capas, siendo el stratum pyramidale la principal, compuesta por
neuronas piramidales. Por debajo de esta capa se encuentra el stratum oriens, que

alberga las dendritas basales de las células piramidales y algunas interneuronas.

En la region CA3, por encima del stratum pyramidale, se encuentra el stratum lucidum,

caracterizado por la presencia de fibras musgosas, que son los axones de las neuronas
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granulares. Encima de esta capa, en la region CA3, se ubica el stratum radiatum, el cual
también se encuentra sobre la capa piramidal de CA2 y CA1l. Finalmente, la capa mas
externa de CA3 es el stratum lacunosum-moleculare (Figura 11) (Andersen ef al,
2007). A nivel neuronal, las capas piramidales del hipocampo estdn densamente
pobladas por neuronas glutamatérgicas, que poseen un bajo umbral de activacion, lo
que facilita un alto grado de neuroplasticidad en esta region. De hecho, las neuronas
piramidales glutamatérgicas representan aproximadamente el 90% del total de neuronas
en el hipocampo, un porcentaje significativamente mayor que en otras areas de la

corteza cerebral (Briend et al., 2020).

Figura 11. Estructura del hipocampo.
El hipocampo juega un papel clave en los procesos de memoria, especialmente en la
memoria episddica a largo plazo que se encuentra regulada por canales i6nicos
activados por glutamato (Paoletti et al., 2013). El glutamato es un aminoacido no
esencial que actia como neurotransmisor en la mayoria de las funciones cerebrales
incluida la memoria, aprendizaje, regulacion cognitiva, emocional y endocrina. La
mayoria de las neuronas excitadoras del sistema nervioso central son glutamatérgicas,
y se estima que aproximadamente el 50% de todas las sinapsis cerebrales liberan este
neurotransmisor. Dado que el glutamato no atraviesa la barrera hematoencefalica, su
sintesis ocurre directamente en las neuronas a través de dos vias principales: a partir de
la glutamina en las neuronas o mediante la transaminacion del a-cetoglutarato en células

gliales.
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Una vez sintetizado, el glutamato es almacenado en vesiculas presindpticas de las
neuronas glutamatérgicas y liberado en la hendidura sindptica durante la
neurotransmision. Posteriormente, se une a sus receptores especificos en las neuronas
postsindpticas, desencadenando una respuesta fisiologica.Existen diferentes tipos de
receptores de glutamato, pero los méas importantes son los receptores ionotropicos de
Ca*" y/o Na**, NMDA y AMPA (Palmada y Centelles, 1998). Los receptores NMDA,
son heterotetrameros compuestos por dos subunidades NRI1 y dos subunidades
regulatorias de unidén a glutamato NR2 (NR2A-D). En condiciones de potencial de
membrana en reposo se encuentran inactivos debido al bloqueo del canal por Mg?*, para
la activacion de este receptor ademas de la unidon de glutamato y coactivador, la glicina,
debe ocurrir una despolarizacion de la membrana para expulsar al Mg?* y permitir la
apertura del canal (Baez et al., 2018). Los receptores AMPA, estan formados por 5
subunidades denominadas GIluR1-4, se les atribuye la mayor parte de la
neurotransmision excitatoria rapida en el SNC; su activacion produce la despolarizacion
de membrana que conlleva a la apertura de los receptores NMDA; ambos receptores se
encuentran asociados a procesos de plasticidad sinaptica, responsable de procesos de
memoria y aprendizaje por lo que una desregulacion en las funciones de estos puede

llevar a deterioro cognitivo y disminucion de memoria (Yadav et al., 2016).

Dadsetan y colaboradores (2016) plantearon la hipotesis de que las alteraciones
cognitivas en ratas con encefalopatia hepatica se deben a que la neuroinflamacion
genera cambios en la expresion de los receptores a glutamato en el hipocampo (Figura
4). Gonzalez y colaboradores (2018) reportaron que en ratas con hiperamonemia el
incremento en niveles de IL-13 como respuesta a la neuroinflamacion en el hipocampo
pueden alterar la expresion de las subunidades GluA1 y GluA2 de los receptores AMPA
en la membrana. Este efecto se observd en ratas en las que el suministro exoégeno de
TNF-a favoreci6 el aumento de la expresion de la subunidad GluAl, pero disminuy¢ la

subunidad GluA2. Por el contrario, el suministro de altas concentraciones de IL-1[3
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disminuy¢6 la expresion de membrana de GluAl. Adicionalmente, este efecto se ha
observado en ratas con APC en donde se relacion6 la neuroinflamacién con cambios en
la expresion de las subunidades GluA1 y GluA2 de los receptores AMPA y subunidades
NR1 y NR2A de los receptores NMDA; dichos cambios favorecieron el deterioro de la
memoria espacial y aprendizaje en pruebas de laberinto radial y laberinto acuatico de

Morris (Cabrera ef al., 2019).

Figura 12. La inflamacion afecta la expresion de receptores glutamatérgicos en el hipocampo
favoreciendo el deterioro de aprendizaje y memoria espacial durante la EH.

En el cerebro adulto, el hipocampo estd involucrado en neurogénesis y plasticidad
neuronal a través fendomeno neurofisiologico llamado potenciacion a largo plazo (LTP).
La LTP es una forma de plasticidad sindptica que conduce a un aumento sostenido de
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la eficiencia sinaptica y se considera la base para algunas formas de aprendizaje y
memoria. La induccion de LTP en el hipocampo requiere la modulacion de los
receptores AMPA y NMDA vy consecuentemente activacion de la via
glutamato/NO/cGMP/PKG, sin embargo, estudios en hipocampo (region CA1) de ratas
con hiperamonemia han revelado la disminucion de la activacion de esta via resultando
en deterioro de LTP (Franga, 2019). En otros estudios en neuronas piramidales del
hipocampo expuestas a amoniaco (100 pM) observaron la inhibicion de la LTP,
indicando que la disminucion neurocognitiva en el hipocampo esta asociada

directamente con la toxicidad del amoniaco (Yuan et al., 2020).

Por otro lado, la EH puede alterar la via de neurotransmision glutamatérgica mediante
la disrupcion de la funcion de los astrocitos, ya en estos el glutamato intracelular se
metaboliza a glutamina. La glutamina recién generada se transporta de regreso a las
neuronas permitiendo que sea metabolizado a glutamato y amoniaco. Sin embargo, al
inducirse la inflamacion de los astrocitos durante la EH se puede afectar esta
comunicacion entre astrocitos y neuronas y tener un impacto en los niveles de glutamato
que conducen a un agotamiento de glutamato intracelular y eventualmente muerte

neuronal (Ochoa-Sanchez ef al., 2021).

3.5. Tratamientos

Actualmente, la mayoria de los tratamientos utilizados para atenuar los sintomas de la
encefalopatia hepatica se enfocan en la disminucién de los niveles de amonio en sangre,
dentro de los més utilizados destacan disacaridos no absorbibles (lactulosa), antibidticos
capaces de inhibir ureasas (neomicina, paromomicina, metronidazol, vancomicina y
rifaximina), laxantes (polietilenglicol) y agentes que disminuyen el amonio (benzoato,
L-Ornitina L-Aspartato, zinc y nitazoxanida), (Morcillo-Muioz et al., 2020).
Adicionalmente, nuevos tratamientos se han implementado para contrarrestar la EH

como carbon esférico (AST-120) que absorbe amonio y otros compuestos organicos del
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tracto gastrointestinal, trasplante de microbiota fecal con flora bacteriana benéfica como
Lachnospiraceae y Ruminococcaceae y el uso de probiodticos (Kornerup et al., 2018).
Desafortunadamente las estrategias antiamonémicas actuales han demostrado impactar
muy poco en la calidad de vida de los pacientes con EH; por este motivo, se estan
estudiando nuevos blancos terapéuticos capaces de contrarrestar la neuroinflamacion,

estrés oxidativo y dafios neuroldgicos.

Se han propuesto diversas estrategias terapéuticas dirigidas a reducir la
neuroinflamacion en la encefalopatia hepatica minima (EHM). Entre ellas, el
ibuprofeno ha demostrado ser capaz de restaurar la capacidad de aprendizaje y revertir
la hipoquinesia en ratas con EHM. Ademas, los inhibidores de la proteina quinasa p38
poseen propiedades antiinflamatorias que reducen la activacion de la microglia, lo que
contribuye a la recuperacion de las funciones cognitivas y motoras (Agusti et al., 2011).
Asimismo, se han explorado nuevas aproximaciones terapéuticas dirigidas a dianas
especificas en el cerebro con el objetivo de mejorar el deterioro cognitivo y motor en
pacientes con EHM. Por ejemplo, los inhibidores de la fosfodiesterasa tipo 5 (PDES),
como el sildenafil, incrementan los niveles de GMPc en el cerebelo y han demostrado

restaurar las funciones cognitivas en modelos animales de EH (Felipo, 2013).

El-Marasy et al en el 2009 evaluaron el efecto de la crisina sobre un modelo de EH
inducido por tioacetamida, este flavonoide vegetal se ha relacionado con beneficios
farmacologicos como hepatoprotector, antioxidante y antiinflamatorio. Este estudio
muestra que la crisina ejercié un efecto antiinflamatorio y antioxidante en ratas con EH,
evidenciado por la reduccion de los niveles de amonio en sangre, la inactivacion de la
via inflamatoria TLR-4/NF-kB y los efectos antiapoptéticos. En otro estudio elaborado
por Franca y colaboradores en el 2009 se evalud el efecto de tadalafilo en
neuroinflamacion, aprendizaje y memoria en ratas inducidas con TAA y encontraron

que este farmaco atentia la neuroinflamacion mediante la diminucion de expresion de
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p38, MAPK, ERK, NF-kB, IL-1B, IL-6 y TNF-a. Ademas de que el tadalafilo promueve
la neurogénesis y la plasticidad y normaliza la expresion de receptores de glutamato en
el hipocampo lo que favorece las vias de sefializacion de aprendizaje y memoria (Franga
et al., 2019). Por otro lado, ¢l tratamiento con sulforafano favorecio la diferenciacion
de la microglia de su forma proinflamatoria M1 a la antinflamatoria M2 en ratas con
hiperamonemia. Esto se asoci6 con la reduccion de IL-1B y un incremento en los niveles
de IL-4, IL-10, Argl y YM-1 en el cerebelo, esto se asocid con la recuperacion de la
habilidad de aprendizaje en el laberinto en Y, y la coordinacion motora en la prueba de

barra transversal (Herndndez-Rabaza et al., 2016).

La encefalopatia hepatica se define como un sindrome reversible después de un
trasplante de higado, sin embargo, estudios han revelado que el 47% de los pacientes
presentan complicaciones neuroldgicas postrasplante que se pueden prolongar por
meses o afios. Dentro de los sintomas mas comunes se encuentran la alteracion de la
conciencia, desorientacion, confusion, deterioro de la memoria, dolores de cabeza,
dificultad para concentrarse, déficits motores focales, fatiga, dificultad para dormir y
trastornos del estado de animo (Ochoa-Sanchez ef al., 2021). Es por esto tltimo que la
busqueda de nuevos tratamientos coadyuvantes que disminuyan los dafios neurologicos

producidos durante la EH es un problema importante por resolver en los afios venideros.

3.6. Hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es un decapéptido, pGlu-His-Trp-
Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2, que participa en la regulacion del eje reproductivo
neuroendocrino. La GnRH es sintetizada por las células neurosecretoras hipotaldmicas
y liberada de manera pulsatil en la circulacion portal hipotalamo-hipofisis, a través de
la cual la hormona es transportada a la hip6fisis anterior para unirse a su receptor GnRH-

R tipo I y permitir la biosintesis y secrecion de las hormonas foliculoestimulante (FSH)
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y luteinizante (LH), que a su vez regulan la secrecion gonadal, esteroidogénesis y
gametogénesis en ambos sexos (Millar, 2005). Ademds de esta conocida funcion
endocrina, se ha reportado que la GnRH posee importantes funciones autocrinas y/o
paracrinas en ovario, placenta, utero y sistema inmunitario (Cheng y Leung, 2005);
ejerciendo una variedad de acciones como el aumento de la esteroidogénesis,
proliferacion celular, fertilizacion, implantacion embrionaria, adhesion a matriz

extracelular y migracion celular (Quintanar et al., 2011).

Figura 13. Eje hipotdlamo/hipofisis/gonadas
Ademas de las funciones mencionadas, se ha reportado que la GnRH tiene propiedades
neurotréficas. En un estudio realizado en cultivo de neuronas cerebrales de embriones
de rata, se observd un incremento en el numero y longitud de neuritas, ademas de un
aumento en la expresion de neurofilamentos (Quintanar y Salinas, 2008). Este ltimo
efecto fue reportado en un modelo animal de encefalomielitis experimental autoinmune
(EEA) en donde el tratamiento con la hormona favorecid la locomocion como
consecuencia del incremento de los neurofilamentos (Quintanar y col., 2011). Por otra

parte, un estudio realizado en un modelo de lesion medular por compresion demostro
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que la administracion de la GnRH mejora la funcion locomotora y el reflejo de miccion

de las ratas (Calderon-Vallejo y Quintanar, 2012).

3.6.1. Agonista de la GnRH: Acetato de leuprolida

El acetato de leuprolida (AL) es un nonapéptido sintético andlogo de GnRH, con el
nombre quimico 5-o0xo-Pro-His-Trp-Ser-Tir-D-Leu-Leu-Arg-ProNHC,Hsacetato. El
AL es mas potente que la GnRH debido a su mayor afinidad por el receptor GnRH-R1,
posee una vida media mas larga (~3h en comparacion con 3-4 minutos), y es resistente
a la degradacion enzimatica gracias al remplazo de Gly6 por D-Leu (Wilson et al.,
2007). Este farmaco es ampliamente administrado para el tratamiento de endometriosis,
fibromas uterinos, cancer de prostata y pubertad precoz central, ademas de ser utilizado

para técnicas de fecundacion in vitro.

Figura 14. Estructura de la GnRH y su analogo acetato de leuprolida.

Estudios recientes han demostrado que el acetato de leuprolida posee propiedades
neurotroficas y antiinflamatorias. Diaz-Galindo ef al., 2016 administraron AL a ratas
con lesion medular y observaron la recuperacion de la locomocion a la quinta semana
de tratamiento ademas de la disminucion de la microglia activada. Por otro lado, en un
modelo de esclerosis multiple se observaron las propiedades antiinflamatorias del
acetato de leuprolida al promover la disminucién en la expresion de mRNA de citocinas

proinflamatorias IL-1, IL-17a y TNF-a durante la fase de recuperacion (Guzman-Soto
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et al.,2016). Sacamoto y colaboradores en el 2003 reportaron que el tratamiento con un
agonista de GnRH en endometriosis causo la disminucion en la expresion de IL-8 al
reducir la activacion de TNFa y NF-kB. Adicionalmente en un modelo de transeccion
completa de nervio cidtico se reportd que el tratamiento con LA mejor6 la marcha, la
velocidad de la marcha, velocidad de conduccion nerviosa, la morfometria de los axones
y la expresion de MAP-2 (Herndndez-Jasso ef al., 2020). Dadas las propiedades del
agonista de la GnRH ya mencionadas, en este proyecto se plantea evaluar el efecto del

acetato de leuprolida en un modelo de encefalopatia hepatica.

4.  Objetivos
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4.1.  Objetivo general

- Evaluar el efecto del tratamiento con acetato de leuprolida sobre un modelo de

encefalopatia hepatica.

4.2.  Objetivos especificos

- Evaluar el comportamiento motor y cognitivo de ratas con encefalopatia hepatica

tratadas con acetato de leuprolida.

- Analizar estructuras involucradas en el comportamiento motor y cognitivo de ratas con

encefalopatia hepatica tratadas con acetato de leuprolida.

- Evaluar marcadores de recuperacion neurologica en ratas con encefalopatia hepatica

tratadas con acetato de leuprolida.

- Determinar el efecto de acetato de leuprolida sobre la expresion de marcadores

proinflamatorios asociados con encefalopatia hepatica.
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5.  Materiales y métodos

5.1Disefio experimental

Para la realizacion del proyecto se utilizaron ratas macho Wistar, con un peso corporal
mayor a 250 gramos. Los animales se obtuvieron del bioterio de la Universidad
Autonoma de Aguascalientes y se manejaron de acuerdo con las normas y estandares
de bienestar estipulados por dicha institucion. Se mantuvieron en ciclo luz/oscuridad
(12h/12h) y temperatura controlada (~25°C). El acceso a comida y agua fue ad libitum.

Los animales se dividieron en 3 grupos (tabla 2).

Tabla 2. Grupos experimentales

Grupo 1 SHAM Animales con falsa cirugia.
Grupo 2 Solucidn salina Animales con anastomosis porto-cava y
(APCH+SS 0 SS) administracion de solucion salina.

Grupo 3 Acetato de leuprolida Animales con anastomosis porto-cava y
(APC+AL o AL) tratamiento con acetato de leuprolida.

El disefio experimental constd de 10 semanas, durante la semana O se realizaron las
intervenciones quirdrgicas a los grupos SHAM, solucidn salina y acetato de leuprolida.
Posteriormente, a la semana 4 se comenz6 con el tratamiento a los grupos SSy AL. A
la semana 9 se realizaron las pruebas de funcién motora y cognitiva a los 3 grupos, y
finalmente se efectuo la colecta de los tejidos (higado, hipocampo y cerebelo) a para su

posterior procesamiento.
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Figura 15. Diserio experimental del proyecto.

5.2Procedimiento quirurgico: Anastomosis porto-cava

Con la finalidad de inducir encefalopatia hepatica se realiz6 una anastomosis porto-cava
latero-terminal a ratas Wistar macho con un peso de 250 a 300g. El procedimiento se
realizd de acuerdo con lo descrito por Lee y Fisher 1961, el cual consiste en desviar la
circulacion venosa de las visceras abdominales (vena porta), hacia la vena cava inferior,
evitando asi la circulacion del duodeno hacia el higado. Para la cirugia las ratas fueron
anestesiadas con isoflurano al 3.0% con un flujo de 250ml/min, posteriormente se
realizd una laparotomia para acceder a los 6rganos abdominales, y una vez que se
identificé a la vena porta se procedid a separarla suavemente de la arteria hepatica y se
limpi6 de grasa y tejido conjuntivo. Posteriormente, la vena porta y la vena cava inferior
se ocluyeron simultaneamente por no mas de 20 minutos. A continuacion, se realiz6 la
anastomosis de ambas venas empleando la técnica de sutura continua con 4-6 puntos a
cada lado de la vena cava y la vena porta; para este paso se utilizd sutura de acido
poliglicélico 8-0 unida a una aguja espatulada (2G-EE6980-2-20 atramat). El grupo
SHAM fue sometido al mismo procedimiento hasta la supresion del flujo sanguineo y
sin cortar algun vaso. Después de la cirugia a todos los animales se les inyectd 10,000

Ul de DEXA-estreptovet (solucion de penicilina, estreptomicina y dipirona) en dosis
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unica. Posteriormente se alojaron a todos los animales en jaulas de plastico de fondo
solido con aserrin y se les permitid acceso ilimitado a alimento y agua, ademas se les

suplemento con solucion de glucosa al 10% y galletas los primeros 3 dias postcirugia.

Figura 16. Anastomosis portocava

5.3 Administracion de acetato de leuprolida

La administracion del acetato de leuprolida se realiz6 via intramuscular a una
concentracion de 10ug/kg por 3 dias consecutivos iniciando a partir de la cuarta semana

posterior a la cirugia y cada tercer dia durante 5 semanas (Hernandez-Jasso et al., 2020).

5.4Determinacion de amonio en sangre

A fin de validar que el modelo de anastomosis porto-cava ocasione dafio hepatico se
cuantificaron los niveles de amonio en sangre, esto debido a que una lesion en higado
esta directamente asociada al incremento de amonio sistémico (Garcia-Lezana et al.,
2017). Dicho procedimiento se realizdo con el Ammonia Assay Kit (Sigma-Aldrich
#AA0100) el cual determina la concentracion de amonio con base en que el amoniaco
(NH4") reacciona con el acido a-cetoglutarico (KGA) y se reduce nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH) en presencia de L-glutamato deshidrogenasa (GDH)
para formar L-glutamato y nicotinamida adenina fosfato de dinucledtido oxidada

(NADP").
GDH
KGA + NH,™ + NADPH — L-Glutamato + NADP* + H,0
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La disminucion de la absorbancia a 340 nm, debido a la oxidacion de NADPH, es
proporcional a la concentracion de NH4". Para la cuantificacion se utilizaron 100ul de
suero y 1 ml de la mezcla del reactivo A (4cido a-cetoglutarico, NADPH vy
amortiguadores), se dejo incubando la mezcla durante ~5 minutos a 18-35 °C y se midio
la absorbancia de cada muestra a 340 nm. Luego se afiadieron 10 pl de la enzima GDH
y se dejd incubar la reaccion durante ~5 minutos a 18-35 °C, transcurrido el tiempo se
midi6 la absorbancia a 340nm. Como blanco de la reaccion se sustituy6 el volumen de
la muestra de suero por agua. La concentracion de amonio se calculd siguiendo la

siguiente formula:

5.5 Analisis de suero

Los niveles séricos de urea, aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa
(ALT), albumina y proteinas totales se midieron utilizando SPINLAB 0615 (Spinreact,

Girona, Espafia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

5.6 Evaluacion de la funcion motora y coordinacion
5.6.1 Campo abierto

El campo abierto permite obtener una medida cuantitativa y cualitativa para evaluar la
actividad locomotora general, exploratoria y los niveles de ansiedad en roedores, asi
como la habituacion al ambiente (Kraeuter, ef al., 2019). Ademas de lo anterior, durante
la prueba se puede determinar la distancia recorrida, deambulacion, elevaciones,
intentos de fuga, tiempo sin movimiento, ubicaciones en las zonas del campo,
movimientos corporales, olfateo, rascado, acicalamiento y exploracion visual (Zurita-
Jines, 2018). El propdsito de esta prueba fue detectar cambios en la actividad
locomotora entre roedores sanos, lesionados y con tratamiento. Para la prueba se utilizo
una caja de acrilico de 45x45cm acoplada a un sistema de registro IR Actimeter System

Panlab. Antes de cada sesion se llevo a cabo el proceso de habituacion, en el cual se
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coloco la jaula durante 30 minutos en el mismo espacio en donde se efectud la prueba.
La prueba consistié en colocar a los sujetos de estudio en el centro de la caja, en donde
se le permitié explorar el espacio durante un tiempo de 300 segundos, los registros

obtenidos se analizaron con el software Actitrack para analizar la actividad espontanea

y distancia recorrida.

Figura 17. Campo abierto

5.6.2 RotaRod

La coordinacion motora de las ratas se evalué mediante el RotaRod. Esta es una prueba
estandar para analizar el equilibrio y fatiga, y es especialmente sensible a la deteccion
de disfunciones en cerebelo de roedores. Consiste en colocar a los sujetos en carriles

que giran a diferentes velocidades o bajo aceleracion continua, y se registra el tiempo
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de latencia de la caida (Stokum et al., 2015). Con el objeto de que los animales de
estudio se familiarizaran con el espacio de trabajo se llevd a cabo un proceso de
habituacion, el cual consistido en colocar la jaula en la misma habitacion en donde se
encuentra el equipo de RotaRod (Accelerating RotaRod LE8505) antes de cada sesion
por un lapso de 30 minutos. Posterior a la habituacion se realizé el ensayo que consistio
en dos sesiones, la sesidon de entrenamiento y la de prueba. Para la primera se colocé la
rata sobre el equipo apagado por 60 segundos, inmediatamente después se colocd sobre
el cilindro a una velocidad constante de 10 rpm por 60s, este Gltimo paso se ejecuto
hasta que el animal logré completar el minuto sin alguna caida o por un total de 4 dias
seguidos con hasta 5 intentos por dia. La fase de prueba se realizd durante 4 dias
consecutivos con una rampa escalonada a una velocidad de 4 a 40 rpm durante 300
segundos en donde se registro la latencia de caida, es decir el tiempo que duro la rata

sobre el rotor.

Figura 18. Rotarod

5.6.3 Barra transversal

La prueba de la barra transversal consiste en hacer pasar a los sujetos de estudio sobre
una serie de vigas estrechas y elevadas para llegar a una plataforma de escape cerrada,

esto con la finalidad de poder evaluar pardmetros como la coordinacion motora y el
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equilibrio (Carter ef al., 2001). Para el ensayo se utilizaron dos barras de madera, una
de 20mm y otra de 10mm de diametro, de 1 m de largo ubicadas aproximadamente a 80
cm sobre el suelo, en uno de los extremos se colocd una caja con el proposito de
proporcionar un ambiente agradable en donde los roedores pudieran refugiarse. Como
primer paso se realizé el entrenamiento que consté de 2 dias en donde se acostumbr6 a
los animales a atravesar la barra (un maximo de 5 intentos por dia). Cada prueba tuvo
una duracion de 1 min y durante esta se evaluaron el tiempo que demor6 la rata en

alcanzar la caja (latencia de escape) y el nimero de tropiezos.

Figura 19. Barra transversal

5.7 Evaluacion cognitiva

5.7.1 Pruebade laberintoenY

El laberinto en Y se puede utilizar para evaluar la memoria de referencia espacial a corto
plazo en roedores. Como primer paso se llevd a cabo un proceso de habituacion al area

de trabajo por un lapso de 30 min, seguido de esto se realiz6 la sesidon de entrenamiento
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en donde se colocd cada sujeto en el laberinto con un brazo cerrado (este brazo se
designd como brazo nuevo) y se permitié explorar los dos brazos restantes por 10 min,
inmediatamente después se regreso al roedor a su jaula durante 1 hora. Transcurrido
este tiempo se continuod con la sesion de prueba, la cual consistid en colocar de nuevo a
cada rata en el laberinto ahora con el brazo nuevo abierto. El nimero de entradas en el
nuevo brazo se comparo6 con las entradas en los otros brazos para evaluar el grado de
memoria espacial, una rata que no mostro preferencia por ninguno de los brazos durante
la sesion de prueba es una indicacion de memoria espacial deteriorada, lo que puede

indicar alteracion del funcionamiento del hipocampo (Kraeuter et al., 2019).

Figura 20. Prueba de laberinto en T elevado
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El laberinto en T elevado es un aparato que se usa ampliamente para evaluar los niveles
de ansiedad, memoria y aprendizaje en roedores (Asth et al., 2012). El aparato utilizado
consistio en un laberinto en forma de T elevado sobre el piso, con dos brazos opuestos
abiertos y un brazo cerrado con un techo abierto. El procedimiento consistié en dos
sesiones, una de entrenamiento y otra prueba. Antes de la prueba se llevd a cabo la
habituacion al espacio de trabajo como se mencion6 anteriormente. En la sesion de
entrenamiento, cada sujeto fue colocado al final del brazo cerrado del laberinto y se le
permiti6 explorar durante un maximo de 300 s. La prueba se dio por terminada cada vez
que la rata colocaba las cuatro patas en uno de los brazos abiertos del laberinto, después
de salir del brazo cerrado la rata se coloco en aislamiento en una caja por 30 s. Este
ultimo paso se repitio hasta que cada rata logrdé permanecer en el brazo cerrado durante
300s o en un maximo de 10 ensayos. En la sesion de prueba, las ratas se colocaron en
el brazo cerrado y se registrd el tiempo que les tomo para entrar en uno de los brazos

abiertos (Gonzalez-Torres ef al., 2019).
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Figura 21. Laberinto en T elevado

5.8 Sacrificio y obtencion de muestras

Al término de la 9* semana postcirugia, los animales fueron sacrificados por sobredosis
de pentobarbital y perfundidos con solucion salina al 0.9% via intracardiaca. Se tomo
muestra sanguinea de la aorta y se extrajeron el higado, el cerebelo e hipocampo para

su posterior analisis.

5.9  Histologia

Esta técnica nos permite comparar tejidos alterados experimentalmente con muestras
sanas o controles para realizar una evaluacion histopatologica (Slaoui y Fiette, 2011).
Para dicho andlisis se colectaron los tejidos, higado y encéfalo, y se sumergieron
inmediatamente en formalina neutra 10% para su fijacion, posteriormente con ayuda de

un equipo de Histoquinet se deshidrataron con soluciones crecientes de etanol, a
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continuacion, se aclararon con xilol y se infiltraron en parafina. Luego se incluyeron
en parafina y se realizaron cortes con un espesor de 5 um, se montaron en portaobjetos
y se realizaron tinciones con hematoxilina-eosina (cerebelo e hipocampo) y con

tricromico de Masson (higado).

5.10 Evaluacion de fibrosis mediante la tincion tricromica de Masson

Para el anélisis morfométrico se utilizaron cortes de higado procesados con la
tincion tricromica de Masson, la cual tiene como fundamento la utilizacion de 3
colorantes para resaltar distintas estructuras celulares; el citoplasma de color rojizo,
los ntcleos de color morado y las fibras de colageno tipo I de color azul (Stevens
y Lowe., 2006). Se realizo un analisis de los cortes del tejido por medio del
programa Image J con la herramienta de deconvolutado de colores para separar el
azul correspondiente a la colagena tipo I, se analizaron 10 fotos de triada porta y
10 fotos de vena centrolobulillar de al menos 10 cortes de higado por 3 ratas de 3
grupos que fueron SHAM, SS y AL, tomando el objetivo de 40x. Para un analisis

de los resultados obtenidos se emple6 el programa GraphPad Prism version 8.0.1.

Figura 22. Cuantificacion de drea fibrotica mediante la herramienta de deconvolutado de
colores en el programa Image J.
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5.11 Evaluacion de grosor de capas de cerebelo y densidad lineal de células
de Purkinje

Cortes histoldgicos de cerebelo fueron tefiidos con hematoxilina y eosina y analizados
mediante fotomicrografias capturadas con un microscopio Zeiss Axiostar Plus,
utilizando un objetivo de 10X y una camara AmScope MU1803. Para ello se evaluaron
10 fotos de 3 secciones de tres ratas diferentes por grupo. Posteriormente por medio de
morfometria, es decir un andlisis cuantitativo, se evaluo, el grosor de la capa granular y

molecular, la densidad y area de las células de Purkinje (Louis ef al., 2013).

Figura 23. A) Medicion del grosor de la capa granular (CG), capa molecular (CM). B)
Medicion del area y densidad de las células de Purkinje (CP) Objetivo 10x.

5.12 Evaluacion de grosor, area nuclear y densidad neuronal en hipocampo

Se obtuvieron cortes del hipocampo dorsal en la region del bregma (-3.36 mm), de
acuerdo con las coordenadas establecidas en el atlas de Paxinos y Watson (20006).
Las secciones fueron tefildas con hematoxilina-eosina y analizadas mediante
fotomicrografias capturadas con un microscopio Zeiss Axiostar Plus, utilizando un
objetivo de 40X y una camara AmScope MU 1803. El andlisis fue realizado por dos
observadores independientes y cegados, quienes evaluaron nueve campos

aleatorios en tres secciones por grupo y area. Se analizaron la densidad neuronal,
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el grosor y el area nuclear en las regiones CA1, CA3 y el giro dentado (DG). Los

resultados se presentan en funcion del campo visual examinado.

Figura 24. Medicion de grosor y area nuclear en las tres zonas del hipocampo (CAI, CA3 y
DG)

5.13 Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa

La reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (QPCR) es una técnica
de biologia molecular permite la deteccion y cuantificacion de un fragmento de ARN
determinado en una muestra (Kukielka ef al.,2008). La metodologia de qPCR inici6 con
la extraccion de ARN total utilizando el reactivo Trizol. Para ello, se anadio 1 mL del
reactivo a la muestra y se homogeneiz6é completamente, seguido por la adicion de 200
uL de cloroformo por cada mL de trizol, agitacion vigorosa y una incubacion de 5

minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 12,000g
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durante 15 minutos a 4°C para separar las fases, recuperando la fase acuosa donde se
encontraba el ARN. La precipitacion se realizé con 500 pL. de isopropanol, seguido de
una incubacion a -20°C durante 10 minutos y una centrifugacion a 12,000g por 10
minutos a 4°C. El pellet obtenido se lavé con etanol al 75% y se centrifugd nuevamente
a 7,500g por 5 minutos a 4°C. Finalmente, el ARN se resuspendié en 20-50 puL de agua
libre de nucleasas y su calidad y concentracion fueron evaluadas mediante
espectrofotometria (Nanodrop) y electroforesis en gel de agarosa. La sintesis de ADNc,
se llevo a cabo en un termociclador con las siguientes condiciones: 25°C por 10 minutos
para la hibridacion de primers, 42°C por 60 minutos para la sintesis de ADNc y una
inactivacion enzimatica a 85°C por 5 minutos. E1 ADNc obtenido se almacen6 a -20°C

hasta su uso en la qPCR.

La cuantificacion relativa de los genes de interés se realizé mediante qPCR. El protocolo
de amplificacion consistid en una activacion inicial de la polimerasa a 95°C por 10
minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 15 segundos,
alineamiento a 60°C por 30 segundos y extension a 72°C por 30 segundos. Finalmente,
se realizd una curva de disociacién de 60 a 95°C para verificar la especificidad del
amplicon. Los datos de qPCR se analizaron mediante el método AACt, utilizando como

gen de referencia B-actina para la normalizacion.

Tabla 3. Oligonucleotidos utilizados para el analisis de qPCR

Constitutivo

B-Actina rBActina_F GTCGTACCACTGGCATTGTG
rBActina R GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA

Citocinas proinflamatorias
TNF-a (Factor de necrosis tumoral rTNF-0_F AACACACGAGACGCTGAAGT
alfa) rTNF-o. R TCCAGTGAGTTCCGAAAGCC
. rIL1B F ATGGCAACTGTCCCTGAACT
ILIP (Interleucina 1 beta) rfIL1IB R CGAGATGCTGCTGTGAGATT

Gliosis reactiva
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Ibal (Molécula adaptadora de rlbal F GCCTCATCGTCATCTCCCCA

union de calcio ionizado 1) rlbal R AGGAAGTGCTTGTTGATCCCA
Receptores a glutamato
NR1 (Subunidad NR1 del receptor rNRIf 1 GTCCACCAGACTGAAGATTGTGAC
de N-metil-D-aspartato (NMDA)) rNRI1r 1 CTCCTCCTTGCATGTCCCA
NR2a (Subunidad NR2 alfa del rNR2Af 1 GAGATGACACGGACCAGGAG
receptor de N-metil-D-aspartato
(NMDA)) rNR2Ar 1 GGAAGAACGTGGATGTCGGA
Factores neurotroficos
BDNF (factor neurotrofico rBDNFf 1 TCCACCAGGTGAGAAGAGTGATG
derivado del cerebro) rBDNFr 1 TCACGCTCTCCAGAGTCCCATG
NGF (factor de crecimiento rNGFf 1 CCCCGAATCCTGTAGAGA
nervioso) rNGFr 1 CACGCAGGCTGTATCTAT

5.14 Analisis de proteina mediante la técnica de Western Blot

Western Blot es una técnica semicuantitativa de biologia celular y molecular para la
identificacion de proteinas. El método implica el uso de electroforesis en gel para
separar las proteinas de la muestra, las cuales seran transferidas del gel a la superficie
de una membrana para posteriormente identificarlas mediante la adicion de anticuerpos
especificos capaces de reconocerla e interactuar con ella (Barboza, 2021). El hipocampo
y cerebelo de cinco animales por grupo fue disecado rdpidamente y homogeneizado en
un coctel de extraccion que contenia inhibidores de proteasas (20 mM Tris/HCI, 1 mM
EGTA, 1 mM PMSF, 10 mM Cl-Mg, 0.6 mM aprotinina y 2 uM leupeptina). La
concentracion de proteinas se determind mediante el método del 4cido bicinconinico
(BCA) (23227 Thermo Scientific Pierce). Se separaron 25 pg de proteina en geles de
poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) mediante electroforesis y

posteriormente se transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno.

Las membranas fueron incubadas durante la noche con los anticuerpos primarios anti-
NF200, anti-GFAP, anti-espinofilina y anti-GAPDH (Tabla 4). Posteriormente, se
incubaron con un anticuerpo secundario IgG conjugado con peroxidasa de rabano

(HRP) durante dos horas a temperatura ambiente. La deteccion se realizd mediante
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quimioluminiscencia, y las sefales fueron visualizadas con el software Image Lab™
(Bio-Rad). La densidad relativa de las bandas se analiz6 utilizando FIJI (ImageJ2) y se

normalizo con la intensidad de la sefial de GAPDH.

Tabla 4. Tabla de anticuerpos utilizados para la técnica de Western Blot

Proteina Anticuerpo primario  Anticuerpo secundario Peso molecular
(dilucion) (dilucion)
Neurofilamentos Monoclonal Sigma Anti-Rabbit(1:10,000) 200 kDa
200 kDa NO0142 (1:1000)
Espinofilina Policlonal Anti- Goat 140 kDa
Sta. Cruz A20 (1:500) (1:2000)
GFAP Monoclonal Anti-Mouse (1:10,000) 53 kDa
Proteina acida ABCAM AB7260
glial fibrilar (1:1000)
GAPDH Policlonal Anti-Rabbit (1:10,000) 36 kDa

Sigma G9545 (1:5000)

5.15 Inmunofluorescencia

La técnica de inmunofluorescencia se llevo a cabo para la deteccion y localizacion de
proteinas de interés en tejido cerebral. Las secciones fueron fijadas en formalina neutra
al 10% y permeabilizadas con Triton X-100 al 0.3%. Posteriormente, se bloquearon con
leche al 5% para reducir la union inespecifica de los anticuerpos. Las muestras fueron
incubadas con anticuerpos primarios especificos dirigidos contra la proteina de inter¢s,
seguidos de anticuerpos secundarios conjugados con fluorocromos. Tras lavados con
PBS, las secciones fueron montadas en portaobjetos utilizando DAPI para el contraste
nuclear. Las imagenes fueron adquiridas mediante un microscopio de epifluorescencia

y un microscopio confocal, las cuales se analizaron por medio del software FIJI.
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Finalmente se realizo el analisis estadistico por medio del programa Graph Prism

version 9.0.

Tabla 5. Tabla de anticuerpos utilizados para la técnica de inmunofluorescencia

Proteina Anticuerpo primario
(dilucion)
GFAP Monoclonal
Proteina acida ABCAM MAB300 (1:500)
glial fibrilar
[lIB-Tubulina Policlonal
ABCAM AB78087 (1:500)
Sinaptofisina Policlonal
ABCAM AB9272 (1:1000)
BDNF Policlonal
Termo Fisher PA585730
(1:1000)

Anticuerpo secundario
(dilucion)

Anti-Mouse (1:1000)

Anti-Mouse (1:2000)

Anti-Rabbit (1:1000)

Anti-Rabbit (1:1000)
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6 Resultados y discusiones

6.1 Validacion de dano hepatico en ratas con anastomosis portocava
6.1.1 Evaluacion de peso corporal y tejido hepatico

Con la finalidad de validar si el procedimiento de anastomosis portocava logrd
ocasionar dafio hepatico, se monitoreo tanto el peso de los animales experimentales,
como el peso fresco del higado. Lo que se observo al final del esquema de tratamiento
fue una disminucién del peso corporal de las ratas con APC. Siendo del 15% para el
grupo de solucion salina (APC+SS o SS) y del 8% en el grupo de acetato de leuprolida
(APC+AL o AL). En cuanto al porcentaje de peso hepatico, se aprecio la disminucion
de este, presentando valores de 1.94+0.08%p.c en APC+SS y 1.88+0.08%p.c en
APC+AL (Tabla 6). Por lo anterior, y apoyados de reportes previos (Vazquez-Martinez
et al., 2019; Navarro-Gonzalez et al., 2023; Cauli ef al., 2007), se logrd corroborar que
la APC favorecio el dafio hepatico. Sin embargo, algo importante a resaltar fue el
aumento de peso corporal en ratas tratadas con AL en comparacion con las no tratadas;
existe evidencia de este mismo efecto en un modelo de esclerosis multiple, y aunque si
bien no se conoce el papel de dicho farmaco sobre las funciones metabolicas, este podria
ejercer un efecto positivo al regular el apetito a nivel hipotaldmico (Guzman-Soto et al.,

2012).

Tabla 6. Peso corporal y peso de higado en los grupos experimentales.

SHAM APC+SS APC+AL
Peso inicial (g) 293.4+124 320.6 £ 10 3244+59
Peso final (g) 3624+ 174 260.4 +19.9* 297.7 £9.9%®
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Peso higado (% p.c) 3.34+0.17 1.94 + 0.08* 1.88 +0.08?

a: Diferencia significativa con SHAM, b: diferencia significativa con SS y c: diferencia significativa con AL. *p < 0.05, SHAM n=5,

$S n=10, AL n=11.
6.1.2 Analisis de marcadores de dafio hepatico

Una vez corroborado que la APC logré causar la disminucion de peso corporal y la
atrofia anatomica del higado, se prosigui6 a evaluar de manera cuantitativa el dafio
hepéatico en ambos grupos lesionados. Para ello fueron analizados diversos marcadores
en suero como amonio, urea, aspartato aminotransferasa (AST), alanina
aminotransferasa (ALT), albumina y proteinas totales. En la tabla 7 se muestran los
resultados obtenidos para cada marcador. En cuanto a los niveles de amonio se observo
un aumento significativo en ambos grupos lesionados (APC+SS: 4.65+0.99 pg/ml y
APC+AL: 4.04+0.36 pg/ml), indicando un estado de hiperamonemia (Cauli et al.,
2007).

Tabla 7. Marcadores de dafio hepatico

SHAM  APC+SS APC+AL
NH, (ng/ml) 1974003  4.65=0.99* 4.04 + 0.36*
Urea (mg/dL)  53.77+0.18 4673+ 1.17* 57.47 1.0
AST (U/L) 149.7£4946 14272239  176.6+33.84
ALT (U/L) 5060  69.33+0.33* 5742
Albumina (/dL)  3.4+005 294005 3.740.14
Proteina total (g/dL) 7.4+ 0.25 6.9+ 0.26 7.3+0.06

*p <0.05 (ANOVA estadistico de Tukey), n=3. * Diferente a SHAM, + Diferente a APC+AL.

En cuanto a la concentracion de urea en suero se aprecid su disminucion en el grupo
APC+SS al compararlo con los grupos SHAM y APC+AL, lo que sugirié una posible
alteracion en la capacidad del higado para convertir el amonio en urea. Por otro lado, a

pesar de que no se encontraron diferencias significativas en cuanto a los marcadores de
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AST y proteinas totales, la disminuciéon de los niveles de albumina asi como el
incremento de ALT en el grupo SS en comparacion con los grupos AL y SHAM, podria
ser indicativo de la presencia de fallo hepatico, este efecto ha sido previamente
reportado en ratas con APC en donde el procedimiento induce la disminucion de
albumina en suero, asi como el aumento de acidos biliares, fosfatasa alcalina, AST,
ALT, lactato deshidrogenasa, creatinina, urea y amonio. Ademas de dichos marcadores,
la APC se ha relacionado con la aparicion de claros signos de dafio histopatologico,
como necrosis y apoptosis hepatica, inflamacion portal, proliferacion biliar, esteatosis
y fibrosis (Vazquez-Martinez et al., 2019). Para determinar si efectivamente la APC
permiti6 el establecimiento de alteraciones estructurales, se realizd un analisis

histopatologico de higado de los animales experimentales.

6.1.3 Histologia del higado

Ademas de lo previamente mencionado, las alteraciones histopatologicas relacionadas
a la anastomosis portocava incluyen engrosamiento de paredes arteriales, cambios en
fibras colagenas estromales, infiltracién de células inflamatorias, pleomorfismo, células
binucleadas, y vacuolizacion (Mufioz-Ortega et al., 2021). En las figuras 25D y 25G se
logra apreciar que en los grupos de SS y AL hay presencia de vacuolizacion en los
hepatocitos cercanos a la vena central, mientras que en la triada portal se observo
engrosamiento de las paredes de la arteria hepatica, asi como la presencia de mas de un
conducto biliar (figura 25E y 25H), sin embargo, en la triada portal del grupo AL se
observa la disminucion de los vasos sanguineos en comparacion con los de SS, ademas

de presentar una mejoria en la distribucion de los cordones de hepatocitos (figura 9H).
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Figura 25. Higados teiiidos con tricromico de Masson. A) Vena central de grupo SHAM 40x. B)
Triada portal de grupo SHAM 40x. C) Triada portal SHAM 10x. D) Vena central de grupo SS
40x. E) Triada portal de grupo SS 40x. F) Triada portal SS 10x. G) Vena central de grupo AL
40x. H) Triada portal de grupo AL 40x. 1) Triada portal AL 10x. Punta de flecha: triada portal.
Asterisco: vena central. n=3.

Adicionalmente, se llevo a cabo un estudio morfométrico para evaluar la fibrosis
mediante la tincion tricromica de Masson, la cual permite visualizar las fibras de
colageno tipo I en color azul. La intensidad de esta coloracidon es proporcional al grado
de fibrosis, de modo que, a mayor area de azul, mayor es la cantidad de tejido fibroso
en la muestra analizada. En la grafica 26C se puede apreciar el aumento significativo
en el area fibrotica de la zona periportal en los grupos APC+SS (2.70 + 0.25um?) y
APC+AL (191 + 0.25um?) en comparacion con el SHAM (1.04 + 0.02um?). Este

mismo efecto se observo en la zona pericentrolobulillar en donde se obtuvieron valores

56| Pagina



de 4.26+0.23um? para el grupo SS y de 3.53+0.21um? para el grupo de AL (Figura
26D).

La fibrosis inducida por la APC esta bien documentada, ya que la redistribucion del
flujo sanguineo provoca una circulaciéon hiperdindmica, con un aumento del gasto
cardiaco y el flujo sanguineo, lo que genera estrés mecéanico en las paredes vasculares.
Esto desencadena un proceso inflamatorio en la vena porta y la arteria hepatica,
acompafnado de hipoxia tisular y estrés oxidativo en la mucosa intestinal. El estrés
oxidativo afecta la funcion epitelial y libera ROS, que activan factores de transcripcion
como NF-kB aumentado la produccion de citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-
1B, lo que activa las células estrelladas hepaticas. Estas células, al ser activadas,
producen colageno tipo I, lo que contribuye a la fibrosis hepatica, efecto que se

corrobor6 en ambos grupos lesionados (Mufioz-Ortega et al., 2021).

Un hallazgo interesante fue la disminucion de la fibrosis hepatica y la mejora en
marcadores de dano hepatico como urea, AST, ALT y albimina en ratas lesionadas
tratadas con AL. Aunque Kyritsi y colaboradores (2017) demostraron la expresion y
secrecion de GnRH en los colangiocitos, sugiriendo su papel en la proliferacion biliar y
la fibrosis hepdtica, nuestros resultados contrastan con estos informes. Esto podria
explicarse por el uso de dosis mayores a las reportadas por Kyritsi ef al., lo que podria
haber provocado un efecto contrario, relacionado con una retroalimentacion negativa.
Es importante destacar que existen pocos estudios que vinculen a la GnRH o sus
analogos con el funcionamiento hepatico, lo que hace que nuestros hallazgos abran

nuevas lineas de investigacion en este campo.
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Figura 26. Analisis de fibrosis por medio de la tincion tricromica de Masson en los grupos
SHAM, SS'y AL. A) zona periportal, B) zona pericentrolobulillar, C)area de fibrosis periportal,
D)area de fibrosis pericentrolobulillar. ****p < 0.00001 (ANOVA estadistico Tukey), n=3.

58| Pagina



6.2 Efecto del acetato de leuprolida sobre cerebelo de ratas con
anastomosis portocava

Las funciones del cerebelo son fundamentales para mantener el equilibrio, la precision
y el ritmo de los movimientos. Sin embargo, durante la encefalopatia hepatica, esta
estructura se ve afectada, lo que provoca ataxia, temblores y alteraciones en los
movimientos lentos (Butz ef al., 2010). Debido a que los grupos con APC presentaron
hiperamonemia, se evalu6 el desarrollo de la encefalopatia hepatica y el efecto del
acetato de leuprolida en su progresion, utilizando pruebas de funcion motora como

campo abierto, RotaRod y barra transversal.

6.2.1 Evaluacion de funciones motoras
6.2.1.1 Campo abierto

Durante esta prueba se observo una disminucion significativa en la actividad espontanea
entre los grupos APC+SS (1032+53.46) y APC+AL (1067+75.82) con respecto al grupo
SHAM (1359+109.4), lo que sugiere una posible alteracion de las funciones motoras
debido a la hiperamonemia. Sin embargo, al evaluar la distancia recorrida, no se

encontraron diferencias significativas entre los tres grupos.

En modelos de APC se ha reportado que la funcion motora se ve afectada en la prueba
de campo abierto, con una reduccion tanto en la actividad como en la distancia recorrida
a las semanas 6 y 13 postcirugia (Lopez-Cervantes et al., 2021). En este estudio, aunque
la actividad espontanea disminuy6d en ambos grupos APC, las ratas lograron explorar
todo el campo, lo que sugiere que la locomocion no se vio completamente
comprometida. Por ello, fue necesario evaluar pruebas mas especificas para determinar

si la coordinacion motora se vio afectada por el procedimiento.
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Figura 27. Prueba de campo abierto de los grupos SHAM, SS y AL. A) Patron de actividad
durante la prueba de campo abierto. B) Actividad espontanea, C) Distancia recorrida. *p < 0.05
(ANOVA estadistico de Tukey), n=>5-11.

6.2.1.2 RotaRod

En la prueba de RotaRod, se observo una reduccidn en el tiempo de caida en los grupos
APCHSS (89.88 + 10.67s) y APC+AL (149.1+£9.38s) en comparacion con el grupo
SHAM (188.9+14.49s) (Figura 28). Lopez-Cervantes y colaboradores (2021)
reportaron que la APC reduce la coordinacion motora desde la semana 3, y hasta las 13
semanas postcirugia, relacionando la severidad del déficit en equilibrio con la pérdida
de células de Purkinje, lo que podria también afectar el aprendizaje, especialmente a las
13 semanas. Sin embargo, el grupo APC+AL mostr6 una mejora significativa en
comparacion con el grupo APC+SS. Estos hallazgos sugieren que el aumento en la

latencia de caida en el grupo tratado podria estar vinculado al mantenimiento y
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proteccion de las células de Purkinje, lo que, a su vez, podria reflejarse en una mejora

de la coordinacion motora en comparacion con el grupo sin tratamiento.

Figura 28. Prueba de RotaRod de los grupos SHAM, SS y AL. ****p < 0.00001 (ANOVA
estadistico Tukey), n= 5-11.

6.2.1.3 Barra transversal

En esta prueba se aprecié un mayor numero de tropiezos en las ratas del grupo APC+SS
en las barras de 1 y 2 cm (4.5+ 1.3 y 3.8+ 0.73 respectivamente) en comparacion con el
grupo SHAM (0.8 £ 0.4y 0.4 = 0.25) y APC+AL (1.0 £ 0.31 y 1.0 £ 0.41), (Fig. 29).
Los déficits motores observados en las ratas APC+SS respaldan el mecanismo
propuesto por Cabrera-Pastor (2019), segun el cual el deterioro motor en la
encefalopatia hepatica ocurre de la siguiente manera: la insuficiencia hepatica induce
hiperamonemia e inflamacidn periférica, lo que desencadena en neuroinflamacion. Esta,
a su vez, altera la neurotransmision y la conectividad neuronal, afectando tanto las

funciones motoras como cognitivas.

Por otro lado, al igual que en la prueba de RotaRod, el grupo APC+AL mostrdé una
mejora significativa en comparacion con el grupo sin tratamiento. Estudios previos han
atribuido el deterioro motor en ratas con APC a la pérdida neuronal y la atrofia

estructural del cerebelo, lo que sugiere que el tratamiento podria estar ejerciendo un

61|Pagina



efecto positivo en esta area, promoviendo el restablecimiento de las funciones motoras
(Cauli et al., 2006-2014; Dadsetan et al., 2016; Agusti et al., 2017). Para confirmar si
el tratamiento con el agonista de la GnRH favorece la integridad neuronal y estructural

del cerebelo, se realizd un analisis histologico en todos los grupos experimentales.

Figura 29. Prueba de barra transversal de los grupos SHAM, SS y AL. A y B) Numero de
tropiezos y latencia de escape en barra circular de 2cm. A y B) Numero de tropiezos y latencia
de escape en barra cuadrada de Icm. *p < 0.05, **p <0.001, ***p< 0.0001 (ANOVA estadistico
de Tukey), n=6-7.
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6.2.2 Analisis histologico de cerebelo

El andlisis histologico en ratas APC+SS reveld la presencia de vacuolas de distintos
tamafios en la capa molecular, un hallazgo que coincide con la degeneracion cerebelosa
descrita en pacientes con encefalopatia hepatica (Butterworth, 2019). Lopez-Cervantes
et al. (2021) fueron los primeros en documentar la degeneracién espongiforme en el
cerebelo de ratas con APC tras 13 semanas, comparandola con trastornos
neurodegenerativos amiloidogénicos, caracterizados por la agregacion patoldgica de
proteinas como priones, B-amiloide, tau y a-sinucleina. Por otro lado, en la capa de
Purkinje se observo la pérdida significativa de las neuronas de ratas APC+SS en
comparacion con el grupo control y APC+AL (SHAM 29.3+0.96, APC+SS 20.57+0.90,
APC+LA 29.23+0.72). No obstante, las neuronas remanentes en el grupo sin
tratamiento presentaron alteraciones morfoldgicas evidentes, como deformacion y

reduccion del area nuclear (figura 30 y figura 31).

Se ha demostrado que la pérdida de neuronas de Purkinje en ratas APC esta
estrechamente relacionada con alteraciones morfoldgicas y apoptosis de la glia de
Bergmann. Garcia-Lezana (2017) reporto este efecto apenas 4 semanas después de la
cirugia, mientras que Lopez-Cervantes et al. (2021) observaron efectos similares a las
13 semanas postcirugia. Este proceso degenerativo podria estar relacionada a multiples
factores, como la hiperamonemia, la alteracion en la transmision glutamatérgica, la
sobreactivacion de la microglia y cambios en los astrocitos, que en conjunto contribuyen

a la muerte neuronal.

La administracion de acetato de leuprolida mejoro significativamente la supervivencia
neuronal y el mantenimiento de la estructura de la corteza del cerebelo. En este grupo,
se observo un aumento en las neuronas de Purkinje en comparacion con el grupo sin

tratamiento, ademas de una disminucion considerable en la aparicion de vacuolas en la
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capa molecular en las ratas con APC. Aunque los mecanismos especificos de su accion
en el cerebelo atn no estdn completamente esclarecidos, la evidencia respalda su papel
neurotrofico. Alberson y colaboradores (2008) identificaron la presencia de receptores
de la GnRH en el cerebelo, particularmente en las células de Purkinje, las cuales
desempefian un papel fundamental en el control motor y la cognicidn a través de la
inhibicion mediada por la liberacion de GABA. Ademas, se ha demostrado que la
administracion de GnRH modula los niveles de GABA y glutamato en el cerebelo
(Pasha & Vijayan, 1992), lo que podria favorecer la funcionalidad de las células de

Purkinje y mejorar la coordinacion motora.

Figura 30. Histologia de cerebelo de los grupos SHAM, SS'y AL. A) Capas de corteza cerebelar
de grupo SHAM a 10x. D) Células de Purkinje grupo SHAM 40x. B) Capas de corteza cerebelar
de grupo SS a 10x. E) Células de Purkinje grupo SS 40x. C) Capas de corteza cerebelar de grupo
AL a 10x. F) Células de Purkinje grupo AL 40x. n=3.
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Figura 31. G) Grosor de capa granular, H) Numero de células de Purkinje, 1) Grosor de capa
molecular en loS grupos SHAM, SS y AL. *p < 0.05 (ANOVA prueba Tukey), n=3.

6.2.3 Evaluacion de marcadores de integridad neuronal en cerebelo

A fin de poder corroborar si es que el AL tiene un efecto directo sobre la integridad
neuronal del cerebelo se analizo la expresion de 3 proteinas implicadas en la estructura
neuronal: espinofilina, NF200 y tubulina. El anélisis de la expresion de espinofilina en
cerebelo demostr6 una disminucion significativa en el grupo de APC+SS en
comparacion con SHAM y APC+AL (SHAM;92.87+2.9, APC+SS; 61.12+7.9,
APC+AL: 83.32+3.05), (Fig.32). La espinofilina es una proteina clave localizada en las
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espinas dendriticas, donde desempefia un papel fundamental en la recepcion de sefiales
sindpticas excitatorias y en el mantenimiento de la morfologia y densidad de las espinas.
Su funcion es esencial para la plasticidad y estabilidad sinaptica, ya que vincula la
transmision excitatoria con las adaptaciones estructurales en las sinapsis (Verdugo-

Sivianes & Carnero, 2023).

La desregulacion de esta proteina se ha asociado con fallos sindpticos y déficits
cognitivos, como se ha evidenciado en modelos de encefalopatia hepatica minima
(EHM) y en ratas con ligadura del conducto biliar (BDL). En estos modelos, la
reduccion en la densidad de espinas dendriticas en las células de Purkinje subraya el
impacto de la encefalopatia hepatica en la microestructura neuronal del cerebelo (Wang
et al., 2021; Mosso, 2021). El papel crucial de la espinofilina en las funciones motoras
y cognitivas se respalda en estudios que muestran que la eliminaciéon del gen que la
codifica en modelos animales provoca déficits significativos en el desempefio del

RotaRod y en el aprendizaje (Kristi et al., 2017).

Figura 32. Expresion de espinofilina en ratas SHAM, SS'y AL (n=35). A) Expresion en cerebelo
B) expresion en hipocampo. Los resultados se muestran como media y SEM. *p<0,05,
**p<0,001 determinado mediante ANOVA unidireccional con Fisher como prueba post-hoc.

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en la expresion de NF200 en

el cerebelo (PCA+SS: 90.78+13.8%, PCA+LA: 86.9+18.7%). Este resultado podria
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contrastar con los hallazgos previos, ya que mediante analisis histologico se observo
una disminucién en el numero de células de Purkinje y una reduccion en el grosor de la
capa granular. Los neurofilamentos son proteinas estructurales clave en las neuronas y
desempefian un papel esencial en el mantenimiento de su integridad. Existen tres
subunidades con distintos pesos moleculares: ligera (68 kDa), media (160 kDa) y pesada
(200 kDa) (Yuan et al., 2017). La ausencia de cambios en la expresion de NF200
detectada mediante Western Blot podria deberse a que esta subunidad se mantuvo
estable, mientras que la expresion de las otras isoformas de neurofilamentos podria
haber sido alterada. Futuros estudios seran necesarios para evaluar especificamente
estas otras subunidades y asi dilucidar el impacto de la APC en la integridad estructural

de las neuronas cerebelosas.

Figura 33. Expresion de NF200 en ratas SHAM, SS y AL (n=5). A) Expresion en cerebelo B)
porcentaje de densidad optica respecto a GAPDH. Los resultados se muestran como media y
SEM. *p<0,05, **p<0,001 determinado mediante ANOVA unidireccional con Fisher como
prueba post-hoc.

Al no haber obtenido significancia en la expresion de NF200 y a fin de evaluar la
estructura neuronal, se continuo a analizar la expresion de tubulina en la capa granular
y molecular del cerebelo por medio de la técnica de inmunofluorescencia. Los
resultados obtenidos mostraron una disminucion significativa en la expresion de
tubulina en el grupo APC+SS en ambas capas del cerebelo. La EH podria generar un
entorno neurotoxico e inflamatorio que compromete la integridad del citoesqueleto, lo
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que desencadenaria la disfuncion o muerte de las células cerebelosas (Hammond et al.,
2008). Ademas, diversos marcadores han sido utilizados para evaluar el dafio neuronal
asociado a la EH. Franca ef al. (2009) reportaron una disminucidén del marcador
neuronal NeuN en ratas con hiperamonemia, asocidandolo con un proceso de

neuroinflamacion en el cerebelo

Por otro lado, se observo una mejora significativa en la expresion de tubulina en el
grupo APC+AL. Estos hallazgos respaldan lo observado durante las pruebas de funcion
motora y en los analisis histologicos, en donde la estructura celular del grupo tratado
parece mantenerse mas estable a pesar del estado de hiperamonemia. Aunque los efectos
neurotroficos de la GnRH en el cerebelo aiin no han sido ampliamente estudiados, la
evidencia disponible indica que esta hormona modula el contenido de
neurotransmisores cerebelares, en particular glutamato y GABA (Pasha & Vijayan,
1992). Esta regulacion podria influir en la interaccion y funcionalidad sinéptica de las
c€lulas de Purkinje. Ademas, se ha documentado que la GnRH desempefia un papel
neurotrofico en otros contextos, donde regula la neuroinflamacién y preserva la
integridad neuronal (Martinez-Moreno et al., 2023, Baca-Alonso y Quintanar, 2024).
Por lo que el tratamiento con AL podria tener efectos neurotroficos en las neuronas
cerebelares, ayudando a mitigar los déficits estructurales y funcionales asociados con la

hiperamonemia y la degeneracion cerebelosa.
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Figura 34. Expresion de tubulina por medio de la técnica de inmunofluorescencia A y B
expresion en la capa molecular de cerebelo de ratas. C y D expresion en la capa granular. Los
resultados se muestran como densidad integrada y SEM. *p<0,05, **p<0,001 determinado
mediante ANOVA unidireccional con Fisher como prueba post-hoc (n=3)

6.2.4 Evaluacion de marcadores de gliosis reactiva

Para evaluar el efecto del tratamiento con AL en los astrocitos, se analizo la expresion
de la proteina acida fibrilar glial (GFAP), un marcador de activacidon astrocitaria,
mediante Western Blot e inmunofluorescencia. En el cerebelo, se observo un aumento
en la expresion de esta proteina en el grupo APC+AL en comparacion con los grupos

SHAM y APCH+SS (SHAM: 100.5+£5.67; APC+SS: 105.3£9.49; APC+AL:
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137.4£14.58). De manera interesante, en el grupo sin tratamiento (APC+SS) se detectd
un bandeo adicional por debajo de la banda esperada de 53 kDa, con dos sefiales mas
intensas en comparacion con SHAM y AL. Este fendmeno podria estar relacionado con
la presencia de isoformas de GFAP, las cuales han sido implicadas en enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer (Gogishvili et al., 2025). Ante estos resultados
y con el objetivo de analizar mejor el fendmeno, se decidid evaluar la expresion de

GFAP mediante inmunofluorescencia.

Figura 35. Expresion de GFAP en ratas SHAM, SS y AL (n=5). A) Expresion en cerebelo B)
porcentaje de densidad optica respecto a GAPDH. Los resultados se muestran como media y
SEM. *p<0,05, **p<0,001 determinado mediante ANOVA unidireccional con Fisher como
prueba post-hoc.

El analisis de la expresion de GFAP en la capa molecular del cerebelo demostré un
aumento significativo en el grupo APC+SS en comparacion con el control (SHAM:
20400+£3021, APCHSS: 39013+£8861, APCH+AL: 17999+1961).). Los astrocitos
desempeiian un papel fundamental en el soporte estructural del tejido y en el
mantenimiento de la homeostasis. Un marcador ampliamente utilizado para identificar
astrocitos es GFAP, una proteina del citoesqueleto intermedio presente en la mayoria
de los astrocitos del sistema nervioso central. Su funcion principal es proporcionar
soporte mecanico y contribuir a la integridad de la barrera hematoencefalica (BBB)
(Jurga et al., 2021). La sobreexpresion de GFAP se ha asociado con la astrogliosis

reactiva, una alteracion caracteristica de la morfologia y funcion de los astrocitos
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observada en diversos trastornos neurologicos, como neurotrauma, accidente
cerebrovascular isquémico y enfermedades neurodegenerativas (Pekny et al., 2016). La
astrogliosis también ha sido reportada en pacientes con EH y en ratas con derivacion

portosistémica (Agarwal y Mais, 2019; Cruz y Duffy, 1983).

A diferencia de lo observado en la capa molecular, en la capa granular se registr6 una
notable disminucion en la expresion de GFAP en los grupos lesionados en comparacion
con el grupo control (SHAM: 41,119+£3,371; SS: 19,155+1,666; AL: 23,681+£774.2).
Aunque no se encontraron diferencias significativas entre los grupos AL y SS, se
observo una tendencia al aumento de GFAP en el grupo tratado en comparacion con el
grupo sin tratamiento (Fig. 36). La reduccion en la expresion de GFAP ha sido
previamente reportada en un modelo de APC, donde a las 13 semanas postcirugia se
evidencio una disminucién en la capa granular, lo que sugiere una pérdida de astrocitos

(Lopez-Cervantes et al., 2021).
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Figura 36. Expresion de GFAP por medio de la técnica de inmunofluorescencia A y B expresion
en capa molecular de cerebelo, C'y D expresion en la capa granular del cerebelo (n=3). Los
resultados se muestran como densidad integrada y SEM. *p<0,05, **p<0,001 determinado
mediante ANOVA unidireccional con Fisher como prueba post-hoc.

Ademas de la evaluacion de gliosis reactiva mediante GFAP, se utilizé Ibal (molécula
adaptadora de union a calcio ionizado 1) como marcador de microglia. Ibal es una
proteina de 17 kDa expresada predominantemente en microglia y macrdofagos
periféricos, con un papel clave en la remodelacion del citoesqueleto de actina, esencial
para la motilidad y fagocitosis microglial. Su sobreexpresion se asocia con activacion

microglial, por lo que es un marcador ampliamente empleado en el estudio de
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neuroinflamacién en diversas enfermedades neurodegenerativas. Los resultados
muestran un incremento en la expresion del ARNm de Ibal en el grupo sin tratamiento
en comparacion con el control y el tratado con AL (SHAM: 1.02+0.08; APC+SS:
3.26+0.18; APCH+AL: 1.26+0.07). Estudios previos han demostrado que Ila
hiperamonemia inducida por una dieta con 20% de acetato de amonio genera activacion
de astrocitos y microglia en el cerebelo (Cabrera-Pastor et al.). Asimismo, en un modelo
de APC, la activacion microglial y astrocitaria se ha vinculado con un aumento en los
niveles de citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-1p (Dadsetan ef al., 2016).

En este estudio, la microgliosis y astrogliosis observadas en ratas con APC,
evidenciadas por el aumento en los niveles de Ibal y GFAP, fueron normalizadas con
el tratamiento con AL, lo que indica que este compuesto reduce la neuroinflamacion

cerebelosa en un modelo de encefalopatia hepatica (EH).

Figura 37. Expresion relativa de ARNm 1lba 1 en ratas SHAM, SS y AL (n=3). Los resultados
como expresion relativa con respecto a actina y SEM. *p<0,05, **p<0,001, **** p<0,00001
determinado mediante ANOVA unidireccional con Fisher como prueba post-hoc.

6.2.5 Evaluacion de marcadores de inflamacion

Con el objetivo de evaluar el efecto del acetato de leuprolida sobre los marcadores
de inflamacion, se midi6 la expresion relativa del ARN mensajero de citocinas

proinflamatorias (TNFa, IL-6, IL-1p e iNOS). Se observé un aumento significativo
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en la expresion de IL-1B en el grupo APC+SS (2.3£0.19) en comparacion SHAM
(0.9£0.15). En contraste, en el grupo tratado con AL (1.77+0.18) no se encontraron
diferencias con respecto al grupo control, pero si una reduccion significativa en
comparacion con el grupo sin tratamiento. Al analizar la expresion de TNFa, se
observo un incremento en el grupo APC+SS (0.944+0.47) en comparacion con el
grupo control SHAM (0.5+0.15). En el grupo tratado con AL (0.21+0.02), no se
detectaron diferencias significativas en relacion con los grupos control y SS; sin

embargo, se observo una tendencia a la disminucidon en comparacion con el grupo

SS.

En modelos de hiperamonemia cronica, se ha descrito un proceso de
neuroinflamacion en el cerebelo caracterizado por la activacion de microglia y
astrocitos, asi como un aumento en los niveles de IL-1B y TNFa. Este fenomeno se
acompafia de una mayor expresion en membrana del receptor TNFR1 para TNFa.
Ademas, se ha observado que esta respuesta inflamatoria estd asociada con un
incremento en la expresion nuclear de NF-kB, el cual activa la transcripcion de una
serie de genes proinflamatorios, incluidos IL-1pB y TNFa. Por otro lado, el efecto
antiinflamatorio del acetato de leuprolida (AL) ha sido reportado previamente por
Guzman-Soto y colaboradores (2012) en un modelo de esclerosis multiple. En dicho
estudio, se observd que el tratamiento con AL favorecido la disminucion en la
expresion de las citocinas proinflamatorias [L-1f, [L-17A y TNF-q, lo cual se asocio6

con una menor activacion de la via de senalizacion de NF-xB.

Al analizar la expresion de iNOS en el grupo de APC+SS (5.98+0.69), se observo
un aumento significativo en comparacion con el control SHAM (1.9+0.25). En
contraste, en el grupo tratado con acetato de leuprolida (AL) (1.95+0.58), no se
encontraron diferencias respecto al control, pero si una disminucidn significativa en

comparacion con el grupo sin tratamiento (SS). De manera similar, al evaluar la
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expresion de IL-6, se evidencid un aumento en el grupo SS (3.43+0.13) en
comparacion con el control SHAM (1.52+0.2). Sin embargo, en el grupo AL
(1.28+0.07), no se observaron diferencias en relacion con el control, pero si una
disminucidn significativa frente al grupo SS. Estudios previos, como el de Cauli et
al., han demostrado el aumento en la expresion de marcadores inflamatorios como
INOS y COX en la corteza cerebral de ratas con APC. Ademas, la hiperamonemia
se ha asociado con un aumento en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica
(BBB) a citocinas proinflamatorias, facilitando asi la produccion de iNOS. La
sobreexpresion de iNOS, a su vez, se ha vinculado con el deterioro cognitivo (Sedik

etal., 2023).

En nuestro estudio, encontramos que el tratamiento con AL logré reducir
significativamente los niveles de IL-6 e iNOS. Estos resultados son consistentes con los
reportados por Martinez-Moreno ef al. (2023), quienes observaron que el tratamiento
con GnRH redujo significativamente la expresion de IL-6 e iNOS a los 21 dias post-
lesion, sugiriendo un efecto antiinflamatorio similar al observado en nuestro modelo
experimental. De manera similar, Guzman-Soto et a/. informaron una disminucion en
la expresion de IL-1PB, IL-17A y TNF-a en modelos de encefalomielitis autoinmune
experimental, atribuyendo este efecto a la inhibicion de la via de NF-«xB. Esta evidencia
resalta la doble accion del AL: por un lado, mejora la funcién motora, y por otro, reduce
la neuroinflamacion a través de su impacto en neuronas y células gliales. En conjunto,
estos hallazgos sugieren que el AL podria representar una estrategia terapéutica
prometedora con efectos neurotroficos y antiinflamatorios en disfunciones cerebelosas

asociadas a la hiperamonemia y otras condiciones inflamatorias.
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Figura 38. Expresion relativa de ARNm de TNFo, IL-6, IL-1 e iNOS en ratas SHAM, SS y
AL (n=3). Los resultados como expresion relativa con respecto a actina y SEM. *p<0,05,
**0<0,001, **** p<0,00001 determinado mediante ANOVA unidireccional con Fisher como

prueba post-hoc.

Por otro lado, al examinar la expresion de la citocina antiinflamatoria IL4 no se observo
significancia entre los tres grupos experimentales, sin embargo, se puede apreciar una
tendencia al decremento en el grupo de APC+SS (1.97+0.93) en comparacion con el
control SHAM (2.9£1.15) y el de AL (2.4+0.6). Al analizar la expresion de TGFP no

se apreciaron diferencias significativas entre los tres grupos experimentales.
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Finalmente, al analizar la expresion de IL10 se aprecié una disminucion significativa

de los grupos APC+AL (0.63+0.06) y APC+SS (0.490.1) con el SHAM (0.94+0.11).
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Figura 39. Expresion relativa de ARNm de IL4, IL1 y TGF8 en ratas SHAM, SSy AL (n=3). Los
resultados como expresion relativa con respecto a actina y SEM. *p<0,05, **p<0,001, ****
p<0,00001 determinado mediante ANOVA unidireccional con Fisher como prueba post-hoc.

6.2.6 Evaluacion de factores neurotroficos en cerebelo

La expresion del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) en el cerebelo mostrd
una disminucion significativa en el grupo SS en comparacion con el grupo control, tanto
a nivel proteico como en la expresion de ARNm (SHAM: 40.09+1.4; APC+SS:
26.6+2.3 en inmunodeteccion; SHAM: 1.09+0.08; APC+SS: 0.89+0.04 en ARNm de

BDNF). Asimismo, se observaron diferencias en la expresion de ARNm de BDNF entre
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los grupos SS y AL, siendo mayor en el grupo AL (AL: 36.543.8) (Fig. 25). BDNF
desempefia un papel esencial en el desarrollo, mantenimiento y funcién del cerebelo,
regulando la morfologia y diferenciacion de las células granulares y de Purkinje. Su
sefnalizacion a través de TrkB (quinasa del receptor de tropomiosina B) favorece la
supervivencia de las células granulares y facilita la plasticidad sinaptica en las células
de Purkinje, procesos fundamentales para la funcion cerebelosa y el almacenamiento de
memoria a largo plazo. Diversos estudios han sefalado que la disfuncion astrocitica o
la exposicidon a amonio pueden reducir los niveles de BDNF, afectando la conectividad
sindptica. Dichas alteraciones han sido observadas en condiciones como la
encefalopatia hepatica (EH), donde la senescencia astrocitica y la disminuciéon de BDNF
comprometen la funcion neuronal y sindptica. Martinez-Moreno et al. (2024), reportd
que el tratamiento con GnRH en un modelo de lesion medular en rata increment6 la
expresion de ARNm de neurotrofinas, incluyendo BDNF, NGF y NT3 en tejido
medular. El restablecimiento en la expresion de BDNF tras el tratamiento con AL podria
asociarse con la mejoria en pruebas de coordinacion motora y con la proteccion
neuronal en el cerebelo. Dado que BDNF esta estrechamente ligado a la supervivencia
neuronal, su modulacion representa un objetivo terapéutico prometedor para la
degeneracion  cerebelosa, los trastornos motores 'y las enfermedades

neurodegenerativas.

Al analizar la expresion del factor de crecimiento nervioso (NGF), observamos un
aumento en el grupo APC+SS en comparacion con los grupos SHAM y APC+AL. Este
hallazgo es particularmente interesante, ya que se esperaba una reduccion de este
neurotrofico en el grupo sin tratamiento. Sin embargo, estudios previos han reportado
que, tras un trauma cortical, la respuesta inflamatoria desencadenada por citocinas
puede inducir un incremento en la expresion de NGF tanto en la corteza como en el
cerebelo. Ademas, NGF desempefia un papel neurotrofico al prevenir la apoptosis de

las neuronas de Purkinje causada por la privacion de factores troficos. De manera
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similar, se ha demostrado que los astrocitos cerebelosos en cultivos primarios responden
selectivamente al acido kainico y a la exposicion a citocinas inflamatorias aumentando
la produccion de NGF (Gelfo ef al., 2011). Por lo tanto, el incremento de NGF en el
grupo APC+SS podria estar directamente relacionado con la mayor expresion de

citocinas proinflamatorias observada en este grupo.

Figura 40. Expresion de BDNF en cerebelo de ratas SHAM, SS y AL (n=3). Los resultados se
muestran como densidad integrada y SEM. *p<0,05, **p<0,001 determinado mediante
ANOVA unidireccional con Fisher como prueba post-hoc.
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Figura 41. Expresion relativa de ARNm de BDNF y NGF en ratas SHAM, SS y AL (n=3). Los
resultados como expresion relativa con respecto a actina y SEM. *p<0,05, **p<0,001, ****
p<0,00001 determinado mediante ANOVA unidireccional con Fisher como prueba post-hoc.

6.2.7 Evaluacion de marcadores involucrados en proceso de
neurotransmision en cerebelo

La sinaptofisina es una proteina integral de la membrana sindptica que se utiliza
comunmente como marcador de densidad sinaptica (Cousin, 2021). El analisis de la
expresion de sinaptofisina demostrd un aumento significativo en el grupo APC+SS en
comparacion con el control y AL (SHAM: 34766+2725; APC+SS: 42250+2640;
APC+AL: 33123+1466), (Fig.42). Este incremento resulta interesante, ya que en otros
modelos de hiperamonemia se ha reportado la disminucién en los niveles de
sinaptofisina, lo que sugiere alteraciones en la plasticidad sindptica y la funcion

neuronal (Franga ef al., 2019).

Sin embargo, algunos estudios han sefialado que la activacion microglial y astrocitica
inducida por la hiperamonemia promueve la liberacion de citocinas proinflamatorias
como TNFa, IL1B e IL6, lo que podria modular la sinaptogénesis al regular la expresion
de proteinas sindpticas, incluida la sinaptofisina. Por otro lado, otra explicacion podria
ser que, en respuesta al dafio neuronal inducido por la hiperamonemia, el sistema
nervioso puede intentar compensar la disfuncion sindptica mediante un aumento en la
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expresion de sinaptofisina para fortalecer las conexiones existentes o la formacion de

nuevas sinapsis (Popek et al., 2022).
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Figura 42. Expresion de sinaptofisina en cerebelo de ratas SHAM, SSy AL (n=3). Los resultados
se muestran como densidad integrada y SEM. *p<0,05, **p<0,001 determinado mediante

ANOVA unidireccional con Fisher como prueba post-hoc.

Se evalud la expresion de receptores a glutamato NMDA, estos son heterotetrameros

compuestos por dos subunidades NR1 y dos subunidades regulatorias de uniéon a

glutamato NR2 (NR2A-D). La expresion del ARNm de las subunidades NR1 y NR2
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mostraron una disminucion significativa en el grupo de APC+SS al compararlo con el
SHAM (SHAM: 1.09+0.08 NR1 y 1.16+.05 NR2A; APC+SS: 0.89+0.04 NRI1 y
0.94+0.05 NR2A). No obstante, el grupo de APC+AL: mostro un aumento significativo
en la expresion de NR2A, no siendo asi en el NR1 sin embargo también se noté una
tendencia a aumentar en comparacioén con el grupo no tratado (APC+AL: 1.41+0.14

NR1 y 1.27+£0.05en NR2A).

En el cerebelo, todas las clases de neuronas reciben proyecciones glutamatérgicas. Las
células granulares reciben proyecciones glutamatérgicas de las fibras musgosas, y la
activacion de los receptores NMDA es importante para la funcion fisiologica de estas
sinapsis (Llansola et al, 2005). Ademas, en las cé¢lulas de Purkinje, la expresion de estos
receptores en ratas adultas tiene una participacion en la proteccion de estas, las cuales
son altamente susceptibles a la excitotoxicidad mediada por glutamato modulando asi
la entrada excesiva de calcio. Alternativamente, la sefializacion de calcio mediada por
los receptores NMDA podria permitir que la entrada de sefiales provenientes de las
fibras trepadoras contribuya a la sefializacion de calcio necesaria para la induccion de
la depresion a largo plazo (LTD), que, a diferencia de lo observado en hipocampo, la
sefalizacion de los receptores NMDA en el cerebelo es necesaria para la induccion de
LTD, pero no para la potenciacion a largo plazo (LTP) (Piochon ef al, 2010). La LTD
es un mecanismo clave en el aprendizaje motor y la coordinacion, ya que ajusta la fuerza
de las conexiones sinapticas en respuesta a experiencias previas. No existen reportes
que hablen acerca de la expresion de los receptores NMDA en el cerebelo durante la
EH, sin embargo, la expresion de ARNm de la subunidad del receptor NR1 ha sido
estudiada en ratas con BDL en donde la expresion de dicha subunidad disminuyod
significativamente en la corteza prefrontal, mientras que aumento en el hipocampo; sin
embargo, en el cuerpo estriado no se observaron cambios significativos. Por lo que la
hiperamonemia podria alterar la expresion de los receptores NMDA a nivel de ARNm

afectando el proceso de neurotransmision en diferentes etapas de la EH.
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Por otro lado, el restablecimiento de los niveles de las subunidades NR1 y NR2A en el
grupo APC+AL sugiere una posible regulacion en la neurotransmision glutamatérgica,
con implicaciones en la plasticidad sinaptica y la excitabilidad neuronal. La subunidad
NRI es fundamental para la formacién de receptores NMDA funcionales, ya que esta
presente en todos ellos. Por su parte, la subunidad NR2A modula las propiedades del
receptor, regulando su tiempo de apertura y la cantidad de calcio que ingresa a la célula
tras la activacion. El aumento en la expresion de ambas subunidades indica una mayor
cantidad de receptores NMDA ensamblados y activos en la membrana neuronal, lo que
podria estar relacionado con mecanismos de compensacion neuronal y adaptacion

sinaptica (Flores-Soto et al., 2012).
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Figura 43. Expresion relativa de ARNm de NRI y NR2A en ratas SHAM, SS y AL (n=3). Los
resultados como expresion relativa con respecto a actina y SEM. *p<0,05, **p<0,001, ****
p<0,00001 determinado mediante ANOVA unidireccional con Fisher como prueba post-hoc.
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6.3 Evaluacion del efecto del acetato de leuprolida sobre
hipocampo de ratas con EH.

6.3.1 Evaluacion de funciones cognitivas
6.3.1.1 LaberintoenY
El laberinto en Y nos permitié evaluar la memoria espacial a corto plazo de los animales

experimentales, durante esta prueba el nimero de entradas en el nuevo brazo se comparo
con las entradas en los otros brazos para evaluar el grado de memoria espacial, una rata
que no muestra preferencia por ninguno de los brazos es una indicacion de memoria
espacial deteriorada, lo que puede indicar alteracion del funcionamiento del hipocampo
(Kraeuter et al., 2019). Los resultados obtenidos de esta prueba muestran una diferencia
entre el porcentaje de entradas del grupo de APC+SS (26.07 &+ 2.29%) en comparacion
con los grupos de APC+AL (37%) y SHAM (46.31 = 7.71%).

Este deterioro cognitivo podria estar asociado al aumento en la captacion de amonio en
el cerebro, ya que diversos estudios han sefialado que niveles elevados de este
compuesto afectan los procesos cognitivos. Erceg et al. (2005) reportaron una reduccion
en la capacidad de aprendizaje en la prueba del laberinto en Y en ratas con APC, asi
como en modelos de hiperamonemia sin insuficiencia hepatica. Asimismo, Cauli ef al.
(2007) demostraron que las ratas con APC presentaban una menor capacidad para
aprender una tarea de discriminacién condicional en la prueba del laberinto en Y,
probablemente debido a la inflamacion y la hiperamonemia, las cuales afectan la
funcion de la via glutamato—-NO—-cGMP en el cerebro. Por otro lado, el aumento en el
porcentaje de nimero de entradas al brazo nuevo en el grupo AL podria ser indicativo

de la disminucion de dichas alteraciones a nivel cerebral.
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Figura 44. Prueba de laberinto en Y a los grupos SHAM, SSy AL. *p < 0.05, *p < 0.001
(ANOVA prueba Kruskal-Wallis), n= 12-18.

6.3.1.2 Laberintoen T elevado
La prueba del laberinto en T mostr6 una reduccion significativa en la latencia de escape

en el grupo sin tratamiento en comparacion con el grupo tratado (APC+SS:
174.4+£54.91s vs. APC+AL: 300+0.0s), lo que sugiere una incapacidad para aprender la
tarea. Por el contrario, el grupo APC+AL presentd un aumento en la latencia de escape
en comparacion con el grupo SHAM, lo que indica que el tratamiento con AL favorecid
el aprendizaje durante la prueba (SHAM: 243.17+31.8s vs. APC+AL: 300+0.0s). Este
efecto también fue evidente al evaluar el porcentaje de sujetos que alcanzaron el criterio
de 300s, donde las ratas tratadas con LA lograron una puntuacion perfecta, superior
tanto al grupo control como al grupo SS (SHAM: 66.67£21.08%, APC+SS:
20.0£20.0%, APC+AL: 100.0+0%) (Fig. 45). La reduccién en la capacidad de
aprendizaje ha sido previamente documentada en modelos de hiperamonemia, donde,
en condiciones cronicas, se observa una disminucion significativa en la potenciacion a
largo plazo y en la transmision sinaptica glutamatérgica, ambos procesos fundamentales
para el aprendizaje y la memoria (Mufioz et al., 2000; Hernandez-Rabaza et al., 2015;
Méndez et al., 2010). Ademas, en ratas con BDL, se ha reportado que los cambios en la

actividad electrofisiologica de las neuronas piramidales en la region CA1 podrian estar
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involucrados en las alteraciones cognitivas (Tahamtan et al., 2017). Resulta interesante
que, al igual que en la prueba del laberinto en Y, estas alteraciones no se observaron en
el grupo tratado, el cual mostré una mejoria significativa en comparacion con el grupo
sin tratamiento. Gonzalez-Torres et al. (2019) reportaron que la mejora en el aprendizaje
de ratas envejecidas gonadectomizadas tratadas con GnRH esta relacionada con un
aumento en la expresion de espinofilina, lo que a su vez se asocia con un mayor nimero
de contactos dendriticos.
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Figura 45. Prueba de laberinto en T elevado de los grupos SHAM, SS y AL. A) Latencia para

explorar brazos abiertos *p < 0.05 (ANOVA prueba Tukey). B) Sujetos con ejecucion perfecta
**p < 0.001 (ANOVA prueba Kruskal-Wallis), n= 6.
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6.3.2 Histologia de hipocampo

Se realizé un andlisis cuantitativo de la densidad neuronal, el grosor de la capa y el area
nuclear en las regiones CA1, CA3 y DG del hipocampo. La densidad de neuronas en
las areas CA1y CA3 disminuy6 en ambos grupos de APC en comparacion con el control
(SHAM CALl: 36.67+2.82, APC+SS CAl: 27.0+£2.74, APC+SS: 29.33+1.98; SHAM
CA3: 22.33+2.32, APC+SS CA3: 14.83+£2.15, APC+AL CA3: 16.17+£2.46). Sin
embargo, en el area del DG del grupo con tratamiento el numero de neuronas fue
significativamente mayor que en el grupo SS, pero no diferente del grupo SHAM

(SHAM: 102.08+3.0, APC+SS: 86.58+4.77, APC+AL: 101.83+4.65).

Por otra parte, los resultados del area nuclear revelaron que no hay diferencias entre los
tres grupos en las regiones CA1 y CA3. Por el contrario, en el DG del grupo tratado el
area nuclear aumento significativamente respecto al grupo no tratado, aunque no difirid
del grupo control (SHAM: 46.89+2.15, APC+SS: 41.06+1.24, APC+AL: 49.5 +1.68).
Finalmente, en el espesor de capa del area CA1 se observo una disminucion significativa
en el grupo APC+SS en comparacion con el grupo SHAM (SHAM: 51.15+2.37,
APCHSS: 42.734+2.18). Cuando se analizé el CA3, se observé una reduccion en ambos
grupos de APC en comparacion con el control (SHAM: 67.45+3.87, APC+SS:
53.90+2.07, APC+AL: 53.78+3.9). Sin embargo, en el DG, se observo un aumento en
el espesor de la capa en las ratas tratadas frente al grupo no tratado (APC+SS:

55.41+1.07, APC+AL: 61.86+2.4).

87|Pagina



Figura 46. Andlisis morfométrico de las areas CAl, CA3 y GD del hipocampo de grupos
experimentales,
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Sorprendentemente, a pesar de las alteraciones observadas en las areas CA1 y CA3, las
ratas tratadas con AL mostraron una mejora significativa en las pruebas cognitivas en
comparacion con el grupo no tratado. Esta mejora parece estar asociada con un aumento
en el numero y tamafio de las neuronas granulares en la region del DG del hipocampo.
Montoya-Garcia et al. (2023) reportaron una densidad significativamente mayor de
neuronas en el drea del DG de ratas con lesion cerebral por isquemia-reperfusion
tratadas con AL. De manera interesante, el area del DG se mantuvo intacta en el grupo
APC+HAL, lo cual es relevante dado que esta es la region donde ocurre la neurogénesis
(Hainmueller y Bartos, 2020). Se ha descrito que el aprendizaje espacial regula la
neurogénesis en el hipocampo adulto al controlar la sobrevivencia y el desarrollo de
neuronas recién nacidas (Tronel et al., 2010). Por lo tanto, el efecto de AL sobre la
memoria espacial y el aprendizaje podria estar vinculado con la proliferacion y
supervivencia de estas neuronas. Ademas, es probable que el andlogo de GnRH
disminuya la apoptosis en el DG del hipocampo, lo que contribuiria a la mejora
cognitiva observada en las ratas APC tratadas con el agonista de GnRH (Chu et al.,

2008).

6.3.3 Evaluacion de marcadores de integridad neuronal en hipocampo

Para evaluar el efecto del tratamiento con AL sobre las neuronas del hipocampo, se
analiz6 la expresion de espinofilina, NF200 y tubulina. El andlisis de la expresion de
espinofilina mostrdé una disminucion significativa en el grupo APCHSS respecto al
control. No se observaron diferencias en el grupo APC+AL con los demas grupos; sin
embargo, se observo una tendencia al aumento de la expresion en comparacion con el
grupo no tratado (APC+SS: 45.83+9.36% APC+AL: 67.38+8.87%) (Fig. 47). Las
espinas dendriticas son pequeias protuberancias que emergen de los ejes dendriticos y
reciben la mayoria de la entrada excitatoria en el sistema nervioso central (Feng ef al.,

2000). La espinofilina, también conocida como neurabin II, es una proteina que se une
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a la actina y a la fosfatasa de proteinas-1 (PP1), y se encuentra altamente concentrada
en las espinas dendriticas. Su localizacién y propiedades funcionales sugieren una
posible conexién entre la transmision sindptica y las alteraciones en la estructura y
funcion de las espinas dendriticas (Grossman et al., 2004). En este estudio, observamos
una disminucion significativa en la expresion de espinofilina en ratas con APC+SS en

comparaciéon con el grupo control.

La hiperamonemia se ha asociado con una reduccién en la densidad de espinas
dendriticas en neuronas piramidales del CA1 del hipocampo en ratas con ligadura de
conductos biliares (Chen et al., 2014). La pérdida de actividad sinaptica ha sido
vinculada con la desaparicion de espinas dendriticas y, en consecuencia, con un
deterioro en los procesos de aprendizaje (Feng et al., 2000). Ademas, los receptores
NMDA y AMPA de glutamato estan implicados en la plasticidad sinéptica, esencial
para la memoria y el aprendizaje. La desregulacion de estos receptores puede inducir
deterioro cognitivo y pérdida de memoria (Llansola ef al., 2013). Durante episodios de
aumento de amonio se han documentado alteraciones en la transmision de glutamato
(Llansola et al., 2005, 2013; Cauli et al., 2009). Por otro lado, Monfort et al. (2007)
observaron una reduccion en la activacion de los receptores NMDA y AMPA en cortes
de hipocampo de ratas con APC, lo que llevo a una alteracion en la neurotransmision y
en la comunicacion neuronal. Asi, la disminucion de la expresion de espinofilina en el
hipocampo de ratas con APC pueden atribuirse a una alteracién en la transmision
sinaptica, lo que contribuye a las disfunciones cognitivas observadas en las pruebas del

laberinto en Y y laberinto elevado en T.

Por otro lado, aunque no se observaron diferencias significativas entre las ratas APC
tratadas con AL y las no tratadas, se detecté una tendencia hacia un aumento en la
expresion de espinofilina. Gonzélez-Torres et al. (2019) reportaron que la mejora del

aprendizaje en ratas gonadectomizadas tratadas con GnRH esta asociada con un mayor
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numero de contactos dendriticos y un aumento en la expresion de esta proteina.
Investigaciones previas con cultivos de neuronas de médula espinal de embriones de
ratas demostraron que la incubacion con GnRH promovié un mayor nimero de
contactos neuriticos, consistente con el aumento en la expresion de espinofilina
(Quintanar et al., 2016). Ademas, se ha demostrado que, a través de la activacion de su
receptor en cultivos primarios de células hipocampales, la GnRH estimula la expresion
de dos genes clave en la plasticidad neuronal: sinaptofisina y espinofilina (Schang et
al.,2011). Esto resulta en un incremento en la densidad de espinas dendriticas y en una
mayor excitacion neuronal mediada por los receptores ionotropicos de glutamato.
Diversas evidencias sugieren que la GnRH modula la funcion y plasticidad del
hipocampo, ya que esta estructura posee la mayor densidad de receptores GnRHR en el
cerebro (Jennes et al., 1988). Por lo tanto, la GnRH puede ejercer efectos

neuromoduladores sobre el hipocampo (Ferris et al., 2015).

Figura 47. Expresion de espinofilina en ratas SHAM, SS 'y AL (n=5). A) Expresion en hipocampo
B) Porcentaje de densidad optica respecto a GAPDH. Los resultados se muestran como media
v SEM. *p<0,05, **p<0,001 determinado mediante ANOVA unidireccional con Fisher como
prueba post-hoc.
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Por otro lado, la expresion de NF200 en las ratas tratadas con AL mostré un aumento
significativo en comparacién con el grupo no tratado, pero no presentd diferencias con
el control (APC+SS: 32.26+9.3%, APC+AL: 65.25+7.79%) (Fig. 48). NF200 es crucial
para las interacciones con los microtibulos, la asociacién con otras proteinas y el
transporte axonal. Las alteraciones en estos neurofilamentos pueden modificar la
estructura del citoesqueleto axonal, lo que contribuye al desarrollo de enfermedades

neurodegenerativas (Porseva et al., 2013).

En nuestro estudio, se observo una disminucion en la expresion de NF200 en el
hipocampo de ratas con APC sin tratamiento. Estos resultados sugieren cambios en la
morfologia neuronal y en la extension de las neuritas, factores que dependen de la
integridad del citoesqueleto. Hallazgos similares fueron reportados en ratas con ligadura
parcial de la vena porta, que presentaron una reduccion significativa en la expresion de

NF200 en CAl, lo cual indica una disminucion en las neuritas (Tallis ef al., 2014).

Por el contrario, los animales APC tratados con AL mostraron un aumento significativo
en la expresion de NF200 en comparaciéon con los no tratados. Estudios previos han
demostrado que la GnRH incrementa la expresion de NF200 y NF68 en neuronas
corticales y de la médula espinal en embriones de ratas, lo que provoca un aumento
tanto en el nimero como en la longitud de las neuritas (Quintanar y Salinas, 2008;
Quintanar ef al., 2016). Ademas, se ha confirmado una expresion elevada de NF200 en
diversos modelos de lesion tratados con GnRH o acetato de leuprolida, como lesion de
médula espinal, encefalomielitis autoinmune experimental e isquemia cerebral por
reperfusion (Calderon-Vallejo y Quintanar, 2012; Guzman-Soto ef al., 2012; Montoya-
Garcia et al., 2023).
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Figura 48. Expresion de espinofilina en ratas SHAM, SS y AL (n=5). A) Expresion en cerebelo
B) expresion en hipocampo. Los resultados se muestran como media y SEM. *p<0,05,
**p<0,001 determinado mediante ANOVA unidireccional con Fisher como prueba post-hoc.

El analisis de la expresion de tubulina demostré una disminucion significativa en ambos
grupos lesionados. No hubo diferencias en el AL y SS; sin embargo, observamos una
tendencia a aumentar la expresion de tubulina en comparacion con el grupo no tratado

(SHAM: 43182 + 1477, APC+SS: 27321+£2879, APC+AL: 30544 + 916), (Fi1g.49).

Este resultado coincide con lo observado en el marcador neuronal NF200, ya que la
menor expresion de ambos marcadores en ratas con APC sugiere alteraciones en la
integridad del citoesqueleto, cambios morfologicos y modificaciones en la extension de
las fibras axonicas. Ademas, el incremento en la expresion de tubulina en el giro dentado
del grupo APC+AL refuerza esta asociacion con NF200. Martinez-Moreno et al. (2024)
reportaron un aumento en la expresion de tubulina en ratas con lesion medular tratadas
con GnRH. Estos hallazgos sugieren que la GnRH y su andlogo AL podrian actuar como

factores neurotroficos, favoreciendo la expresion de neurofilamentos y tubulina.
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Figura 49. Expresion de tubulina en giro dentado de ratas SHAM, SSy AL (n=3). Los resultados
se muestran como densidad integrada y SEM. *p<0,05, **p<0,001 determinado mediante
ANOVA unidireccional con Fisher como prueba post-hoc.
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6.3.4 Evaluacion de marcadores de gliosis reactiva en hipocampo

Al analizar la expresion de GFAP en hipocampo por Western Blot se observd un
aumento significativo en el grupo APC+SS, mientras que en el grupo APC+AL se
observo una reduccion en comparacion con el grupo APC+SS (APC+SS: 140.7 +
17.23%, APC+AL: 92.85 + 11.73%) (Fig. 50). El mismo efecto se obtuvo al analizar la
expresion de dicha proteina en el hilus del giro dentado por la técnica de
inmunofluorescencia, en donde se observo un aumento significativo en el grupo SS en
comparacion con el control y AL (SHAM:22843+2551, APC+SS: 39981+7954,
APC+AL: 22629+2217), (Fig.51).

Figura 50. Expresion de GFAP en ratas SHAM, SS y AL (n=35). A) Expresion en hipocampo B)
porcentaje de densidad optica respecto a GAPDH. Los resultados se muestran como media y
SEM. *p<0,05, **p<0,001 determinado mediante ANOVA unidireccional con Fisher como
prueba post-hoc.
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Figura 51. Expresion de GFAP en giro dentado de ratas SHAM, SS 'y AL (n=3). Los resultados
se muestran como densidad integrada y SEM. *p<0,05, **p<0,001 determinado mediante
ANOVA unidireccional con Fisher como prueba post-hoc.
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Los astrocitos desempefian un papel fundamental en el soporte estructural del tejido y
en el mantenimiento de la homeostasis. Un marcador ampliamente utilizado para
identificar astrocitos es GFAP, una proteina del citoesqueleto intermedio presente en la
mayoria de los astrocitos del sistema nervioso central. Su funcidon principal es
proporcionar soporte mecanico y contribuir a la integridad de la barrera
hematoencefalica (Jurga et al., 2021). La sobreexpresion de GFAP se ha asociado con
la astrogliosis reactiva, una alteracion caracteristica de la morfologia y funcion de los
astrocitos observada en diversos trastornos neurolégicos, como neurotrauma, accidente
cerebrovascular isquémico y enfermedades neurodegenerativas (Pekny ez al., 2016). La
astrogliosis también ha sido reportada en pacientes con EH y en ratas con derivacion

portosistémica (Agarwal y Mais, 2019; Cruz y Duffy, 1983).

Los resultados aqui presentados muestran un aumento en la expresion de GFAP en el
grupo APC+SS en comparacion con el grupo control y el grupo APC+AL. Hallazgos
similares se han observado en ratas con hiperamonemia, en donde la inmunodeteccion
de GFAP en la region CAl del hipocampo reveld un incremento en su expresion en
comparacion con el grupo SHAM (Franga et al., 2019). Ademas, un analisis de la
morfologia astrocitaria en ratas con ligadura parcial de la vena porta mostrd que los
astrocitos positivos para GFAP en la region CA1 del hipocampo presentaban cuerpos
celulares agrandados y prolongaciones mas tortuosas y gruesas, lo que indica una
reaccion astroglial (Tallis ef al., 2014). Estos hallazgos sugieren que el aumento de
GFAP en el hipocampo de las ratas APC+SS podria indicar un estado de astrogliosis

reactiva.

Por otro lado, las ratas APC tratadas con AL mostraron una reduccién en la expresion
de GFAP en comparacion con las ratas no tratadas. De manera similar, se ha reportado
una disminucion en GFAP en ratas con lesion medular tratadas con GnRH, donde se

observo una reduccion en la inmunorreactividad de GFAP en tejido medular, lo que
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sugiere una menor actividad glial (Martinez-Moreno ef al., 2023). Estudios previos han
demostrado que la supresion de GFAP en modelos animales reduce los procesos de
gliosis reactiva y favorece la neurogénesis en el hipocampo, tanto en condiciones
normales como tras una lesion, lo que indica que GFAP desempena un papel modulador
en la regulacién astrocitaria de la neurogénesis (Wilhelmsson ef al., 2012). En
consecuencia, la reduccion en la expresion de GFAP inducida por el tratamiento con
AL podria contribuir a la regulacion de la neurogénesis en el hipocampo de ratas APC,

lo que potencialmente favoreceria la mejora del desempefio cognitivo.

En modelos de encefalopatia hepatica (EH), se ha observado un aumento en la expresion
de Ibal en el hipocampo, lo que indica activacion microglial y un estado de
neuroinflamacion. Esta activacion se ha relacionado con deterioro cognitivo,
particularmente con déficits en la memoria de trabajo a corto plazo. Por ejemplo, en un
modelo de EH inducido por tioacetamida (TAA) en ratas, se reportd una sobreexpresion
de Ibal en el hipocampo, la cual se correlaciond con alteraciones cognitivas (Shao et
al., 2020). De manera similar, en un modelo de EH por ligadura del conducto biliar
(BDL) en ratones, analisis de inmunofluorescencia mostraron una expresion elevada de
Ibal en el hipocampo, acompanada de déficits en memoria y aprendizaje (Yang et al.,
2024). Estos hallazgos sugieren que la activacion microglial, evidenciada por el
incremento de Ibal en el hipocampo, desempefia un papel clave en la disfuncion

cognitiva observada en la EH.

Asimismo, se ha demostrado que el AL suprime la expresion de marcadores de
activacion glial (Ibal, CD86, CD206, vimentina y GFAP) en lesiones de la médula
espinal, favoreciendo la recuperacion sensorial (Martinez-Moreno et al., 2023).
Ademas, las propiedades antiinflamatorias del AL refuerzan atin mdas su potencial

terapéutico. En modelos de encefalopatia hipoxico-isquémica, Pedroza-Garcia (2023)
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demostrod que el AL reduce la expresion de citocinas proinflamatorias en hipocampo

(IL-1B, TNF-a, IFN-y, CXCL-1) durante las fases agudas de la lesion.

Figura 52. Expresion relativa de ARNm de lbal en ratas SHAM, SS y AL (n=3). Los resultados
como expresion relativa con respecto a actina y SEM. *p<0,05, **p<0,001, **** p<0,00001
determinado mediante ANOVA unidireccional con Fisher como prueba post-hoc.

6.3.5 Evaluacion de marcadores de inflamacion en hipocampo

Se observo un aumento significativo en la expresion de ILIP en hipocampo del
grupo de APC+SS (1.07£0.18) en comparacion con el control SHAM (1.7540.18).
Adicionalmente, en el grupo de APC+AL (1.05+0.2) no se observaron diferencias
contra el grupo control, pero si una disminucion significativa en comparacion con el
grupo SS. Por otro lado, al analizar la expresion de TNFa se aprecié un aumento en
el grupo de APC+SS (3.8+1.7) en comparacion con el control SHAM (1.5+0.5). En
cuanto al grupo de APC+AL (2.1+1.2) no se observaron diferencias contra el grupo

control y SS, pero si una tendencia a la disminucién en comparacion con el grupo

SS.

Al examinar la expresion de iNOS en hipocampo del grupo de APC+SS (4.1+0.5)

se observd un aumento significativo en comparaciéon con el control SHAM
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(1.1£0.2). por otro lado, en el grupo de APC+AL (1.1+0.2) no se observaron
diferencias contra el grupo control, pero si una disminucidon significativa en
comparacion con el grupo SS. De igual forma al analizar la expresion de IL6 en se
aprecido un aumento en el grupo de APC+SS (3.9+0.14) en comparacion con el
control SHAM (1.4+0.06). por otro lado, en el grupo de APC+AL (1.54+0.06) no se
observaron diferencias contra el grupo control, pero si una disminucidn significativa
en comparacion con el grupo SS. Diversos estudios han reportado que la
hiperamonemia cronica induce neuroinflamacion en el hipocampo, caracterizada por
la activaciéon de microglia y astrocitos, asi como un aumento en las citocinas
proinflamatorias como IL6, IL1B, TNFa e IL4, junto con una reduccion en IL-10

(Dadsean et al., 2016, Cabrera et al.,2019).

Por otro lado, la disminucién en la expresion de las citocinas IL1J3, TNFa, IL6 e
iNOS en hipocampo de ratas con APC tratadas con AL podria ser indicativo de su
efecto antinflamatorio. En un modelo de encefalopatia hipoxico-isquémica, se
demostr6 que el tratamiento con AL redujo la expresion de citocinas
proinflamatorias (IL-1B, TNF-a, IFN-y, CXCL-1) en el hipocampo de ratas
lesionadas durante la fase aguda del dafo. Pedroza-Garcia et al. (2023) atribuyeron
este efecto a la capacidad inmunomoduladora del AL, dado que diversas células del
sistema inmunoldgico, incluidas la microglia, los monocitos/macrofagos y los
linfocitos, expresan el receptor de GnRH (GnRH-R). Asimismo, Min et al. (2009)
demostraron el efecto inmunomodulador de la GnRH en macrofagos peritoneales
activados con lipopolisacarido/IFN-y, observando una reduccion en la produccion
de 6xido nitrico mediante la inhibicion de las enzimas 6xido nitrico sintasa inducible
y ciclooxigenasa 2. Ademas, evidenciaron un aumento en el calcio citosolico de los

macrofagos, acompaiado de una menor activacion de la via de NF-kB.
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Figura 53. Expresion relativa de ARNm de TNFa, IL-6, IL-1 ¢ iNOS en ratas SHAM, SS y
AL (n=3). Los resultados como expresion relativa con respecto a actina y SEM. *p<0,05,
**0<0,001, **** p<0,00001 determinado mediante ANOVA unidireccional con Fisher como

prueba post-hoc.
Adicionalmente al evaluar las citocinas involucradas con procesos antiinflamatorios
en hipocampo se observd una disminucion en el grupo APC+SS de 114 e IL10
(1.26+0.34 y 0.77+0.18, respectivamente) en comparacion con el control (2.05+0.48
y 1.03+0.2, sin embargo, no resulto significativamente diferente. Por lo contrario, al
analizar APC+AL se encontré un aumento en ambas interleucinas comparacion del
grupo SS, siendo significativo para IL10 (1.80+0.28 y 1.38+0.19). Finalmente, no

se encontraron diferencias en la expresion de ARNm de TGFp.
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El aumento en la expresion de IL-4 e [L-10 en el grupo AL podria indicar una mejora
en la respuesta inflamatoria. Estas interleucinas desempefian un papel clave en la
regulacion de la inflamacion en el hipocampo, una regidon esencial para funciones
cognitivas como la memoria y el aprendizaje. Por un lado, la IL-4 interactiia con sus
receptores en la microglia, promoviendo un fenotipo antiinflamatorio que reduce la
produccidén de citocinas proinflamatorias y estimula la liberacion de factores
neurotréficos, favoreciendo la supervivencia y funcion neuronal. Este mecanismo
contribuye a la proteccion neuronal y al mantenimiento de la homeostasis en el

hipocampo.

Por otro lado, la IL-10 inhibe la sintesis de citocinas proinflamatorias como TNF-a
e IL-1B, ademas de suprimir la actividad de la microglia y los macrofagos. Esto
limita la liberacion de mediadores inflamatorios que podrian dafiar las neuronas,
previniendo la neuroinflamaciéon crénica y protegiendo las funciones cognitivas
(Rufin-Gomez et al., 2024). Este efecto antiinflamatorio coincide con la disminucion
de TNF-a e IL-1p observada en el hipocampo, ya que la IL-10 mostré un aumento
significativo en el grupo AL, incluso en comparacion con el grupo SHAM. Esto
sugiere que el AL podria estar induciendo un ambiente antiinflamatorio que favorece

la mejora de las funciones cognitivas en ratas con EH.
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Figura 54. Expresion relativa de ARNm IL4, IL10 y TGF8 en ratas SHAM, SS y AL (n=3). Los
resultados como expresion relativa con respecto a actina y SEM. *p<0,05, **p<0,001, ****
p<0,00001 determinado mediante ANOVA unidireccional con Fisher como prueba post-hoc.

6.3.6 Evaluacion de factores neurotroficos en hipocampo

Se evalud la expresion de ARNm de los factores neurotroficos BDNF y NGF en el
hipocampo, observandose una disminucion de la expresion del primero en el grupo
APC+SS (1.02+0.03) en comparacion con APC+AL (1.18+0.04) y SHAM
(1.25+0.05). Este factor neurotrofico esta estrechamente relacionado con el
aprendizaje y la memoria, favoreciendo la consolidacion de recuerdos a largo plazo.

Ademas, influye en diversos procesos celulares en el hipocampo, incluyendo la
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proliferacion, supervivencia y diferenciacion neuronal (Lee et al., 2002). Se ha
reportado una reduccion en sus niveles en enfermedades neurodegenerativas como
la esquizofrenia y el Alzheimer (Kim et al., 2017). Por otra parte, su disminucion en
el hipocampo durante la hiperamonemia ha sido previamente documentada en
modelos de encefalopatia hepatica inducida con tioacetamida (Franga et al., 2019).
De manera similar, esta alteracion en su secrecion podria contribuir al deterioro de
la memoria observado en pacientes con esta patologia. En contraste, el aumento
registrado en el grupo tratado con AL podria estar directamente relacionado con la
mejora cognitiva observada en estas ratas, asi como con el incremento en el nimero

de neuronas en el giro dentado.

Por otro lado, al evaluar la expresion de ARNm de NGF, observamos que, al igual
que en el cerebelo, la expresion de esta neurotrofina aumento6 en el grupo APC+SS
(1.83+0.08) en comparacion con SHAM (0.99+0.09) y APC+AL (1.38+0.19). Este
hallazgo es particularmente interesante, ya que se ha reportado una disminucion en
la expresion de NGF en el hipocampo de ratones con encefalopatia hepatica
inducida por TAA (Oliveira et al., 2022). Por lo tanto, su sobreexpresion podria

estar relacionada con un mecanismo compensatorio.
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Figura 55. Expresion relativa de ARNm de BDNF y NGF en ratas SHAM, SS y AL (n=3). Los
resultados como expresion relativa con respecto a actina y SEM. *p<0,05, **p<0,001, ****
p<0,00001 determinado mediante ANOVA unidireccional con Fisher como prueba post-hoc

6.3.7 Evaluacion de marcadores involucrados en proceso de

neurotransmision en hipocampo
La evaluacion de sinaptofisina en el hipocampo mostré una disminucion
significativa en su inmunodeteccion en el grupo APC+SS (36696+£1491) en
comparacion con APC+AL (40535+607) y SHAM (49104+667). La sinaptofisina,
una glucoproteina de las vesiculas sinapticas involucrada en la liberacion de
neurotransmisores €s un marcador clave de la integridad sinaptica. Su reduccion
indica una pérdida de sinapsis y se ha asociado con disfuncién de la memoria en la
enfermedad de Alzheimer, asi como con el deterioro cognitivo relacionado con la
edad (Zhang et al., 2014). En modelos previos de EH inducida por TAA, se ha
reportado una disminucion en la expresion de proteinas presinapticas en el
hipocampo, lo que sugiere alteraciones en la neurotransmision que podrian
contribuir a las anomalias neuroconductuales observadas (Franga et al., 2019; El-

Mansoury et al., 2023). En este estudio, la recuperacion en la expresion de
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sinaptofisina en el grupo tratado con AL se correlaciond con la mejora en el
desempefio cognitivo en las pruebas de laberinto en T elevado y laberinto en Y, lo
que refuerza el papel neurotréfico de AL en la preservacion de la plasticidad

sinaptica.

Figura 56. Expresion de sinaptofisina en giro dentado de ratas SHAM, SS y AL (n=3). Los
resultados se muestran como densidad integrada y SEM. *p<0,05, **p<0,001 determinado
mediante ANOVA unidireccional con Fisher como prueba post-hoc.
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La expresion del ARNm de la subunidad NR1 no mostro6 diferencias significativas entre
los grupos experimentales (SHAM: 1.66+0.21, APC+SS: 1.47+0.23 y APC+AL:
1.44+0.15). Sin embargo, la expresion del ARNm de la subunidad NR2A present6 una
disminucidn significativa en el grupo APC+SS (1.134+0.05) en comparacion con SHAM
(1.60+0.23) y APC+AL (3.3+£0.11). Un hallazgo relevante fue el aumento en la
expresion de NR2A en el grupo tratado con AL, no solo en comparacion con el grupo
sin tratamiento, sino también en relacioén con el grupo SHAM. Se ha reportado que tanto
el aumento como la disminucién en la expresion hipocampal de las subunidades del
receptor NMDA pueden inducir déficits en aprendizaje y memoria, resaltando la
importancia del equilibrio entre NR2A y NR2B en la plasticidad sinaptica. Estudios
previos han demostrado que el dafno hepatico leve se asocia con una reduccién en la
expresion de NR1 y NR2A en la membrana del hipocampo (Leone et al., 2022).
Ademas, Louveau ef al. (2013) reportaron que ratones sin la proteina CD3( presentan
una menor localizacion postsinaptica de NR2A y déficits en memoria espacial en
pruebas de Barnes y NOL, lo que respalda la contribucion de NR2A en estas funciones.
En este contexto, el aumento en la expresion de NR2A en el grupo tratado con AL
podria estar directamente relacionado con una mayor plasticidad sinaptica y, por tanto,

con una mejora en las pruebas de aprendizaje y memoria espacial.
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Figura 57. Expresion relativa de ARNm de NRI y NR2A en ratas SHAM, SS y AL (n=3). Los
resultados como expresion relativa con respecto a actina y SEM. *p<0,05, **p<0,001, ****
p<0,00001 determinado mediante ANOVA unidireccional con Fisher como prueba post-hoc.
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7. Conclusiones

7.1Hallazgos en higado

En la triada portal del grupo AL, se observo una disminucion del tejido fibrotico
periportal y del tamafio de los vasos sanguineos en comparacién con el grupo SS,
ademas de una mejor organizacion en la distribucion de los cordones de hepatocitos, lo
que sugiere una posible mejora en la arquitectura hepatica.

Los grupos SS y AL presentaron un aumento del 130% y 90%, respectivamente, en la
concentracion de amonio en comparacion con el grupo SHAM, lo que indica un estado
de hiperamonemia en ambos casos. Sin embargo, en el grupo SS se observo un aumento
significativo en los niveles de ALT y una disminucion en los de urea, lo que confirma
la presencia de dafio hepatico. No obstante, no se encontraron diferencias significativas
en estos marcadores entre los grupos AL y SHAM, lo que sugiere un posible efecto

protector del tratamiento con AL sobre la funcion hepatica.

7.2Hallazgos en el cerebelo

Los valores obtenidos para el grupo AL en la densidad de células de Purkinje, junto con
los resultados de las pruebas de coordinacidon motora (rotarod y barra transversal),
sugieren un efecto positivo del acetato de leuprolida en la progresion de la encefalopatia
hepatica a nivel cerebeloso. En contraste, el grupo SS mostré un peor desempefio en
estas pruebas, posiblemente relacionado con la disminucion en el niimero de células de
Purkinje.

A nivel molecular, la expresion de espinofilina en el grupo SS fue menor en
comparacion con AL, lo que podria contribuir a los déficits motores observados.
Ademas, la expresion de tubulina aumentd en el cerebelo del grupo AL en comparacion

con SS, indicando un posible efecto neurotréfico. En cuanto a los marcadores de
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neuroinflamacién, en el grupo AL se observo un incremento en la expresion de GFAP,
lo que podria representar un mecanismo de defensa para minimizar el dafio tisular. Sin
embargo, en la capa molecular del cerebelo, la expresion de GFAP disminuy6 en el
grupo AL, sugiriendo una reduccién en la astrogliosis reactiva.

Por otro lado, la sobreexpresion de sinaptofisina en el cerebelo del grupo SS podria
representar un mecanismo compensatorio ante la neurodegeneracion. Asimismo, se
detect6 una disminucién en la expresion de BDNF en SS, con una restauracion de sus
niveles en el grupo AL.

A nivel inflamatorio, el grupo SS present6 un aumento en la expresion de citocinas
proinflamatorias (TNFa, IL6, IL1p e iNOS), mientras que el tratamiento con AL logro
reducir estos niveles. No se observaron diferencias en la expresion de citocinas
antiinflamatorias IL4 y TGF entre los grupos, aunque en el grupo AL se evidencio un
aumento en IL10, lo que sugiere un posible efecto antiinflamatorio del tratamiento.

El tratamiento con AL mostr6 un efecto regulador al restablecer los niveles de las
subunidades NR1 y NR2A, lo que podria estar asociado con mecanismos de

compensacion neuronal y adaptacion sindptica.

7.3Hallazgos en el hipocampo

Los resultados obtenidos en las pruebas de laberinto en T elevado y en Y indicaron que
los sujetos del grupo AL mostraron una mejor memoria espacial y capacidad de
aprendizaje en comparacion con los del grupo SS.

A nivel molecular, la expresion de espinofilina en el hipocampo del grupo SS fue menor
en comparacion con AL, lo que podria estar relacionado con el deterioro de las
funciones cognitivas. Asimismo, la expresion de NF200 en el hipocampo del grupo SS
fue menor que en los grupos control y AL, lo que sugiere la presencia de un proceso

neurodegenerativo.
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En relacién con la neuroinflamacion, la sobreexpresion de GFAP e Ibal en el
hipocampo del grupo SS podria estar asociada a un proceso inflamatorio cronico.
Ademas, en el giro dentado del hipocampo se observo una reduccion en la expresion de
GFAP en el grupo AL, lo que podria estar vinculado con una disminucién en la
astrogliosis reactiva.

Por ultimo, al igual que en el cerebelo, en el grupo SS se observd un aumento en la
expresion de citocinas proinflamatorias (TNFa, IL6, IL1B e iNOS), mientras que el
tratamiento con AL logré reducir estos niveles. No se encontraron diferencias en la
expresion de citocinas antiinflamatorias 1L4 y TGFp entre los grupos, pero en el grupo
AL se evidencié un incremento en la expresion de IL10, lo que sugiere un efecto
antiinflamatorio del tratamiento.

Finalmente, el tratamiento con AL favorecié un aumento significativo en la expresion
sinaptofisina y de la subunidad NR2A del receptor NMDA en el hipocampo, lo que
sugiere una mejora en la plasticidad sinaptica. Dado que la reduccion de sinaptofisina y
NR2A se ha asociado con déficits en memoria y aprendizaje, estos resultados respaldan
el papel del AL en la recuperacioén cognitiva en el modelo de EH, evidenciando su

potencial terapéutico para mitigar alteraciones en la neurotransmision.
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8.  Perspectivas

Este estudio proporciona una base para futuras investigaciones sobre el papel de la
GnRH en la regulacion de la homeostasis cerebral. Explorar los mecanismos mediante
los cuales ejerce su efecto en la progresion de enfermedades neurologicas podria abrir
nuevas oportunidades terapéuticas mas allad de la EH, incluyendo patologias como el

Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la esclerosis multiple.

Por otro lado, para complementar este estudio se podrian realizar otras investigaciones
como evaluar si el efecto del AL difiere entre machos y hembras, dado su papel en la

regulacion hormonal, lo que podria influir en su eficacia terapéutica.

Ademas, se podrian realizar estudios in vitro utilizando cultivos de c€lulas cerebrales
(neuronas, astrocitos y microglia) expuestas a amonio para comprender como el AL

modula directamente la neuroinflamacion y la plasticidad sinaptica.

Finalmente, otro estudio complementario podria ser el uso de otros modelos de EH
para el evaluar si los efectos neurotroficos del AL son consistentes. Y de ser asi,

continuar con estudios piloto en pacientes con EH.
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10. Anexos

Anexo 1. Extraccion de proteinas para Western Blot

1. Colocar 200 pl de Buffer de Homogeneizacion+TX-100 al 1% en cada una de las
muestras para homogeneizar.

Homogeneizar con un aparato eléctrico dejando las muestras sobre hielo.

Una vez homogenizadas, se colocan en agitacion continua durante 20 min.
Centrifugar a 14,000 rpm durante 30 min a 4°C.

a & O N

Realizar la cuantificacion y si es necesario diluir en TX-100

a. Buffer de Homogeneizacion

Para preparar 20 mi:

E ~___CANTI
Tris/HCI 20 mM 0.06 g
EGTA 1 mM 0.008 g
Cl2Mg 10 mM 0.04 g
PMSF 1 mM 200 pL del 100 mM
Aprotinina 0.6 mM 80 pL del 1:10
Leupeptina 2 uM 40 pL del 1 mM

Se preparan 20 ml y se almacenan a 4°C en alicuotas de 1 ml sin colocar inhibidores

hasta el momento de homogenizar la muestra.

El Cl2Mg se debe de pesar rapidamente porque se hidrata.
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Anexo 2. Cuantificacion de proteina por medio de la técnica del acido
bicinconinico (BCA)

La proteina total fue determinada mediante la técnica del acido bicinconinico (BCA,
PIERCE® Protein Assay Reagent). El principio de esta técnica se basa en que el enlace
peptidico de las proteinas reduce los iones Cu™ del sulfato de cobre (II) a iones Cu™!
que posteriormente interaccionan con dos moléculas de 4cido bicinconinico formando
complejos de color purpura que pueden ser leidos a una longitud de onda de 562 nm
(Smith et al.,1985). El ensayo se realiz6 utilizando 3 pL de la muestra problema y 200
uL de la mezcla de los reactivos A (tartrato de sodio, amortiguador de carbonatos con
BCA en NaOH 0.1 M) y B (solucion de sulfato de cobre) en relacion 1:50. La reaccion
se incub6 a 37°C por 60 min, y se dejo enfriar por 5 min a temperatura ambiente, para
medir su absorbancia a 562 nm. El célculo de las concentraciones se efectud utilizando
una curva patron realizada con albumina de suero bovino como estandar en un

intervalo de concentraciones de 0 a 50 pg/uL.
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Figura 3. Curva patrén utilizada para la cuantificacion de proteina. La curva se obtuvo

con el método del BCA vy utilizando albumina de suero de bovino

Anexo 3. Electroforesis SDS PAGE

La electroforesis es una técnica que permite la separacion de moléculas biologicas,
con base en su masa y carga, bajo la influencia de un campo eléctrico. En este sistema
las proteinas son desnaturalizadas por calentamiento en presencia de dodecilsulfato
sodico (SDS) y reducidas con (DTT) o P-mercaptoetanol. Para este ensayo se
utilizaron geles de poliacrilamida de carga y separacion al 4% y 10%, respectivamente;
fueron montados en una camara BioRad® Mini-PROTEAN® y se corrieron a un
voltaje constante de 120 V. En todos los casos se incluyé un marcador de intervalo de
peso molecular de 200 a 6.5 kDa (SDS PAGE molecular weight standars, Biorad broad
rang, No. 161-0317).

GEL SEPARADOR (Porcentajes de Acrilamida)

I - 10%
Agua destilada 8.52 mL 4.5 mL 4.02 mL 2.85mL 2.05mL
Lower Buffer 3.75mL 2.5 mL 2.5 mL 2.5 mL 2.5 mL
Acrilamida 2.5mL 2.5 mL 3.33 mL 4.5 mL 53 mL
APS 10% 75 ul 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL
TEMED 10 ul 10 pL 10 pL 10 L 10 uL
TOTAL 15 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL
GEL CONCENTRADOR
Upper Buffer 5.0 mL
Acrilamida 1.3 mL
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APS 50 pL

TEMED 10 pL
TOTAL 10 mL
Anexo 4. Western Blot

1. Para la transferencia del gel de poliacrilamida a la membrana es necesario
activarla, para ello se sumerge en metanol aproximadamente por 5 minutos en
caso de que sea de PVDF, si es de nitrocelulosa, esta solo se sumerge en buffer
de transferencia 1X

2. Una vez concluida la electroforesis, se saca el gel, se retira el gel concentrador
y se comienza con el montaje del sdndwich.

3. Sobre la parte negra del estuche de transferencia se coloca los siguientes

aditamentos en el orden correspondiente:

1. Esponja
2. Filtro
3. Gel
4. Membrana
5. Filtro
6. Esponja
Nota: durante este proceso se pueden producir burbujas entre cada uno de los

aditamentos es necesario quitarlas con mucho cuidado haciendo presion.

4. Una vez que se tiene el sdndwich este se monta sobre la cdmara y se inicia la
transferencia con el buffer de transferencia 1X a 12 mAmp durante toda la noche
0 100 mAmp durante 120 minutos.

5. Inmediatamente después de parar la transferencia del gel a la membrana de
PVDF hacer un lavado rdpido con TBS 1X-Tween 0.05% (2 veces por 10

minutos).
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6. La membrana sera bloqueada con leche al 5% libre de grasa (Sveltys) en TBS
1 X-Tween con agitacion constante a temperatura ambiente.

7. La membrana se lava con TBS 1X-Tween 0.05% (3 veces por 10 minutos).

8. Incubar la membrana con el anticuerpo primario correspondiente a cada proteina
de interés.

9. Una vez terminada la incubacidn se retiran los anticuerpos y se hacen lavados
con TBS 1X-Tween (3 veces durante 10 minutos)

10.Posteriormente las membranas se incuban con el anticuerpo secundario diluido
en TBS 1X-Tween 5% de leche durante 2 horas.

11.Después de la incubacion se hacen lavados con TBS 1X-Tween (3 veces durante
10 minutos)

12.Finalmente se revelar la membrana.

13.Las membranas se revelan usando el sistema Clarity Western ECL Blotting
Subtrate (Bio-Rad) y se leen usando el equipo C-DiGit Blot Scanner.

14. Las bandas obtenidas se analizan por densitometria utilizando el analizador de

imagen Fiji.
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Anexo 5. Inmunofluorescencia

1. Desparafinacion del tejido

Las laminillas preparadas con el tejido fueron sumergidas en xileno por tres veces
durante cinco minutos y en crisol dos veces por cinco minutos. Posteriormente
fueron sumergidos en Etanol para realizar una rehidratacion a una concentracion
de 100% dos veces por cinco minutos y 96 % dos veces por cinco minutos; también
fueron sumergidos en Etanol al 70% una vez por cinco minutos y Etanol al 50%
una vez durante cinco minutos, para finalmente sumergirlos en agua desionizada

dos veces durante cinco minutos.
2. Exposicion de epitopos

Se coloco dentro de un recipiente el buffer de citrato de sodio, posterior mente se

sumergieron las laminillas en el buffer y se puso a bafio maria a 60°C.
3. Lavados con PBS

Se realizaron 3 lavado con PBS- Triton X-100 (50% Tween/ 50% Triton) a una
concentracion de 0.2% 3 veces durante diez minutos. Se incubaron las laminillas 1
hora a temperatura ambiente con leche 5% en PBS. Se realizo un tltimo lavado con

PBS durante 5 minutos.
4. Primer anticuerpo

Se incubo el primer anticuerpo durante toda la noche en camada de humedad a
temperatura ambiente. El anticuerpo se diluyo en PBS 1X- Triton X-100 al 0.2% y
leche al 1.0%.
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5. Lavado con PBS
Se realizo nuevamente tres lavados con PBS- Triton X-100 al 0.2%
6. Segundo anticuerpo

Se incubo el anticuerpo secundario unido al cromoégeno diluido en PBS Triton X-
100 con leche al 0.5%, durante 2 horas a 4 °C en camara himeda. Se incubo junto

con el colorante DAPI (100 ml de DAPI por cada ml de anticuerpo).

7. Lavado con PBS (3 veces)

8. Montaje de la laminilla

Se cubrid todo el tejido con medio de montaje a base de agua, sea Glicergel,

Moviol, etc. Procurando no dejar burbujas.
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