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Resumen

Resumen

El nimero de accidentes que originan lesiones cerebrales ha aumentado en la ultima
década y constituyen la primera causa de muerte y dependencia en personas menores de
35 afos. Son lesiones que se caracterizan por presentar una gran variedad de sintomas,
todos ellos muy complejos, heterogéneos y muy variables entre los distintos casos. A
pesar de todos los esfuerzos de ensayos preclinicos y estudios con pacientes, los

mecanismos subyacentes a estas secuelas no estan completamente descritos.

Ya que se sabe que el sistema endocannabinoide participa activamente en el desarrollo
de los sintomas y recuperacion de diversas lesiones del sistema nervioso, se quiso
estudiar la implicacién del mismo en los efectos neuroprotectores de tres moléculas

diferentes: el estradiol, la minociclina y la leptina.

Numerosos estudios han demostrado que el estradiol ejerce efectos neuroprotectores y
anti-inflamatorios en modelos de lesion cerebral. Reduce la reactividad glial y la muerte
celular, aumenta la liberacion de factores tréficos y anti-apoptéticos y presenta actividad
anti-oxidante. Con respecto a la minociclina, se sabe que este antibidtico inhibe la
activacion microglial y la proliferacion y activacion de células inmunes y modula la
activacion de enzimas de inflamacién y el balance anti- y pro-apoptoético. En los altimos
afios se ha confirmado que la leptina no sélo esta implicada en el control del balance
energeético sino que también presenta efectos beneficiosos al modular la liberacion de

citoquinas, la regeneracion neuronal y las rutas de supervivencia celular.

Nuestros resultados con dos modelos de lesion cerebral diferentes indican que el
sistema endocannabinoide estd implicado en los efectos neuroprotectores de estas tres
moléculas pues el uso de antagonistas de los receptores cannabinoides CB1 y CB2
bloqued o atenud las acciones beneficiosas de los tres tratamientos. Estos efectos
incluyen la reactividad astroglial y microglial, la formacion de edema, el dafio axonal
difuso, el dafio neuroldgico y la regulacion del ARN mensajero de citoquinas pro- y
anti-inflamatorias asi como de componentes del sistema endocannabinoide. Los trabajos
indican que el receptor CB2 tiene una implicacion mayor en los procesos de

neuroproteccion.



Abstract

Abstract

The number of accidents causing brain injuries has increased in the last decade and
represents the main cause of death and dependence in people younger than 35 years.
Brain lesions are characterized by a great variety of symptoms, all of them very
complex, heterogeneous and highly variable within the different patients. Despite the
efforts from preclinical studies and clinical trials, the mechanisms underlying these

sequelae are still poorly understood.

Since it is known that the endocannabinoid system actively participates in the
development and recovery of different central nervous system injuries, we wanted to
study the involvement of this system in the neuroprotective effects of three different

molecules: estradiol, minocycline and leptin.

There are many studies demonstrating that estradiol exerts neuroprotective and anti-
inflammatory effects in brain injury models. It reduces the glial reactivity and cell
death, increases the release of anti-apoptotic and trophic factors and presents anti-
oxidant activity. Regarding minocycline, this antibiotic inhibits the microglia reactivity
and the proliferation and activation of immune cells and modulates the activation of
enzymes involved in inflammation and the ratio of anti- and pro-apoptotic factors. In
the last years, it has been shown that leptin is not only involved in energy balance
control but also exerts beneficial effects since it regulates the release of cytokines,

neuronal regeneration and cell survival pathways.

Our results from two different brain injury models indicate that the endocannabinoid
system is involved in the neuroprotective effects of these three molecules since the use
of antagonists of cannabinoid receptor CB1 and CB2 blocked or attenuated the
beneficial properties of the three treatments. These effects include the astroglial and
microglial reactivity, the edema formation, the diffuse axonal injury, the neurological
impairment and the regulation of messenger RNA of pro- and anti-inflammatory
cytokines as well as endocannabinoid system components. The studies also show that

CB2 receptor presents a higher implication in neuroprotective processes.
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Introduccion

1. Lesiones del sistema nervioso

Las lesiones cerebrales constituyen la primera causa de muerte y dependencia en
personas jovenes menores de 35 afios, varian en su severidad (moderada a muy grave),
son altamente incapacitantes (Guilbert 2006; Krause y Richards 2014) y presentan una
gran variedad de sintomas que incluyen edema cerebral, isquemia, hemorragia,
neuroinflamacion y muerte celular (Burda y Sofroniew 2014; Krause y Richards 2014).
Ademés de los sintomas fisicos, los pacientes con lesiones cerebrales presentan
alteraciones psicologicas y emocionales como comportamientos impulsivos, apatia,
falta de motivacion, ansiedad, depresion, problemas de suefio y memoria y dificultades
con el lenguaje o la toma de decisiones (McAllister 2008), lo que agrava la situacion de
estos pacientes ya que los sintomas pueden persistir mucho tiempo tras la lesién
(Arciniegas et al. 2005).

La incidencia de estas lesiones ha aumentado en los Ultimos diez afios y debido a su
gran impacto en la sociedad actual, existen numerosos estudios y ensayos clinicos que
se han propuesto la identificacion de los mecanismos implicados en el desarrollo de sus
sintomas asi como la busqueda de posibles tratamientos. Sin embargo, estas lesiones se
caracterizan por su heterogeneidad, variabilidad y complejidad lo que dificulta estas
tareas y supone una gran desventaja en el desarrollo de farmacos, por lo que
actualmente se carece de un tratamiento efectivo (Wang et al. 2006; Beauchamp et al.
2008; Elliott et al. 2011). Las estrategias actuales para las lesiones cerebrales van
encaminadas a un conocimiento mas profundo de su fisiopatologia, mecanismos de
dafio o vias de sefializacion asi como a la clasificacion y caracterizacion de la lesion.
Para ello se han desarrollado diferentes modelos animales para mimetizar y replicar las
secuelas de estas lesiones.

A grandes rasgos, los modelos animales se pueden clasificar en lesiones penetrantes
(abiertas) y lesiones no penetrantes (cerradas). Cada uno de estos modelos produce
lesiones diferentes que nos permiten estudiar parametros y sintomas especificos (Cernak
2005) y por ello han sido utilizados en esta Tesis Doctoral para su estudio y
caracterizacion. Ambos modelos comparten la caracteristica de desencadenar
importantes procesos de neuroinflamacion. La neuroinflamacion es una respuesta
indiferenciada mediada por los agentes inflamatorios del sistema nervioso central (SNC)
frente a las agresiones externas cuya finalidad es aislar y destruir al agente nocivo, asi

como reparar el tejido dafiado (Sofroniew y Vinters 2010). Las células del SNC que
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participan en la respuesta inflamatoria son los astrocitos, la microglia, los macrofagos,
los progenitores de oligodendrocitos y células que migran desde las meninges (Garcia-
Estrada et al. 1993; Carbonell et al. 1998).

1.a. Modelo de lesion penetrante

La lesion penetrante es una lesion abierta que conlleva la fractura del craneo y la ruptura
de la barrera hematoencefalica (BHE), concretamente de la capa mas externa de las
meninges, la dura madre. En humanos, estas lesiones son causadas por armas de fuego o
proyectiles a gran velocidad que son capaces de provocar la fractura del craneo y
producir una cavitacion en el tejido cerebral. Su incidencia es muy baja representando
un 0.8-3% de los pacientes (Masson et al. 2001; Myburgh et al. 2008; Wu et al. 2008) y
suponen casos de emergencia médica extrema ya que su severidad y tasa de mortalidad

son muy elevadas.

En modelos animales, la lesion penetrante es uno de los paradigmas mas empleados
para estudiar la gliosis reactiva (Barreto et al. 2009) pues a diferencia de los modelos de
lesion quimica o desmielinizante, la lesion penetrante produce una gliosis severa y la
formacion de una cicatriz glial muy caracteristica (Garcia-Estrada et al. 1993; Barreto et
al. 2009; Sofroniew y Vinters 2010). Brevemente, la lesion consiste en la apertura del
craneo e incision en uno de los dos hemisferios afectando de forma muy localizada a la
corteza cerebral, cuerpo calloso e hipocampo e induciendo varios de los sintomas que se

encuentran en pacientes.

Tras una lesion penetrante, la BHE se rompe y se produce hemorragia en el tejido
dafiado. Se dispara la reaccion neuroinflamatoria y comienza la infiltracion de diversas
proteinas como la trombina (Nishino et al. 1993) y el fibrindgeno (Ryu et al. 2009) asi
como la extravasacion de leucocitos, macréfagos y linfocitos (Merrill y Benveniste
1996; Donnelly y Popovich 2008). Las células de microglia son las primeras en migrar
hacia el &rea lesionada (Nimmerjahn et al. 2005) donde proliferan, se activan y
empiezan a secretar citoquinas y quimioquinas. Bajo la influencia de estos factores
inflamatorios, los astrocitos, fibroblastos y progenitores de oligodendrocitos se activan

y empiezan a conformar la cicatriz glial alrededor de la lesion (ver figura 1).
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Corte coronal
Bregma ~ 3, 5mm

Lesion

C} Microglia * Astrocitos @ Plaquetas Barrera hematoencefilica Cicatriz glial

‘ Fibroblastos @ Macrofagos Parénquima cerebral

@ 2 semanas tras la lesion

Figura 1. Representacion esquematica de la formacion de la cicatriz glial. (1) 24 horas
después de la lesion, se observa una ruptura de la barrera hematoencefalica (BHE) e
infiltracion de macrofagos y plaquetas. En esta primera etapa comienza la migracion,
activacion y proliferacion de la microglia que libera citoquinas pro-inflamatorias al
medio, resultando en la sobreexpresion de GFAP en los astrocitos reactivos. (2) 72
horas tras la lesion, se ve un aumento pronunciado de los astrocitos reactivos alrededor
de la lesién pero permanecen ausentes en el centro de la cicatriz, donde la BHE esta
rota. Los fibroblastos procedentes de las meninges lesionadas migran al centro de la
cicatriz. (3) Dos semanas después de la lesion, los fibroblastos se dividen activamente
para formar la cicatriz madura. Los astrocitos proliferan alrededor de la lesion y
disminuyen en nimero y reactividad segun se alejan de ella.

La cicatriz glial consiste en una densa matriz de colageno que actia como barrera,
delimitando el area dafiada y evitando la propagacion de infecciones y la infiltracion de
mas células inmunes (Sofroniew y Vinters 2010). EI componente principal de la cicatriz
glial son los astrocitos que se hipertrofian, emiten numerosos procesos celulares,
cambian su morfologia y la composicion de su citoesqueleto, sobreexpresando proteinas

de los filamentos intermedios como la proteina glial fibrilar &cida (GFAP), la vimentina

17



Introduccion

o la nestina (Barreto et al. 2009; Sofroniew y Vinters 2010). Ademas de cambiar su
fenotipo morfoldgico y molecular, los astrocitos proliferan en la proximidad de la lesion
a partir del dia uno de la lesion, alcanzando un maximo de proliferacion a los tres o
cuatro dias. La reactividad astroglial disminuye con el tiempo, aunque se pueden
encontrar astrocitos en proliferacion hasta ocho dias después de la lesion, y con el
espacio, pues se observa una disminucion progresiva de la reactividad glial al alejarse
de la lesion. El pico maximo de proliferacion astrocitaria, coincide con la produccion de
factores de crecimiento, como el factor de crecimiento transformante-p (TGF-B), el
factor de crecimiento similar a insulina-1 (IGF-1) y el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF) (Donnelly y Popovich 2008; Barreto et al. 2009).

Ya que los astrocitos presentan un papel esencial, su reactividad es considerada como
un marcador general de cualquier tipo de patologia del SNC. Sin embargo, el concepto
de astrogliosis es algo controvertido, por lo que hace unos afios se propuso una

definicion mas unificada (ver revision en Sofroniew y Vinters 2010):

1) La astrogliosis es un espectro de cambios celulares, moleculares y funcionales en los

astrocitos que ocurren en respuesta a cualquier tipo de dafio en el SNC.

2) Los cambios experimentados por los astrocitos dependen del tipo de dafio y de su
intensidad y producen un patron progresivo en la expresion génica, en los cambios
moleculares, en la hipertrofia celular y en casos severos de dafio se observa un patron de

proliferacion y formacion de cicatrices.

3) Los cambios de la astroglia reactiva estan regulados especificamente por el contexto

en el que ocurre los dafos y estan mediados por sefiales intracelulares e intercelulares.

4) Los cambios de los astrocitos pueden significar tanto un aumento como una pérdida
de funcién que pueden afectar de forma beneficiosa o perjudicial tanto a neuronas como

a otros tipos celulares.
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1.b. Modelo de lesion cerrada
Por contraposicion a la lesion penetrante, una lesion traumatica cerrada es aquella en la
que no hay ruptura del craneo pero si de la BHE. Esta lesion se denomina traumatismo
craneoencefalico (TCE) y es la mas frecuente en los seres humanos como consecuencia
de accidentes de trafico, caidas, accidentes laborales o deportes de riesgo (Levin y Diaz-
Arrastia 2015). A su vez, los modelos de TCE se dividen en contusion por impacto

controlado, lesion por aceleracion libre y lesion por aceleracion controlada.

En nuestros estudios hemos utilizado un modelo de lesion por aceleracion controlada
(caida libre de peso) en ratones de la cepa CD1 (Swiss) machos. La lesion se realiza
soltando un peso desde una altura controlada, produciendo el impacto en uno de los
hemisferios. EI modelo produce una lesion localizada que afecta a la zona del impacto
en la corteza parietal y corteza basal (contra-lesion), asi como al hipocampo. Con este
modelo se consigue reproducir la mayoria de sintomas que encontramos en pacientes
con TCE, como lo son el edema, hemorragia, inflamacion, muerte celular, dafio axonal
y déficits funcionales o comportamentales (Cernak 2005; Harish et al. 2015). De entre
todos los sintomas, los parametros estudiados han sido la formacion de edema,
alteraciones comportamentales, cambios en el sistema endocannabinoide, integridad de

la BHE, dafio axonal y neuroinflamacion (ver figura 2).

Una de las caracteristicas del TCE es la formacion de edema cerebral (Marmarou 2003).
Existen dos tipos principales de edema cerebral: el citotdxico y el vasogénico. EI edema
citotoxico se caracteriza por alteraciones en el funcionamiento de la membrana de las
células gliales que conllevan una retencién de agua y sodio produciendo la hinchazon y
vacuolizacion de la glia y de los cuerpos neuronales (Harish et al. 2015). En cambio,
cuando hay ruptura de la BHE, se produce edema vasogénico (Barz6 et al. 1997a;
Cernak 2005). Se debe al aumento de la permeabilidad de los vasos sanguineos
cerebrales (Cernak 2005) que induce la salida de proteinas y liquido plasmatico hacia el
tejido cerebral. Ocurre desde las primeras horas tras el TCE y persiste hasta dos
semanas mas tarde (Hanstock et al. 1994; Barzé et al. 1997a) y es la primera causa de
mortalidad de hasta el 50% de los pacientes (Marmarou 2003). Nuestro modelo de TCE
induce predominantemente edema vasogénico (Marmarou 2003; Cernak 2005) cuya

resolucion es dependiente de la proteina acuaporina-4 (AQP4) (Yang et al. 2008).

19



Introduccion

Corte coronal

Bregma ~ 3mm Impacto y lesion

Tisulares
+Pérdida autorregulacion cerebral
*Desacoplamiento metabolico

*Depresion cortical propagada
«Convulsiones

Contra-lesion

Factores sistémicos | Factoreslocales ‘ —> | Celulares

sInflamnacion sistémica A

+Hipoxia ' |

*Hipotension ]

*Hiperadrenergia 2 | Neuroinflamacion | Apoptosis Excitotoxicidad
*Hiperglicemia /! |

7/

TIL1p Tiba-1 TAQP4
TTNFa TTGFp JCBI

1
'
1
1
1
1

Dafios neurolégicos |<— «—— | TGEAP lIL10 TCR2

Figura 2. Representacion esquematica de las respuestas y sintomas que ocurren tras un
traumatismo craneoencefalico (TCE). Remarcados en verde se indican los aspectos
estudiados en los experimentos realizados. En la parte superior derecha se muestra una
fotografia del cerebro de un raton intacto y al lado, resaltado con una linea discontinua,
se observa el aspecto del dafio causado con el modelo de lesion por caida libre de peso.

La AQP4 es una proteina transmembrana compuesta por seis dominios alfa-hélice que
forman un canal a través del cual se produce la regulacién de la homeostasis de fluidos
del parénquima cerebral (Badaut et al. 2002). Se expresa en células gliales,
principalmente en los pies astrocitarios (Badaut et al. 2002; Ren et al. 2013) y juega un
papel muy importante en la estructura e integridad de la BHE (Lu et al. 2013). Sin
embargo, el papel de la AQP4 en la formacién de edema tras un TCE aln se desconoce
y resulta controvertido ya que ratones deficientes para AQP4 -/- presentan dificultades
en el aclaramiento del edema vasogénico (Verkman et al. 2006) pero estan protegidos
frente al edema citotoxico (Yang et al. 2008). En humanos, se ha demostrado que las
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variaciones genéticas en AQP4 influyen en la recuperacion de un TCE (Dardiotis et al.
2014).

Otra de las caracteristicas de los TCE es el dafio axonal difuso (DAD) que consiste en la
ruptura de los axones en zonas de transicion entre la materia gris y la materia blanca del
cerebro (Gennarelli 1994; Povlishock et al. 1994). Ocurre a causa de la inercia de las
fuerzas rotacionales tras el impacto (Vanezis et al. 1987; lwata et al. 2004) y la
activacion de células gliales, particularmente de la microglia (Davalos et al. 2005;
d’Avila et al. 2012) que podria contribuir al desarrollo del dafio secundario al impacto
(Werner y Engelhard 2000; Lucas et al. 2006).

De la misma manera que ocurre en los modelos de lesion penetrante, tras un TCE se
produce una respuesta neuroinflamatoria muy potente en la que participan tanto los
astrocitos como la microglia (ver Tuttolomondo et al. 2014 para revision). La
reactividad de los astrocitos se suele estudiar por cambios en la expresion de vimentina,
un filamento intermedio responsable del mantenimiento de la integridad celular de la
astroglia (Franke et al. 1982). La vimentina se sobreexpresa en los astrocitos después de
una lesion del SNC o en enfermedades neurodegenerativas (Pekny et al. 2007) y sus
niveles de expresion son un marcador fiable de astrogliosis en un modelo de TCE
(Ekmark-Leweén et al. 2010).

Respecto a la microglia, estas células son el origen principal de la respuesta
neuroinflamatoria. Su activacion consiste en la proliferacion y migracion hacia el tejido
lesionado donde inician la cascada inflamatoria, liberando citoquinas y quimioquinas
pro- y anti-inflamatorias (Tuttolomondo et al. 2014) e induciendo una regulacion a la
alza de genes pro-inflamatorios (Faden et al. 1989; Gentile y Mcintosh 1993; Xiong et
al. 1997). Entre estos marcadores se encuentra la molécula ionizada adaptadora de unién
a calcio-1 (Iba-1) que se utiliza como marcador de microglia total permitiéndonos hacer
un estudio tanto del numero de células microgliales como de su reactividad segun se
describe en Diz-Chaves et al. 2012. Otras moléculas que sufren variaciones en su
expresion tras la activacion microglial son las citoquinas proinflamatorias como el TNF-
a, la IL-1B o el TGF-B (Donnelly y Popovich 2008; Chodobski et al. 2011) y las
citoquinas anti-inflamatorias como la IL-10. Los perfiles de expresion de estas

citoguinas son muy variables y hay controversia en diferentes estudios.
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De hecho la IL-10, que es una citoquina anti-inflamatoria que regula negativamente la
sefializacion del resto de moléculas pro-inflamatorias aumenta sus niveles tras un
modelo de lesion por percusion por fluidos (Knoblach y Faden 1998) y disminuye en un
modelo de impacto cortical controlado (Lee et al. 2012), lo que indica que la regulacion

de la respuesta inflamatoria depende mucho del modelo de lesion estudiado.

2. Sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide (SEC) esta formado por los ligandos enddgenos o
endocannabinoides (ECB), la maquinaria enzimatica de sintesis y degradacion y una
serie de receptores especificos y transportadores de membrana (Piomelli 2003; Mackie
2006). Los ECB actuan a traves de distintos tipos de receptores: receptores clasicos tipo
1y 2 (CBly CB2), receptores no-CB1, no-CB2, receptores de potencial transitorio
vanilloide-1 (TRPV1), receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARS)
y receptores huérfanos GPR55 y GPR119 (Stella 2010 para revision). Los receptores
mas estudiados y mejor caracterizados molecular y farmacoldgicamente son el CB1 y el
CB2, por ser los primeros en descubrirse. Ambos son receptores metabotropicos

acoplados a proteinas G inhibitorias (Gai/o).

El receptor CB1 fue el primero en caracterizarse en 1988 (Devane et al. 1988). Presenta
una secuencia de aminoacidos altamente conservada en todas las especies estudiadas y
se expresa profusamente en el SNC y periferia. Su activacion esta directamente
relacionada con los efectos psicoactivos del cannabis (Mackie 2006; Marco y Viveros
2009 para revision), pues presenta una alta afinidad por el tetrahidrocannabinol (THC),
el principal componente involucrado en esos efectos (Ledent et al. 1999). En la edad
adulta, el CB1 se expresa en los ganglios basales, cerebelo e hipocampo y en menos
medida en la corteza cerebral, hipotalamo, tallo cerebral y médula espinal (Devane et al.
1988; Herkenham et al. 1990; van der Stelt y Di Marzo 2005; Marco y Viveros 2009)
donde su localizacion presinaptica regula diversas formas de plasticidad sinaptica como
la plasticidad a corto plazo, la supresion de la inhibicion y de la excitacion inducidas por
despolarizacion (DSI/DSE), la supresion de la excitacion evocada por estimulacion
presinaptica (SSE) y la depresion a largo plazo (LTD), una forma de plasticidad
postsinaptica (Brown et al. 2003; Carey et al. 2011). Los receptores CB1 también se

encuentran a nivel periférico en el bazo, las amigdalas, el corazén, la préstata, el utero,
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los ovarios y a nivel presinaptico en los terminales nerviosos simpaticos (Galiégue et al.
1995). La distribucién y densidad de los receptores CB1 se correlaciona muy bien con
los efectos que los cannabinoides ejercen: la alta densidad en ganglios basales se
relaciona con los efectos sobre la actividad locomotora, los de hipocampo con
aprendizaje, memoria y la baja densidad en tallo cerebral (area encargada del control
respiratorio y cardiovascular) explica la ausencia de letalidad de la marihuana
(Herkenham et al. 1990).

Tras la caracterizacion del primer receptor cannabinoide, Munro et al. descubrieron en
1993 el segundo tipo de receptor cannabinoide (CB2) con una homologia de un 44%
con el CB1. El receptor CB2 fue descrito inicial y exclusivamente en la periferia, en
células del sistema inmune (Munro et al. 1993; Lynn y Herkenham 1994). Hasta hace
no mucho tiempo se pensaba que el CB2 se encontraba exclusivamente en la periferia y
que sblo se expresaba en el cerebro en determinadas condiciones patologicas. Sin
embargo se ha demostrado su expresion en condiciones fisiologicas en distintos tipos
celulares del cerebro, como astrocitos, microglia, neuronas (Walter y Stella 2004; Stella
2010) y sus progenitores (Fernandez-Ruiz et al. 2008). Ademés, numerosos estudios
han demostrado un incremento muy potente de su expresion por estimulos pro-
inflamatorios y en otras situaciones patoldgicas (Palazuelos et al. 2006; Fernandez-Ruiz
et al. 2008; Stella 2010).

2.a. Sistema endocannabinoide y neuroproteccion

El SEC tiene un papel clave en neuroproteccion y neurotoxicidad (Zhang et al. 2009;
Fowler et al. 2010; Sarne et al. 2011), media mecanismos compensatorios y reparadores
en condiciones patoldgicas como las enfermedades neurodegenerativas (Micale et al.
2007), dafio por isquemia focal (Nagayama et al. 1999) y traumatismos cerebrales
(Panikashvili et al. 2001, 2005, 2006), principalmente a través de los receptores CB1 y
CB2 (Shohami et al. 2011). Numerosos estudios han utilizado la activacion y
modulacion del SEC como estrategia terapéutica de lesiones cerebrales, como se recoge
de forma detallada en la tabla 1.
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Componente Modelo Efecto neuroprotector Referencia

2-AG In vivo. Raton. d edema, ¥ volumen de infarto, ¥ muerte | (Panikashvili
Lesion cerrada. | hipocampal y T recuperacion clinica. etal. 2001)

Agonista CB2 | In vitro. Rata. { neuroinflamacion, T flujo sanguineo | (Sinor et al.

(O-1966) Isquemia cerebral, T viabilidad celular 2000)

Receptor CB2 | In vivo. Raton. T activacion glial, T neurodegeneracion, | (Palazuelos et
CB2 -/- T progresion enfermedad de Huntington | al. 2009)

Receptores Barrera ! extravasacion células inmunes, | | (Vendel y de

CBlyCB2 hematoencefalica | interaccion leucocito-endotelio cerebral, | Lange 2014)

mantenimiento de la funcién astrocitaria

Receptor CB1 | In vivo. Raton.  recuperacion espontanea, T activacion | (Panikashvili
CB1-/- de las vias de NFxB et al. 2005)

Receptor CB1 | In vitro. Rata. { liberacién 6xido nitrico, ¥ depodsitos | (Esposito et al.
Glioblastoma beta amiloide, ¢ GFAP, | S100B 2007)

Tabla 1. Estudios relacionados con los efectos neuroprotectores de los receptores CB1 y
CB2 en distintos modelos de lesion cerebral.

Algunos de los mecanismos propuestos para explicar los efectos neuroprotectores del
SEC incluyen la modificacion de corrientes de calcio (Garcia-Martinez et al. 2010;
Sarne et al. 2011), la regulacion de la expresiéon de caspasa-3 (Chen y Buck 2000;
Sarker et al. 2000), el control de las vias de NF-kp (Nikodemova et al. 2006; Kozela et
al. 2010), la regulacion de la produccion de 6xido nitrico (Esposito et al. 2001; Romero-
Perez et al. 2008) y la disminucion de moléculas inflamatorias (Molina-Holgado et al.
1997). Muchos de ellos coinciden con los mecanismos de accion de otros agentes
neuroprotectores tales como el estradiol, la minociclina o la leptina, como se detallara
posteriormente. Por este motivo, se quiso profundizar en las vias de activacion
compartidas y estudiar una posible interaccion del SEC con la sefializacion de estos

compuestos neuroprotectores.

3. Estradiol

El estradiol (E2) es una hormona gonadal perteneciente a la familia de las
hormonas esteroideas. Es una de la hormonas mejor caracterizadas de esta familia que
incluye también la testosterona,

la progesterona, los glucocorticoides y los

mineralcorticoides (Prossnitz et al. 2008). El E2 es el estrogeno natural méas potente y
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en el organismo se encuentra en forma de 17p-estradiol. Se sintetiza a partir del
colesterol en una gran variedad de estructuras (Lewis y Jordan 2005) incluyendo el SNC
(Naftolin y MacLusky 1982; revisado en Lephart 1996).

Las funciones del E2 en el SNC son multiples: actla sobre centros cerebrales que
mantienen la temperatura corporal, colaborando asi en la regulacién térmica (Maggi et
al. 2004), controla la homeostasis energética (Qiu et al. 2006), participa en crecimiento
y diferenciacion neuronal durante el desarrollo, esta implicados en plasticidad neuronal
en el cerebro adulto (Garcia-Segura, 2009), en proteccion ante situaciones de estrés e
inflamacion (Cerciat et al. 2010) y en recuperacion tras dafios neurobiologicos y
desdrdenes mentales (Garcia-Segura et al. 2001). La funcion neuroprotectora del E2
estd ampliamente demostrada. Existen numerosas evidencias en estudios in vitro e in
vivo que demuestran que los estrdgenos protegen las neuronas frente a estimulos
toxicos, isquemia, lesiones traumaticas, hipoglucemia y procesos degenerativos y de
envejecimiento (Bisagno et al. 2003). Los mecanismos subyacentes a esta
neuroproteccion ain no estan claros del todo. EI E2 podria ejercer estos efectos
mediante mecanismos dependientes e independientes de los receptores clasicos de
estrogenos (ER), efectos gendmicos y no gendmicos, por activacion rapida de ER de
membrana que influirian sobre las cascadas de la proteina kinasa C, PI3-K, MAPK o
Scr, etc. (ver revision en Segars y Driggers 2002). Los efectos protectores incluyen la
regulacion de vias de apoptosis (Suzuki et al. 2006), la modificacion del flujo cerebral y
regulacién de la éxido nitrico sintasa (Cimarosti et al. 2005), la estabilizacion de
neuronas por inhibicién de corrientes de calcio, el aumento de la produccion de factores
neurotroficos, como el factor de crecimiento de nervioso (NGF) y el factor neurotréfico
derivado de cerebro (BDNF) (Garcia-Segura et al. 2001) y la regulacion de moléculas
pro-inflamatorias frente a toxicidad por glutamato y el estrés oxidativo (Cimarosti et al.
2005), (ver figura 3). Estos mecanismos comparten vias de activacion con el SEC pero
ademas, se sabe que las hormonas del eje gonadal regulan la expresion de enzimas
implicadas en la sintesis y metabolismo de ECB en distintos tejidos periféricos
(MacCarrone et al. 2000; Xiao et al. 2002; Guo et al. 2005; Grimaldi et al. 2009;
Ribeiro et al. 2009) y que afectan a la actividad del SEC en el cerebro y pituitaria
(Rodriguez de Fonseca et al. 1994; Corchero et al. 2001; Bradshaw et al. 2006; Hill et
al. 2007). Por otro lado, los cannabinoides interfieren con la actividad del eje
hipotalamo-hipofisario-gonadal en diferentes puntos, ejerciendo un impacto negativo
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sobre el comportamiento y la motivacion sexual (Ferrari et al.; Lopez 2010; Lopez et al.
2010). Ademas, los cannabinoides y el E2 tienen acciones en el control de funciones no
reproductivas, incluyendo la cognicion (Daniel et al. 2002) y la homeostasis energética
(Kellert et al. 2009), mientras que el E2 aumenta los efectos antinociceptivos de los
cannabinoides (Craft y Leitl 2008) y podria regular las emociones a través de

mecanismos relacionados con los ECB (Hill et al. 2007).
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Figura 3. Diagrama representativo de los efectos neuroprotectores y anti-inflamatorios
del estradiol.

4. Minociclina

La minociclina es un derivado semi-sintético de segunda generacion de la
tetraciclina. Es un antibiético altamente lipofilico y presenta una actividad anti-
bacteriana muy bien descrita. Debido a su vida media mayor, presenta una actividad
entre 2-4 veces mayores que sus analogos. Tiene un perfil farmacocinético mejor que
las tetraciclinas de primera generacion cuando se usa de forma oral ya que se absorbe
rapida y completamente, con una gran biodisponibilidad y con una excelente
penetracién tisular, atravesando incluso la BHE por ser un compuesto altamente
lipofilico (revisado en Garrido-Mesa et al. 2013). Por su actividad anti-bacteriana se
comercializa actualmente para el tratamiento de patologias infecciosas y no-infecciosas

como el acné, la dermatitis o la periodontitis. Pero ademéas de estos efectos, este
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farmaco presenta actividad anti-inflamatoria, anti-oxidante, anti-apoptotica y
moduladora de la respuesta inmune (Tikka et al. 2001; Plane et al. 2010), (ver figura 4).
Se ha comprobado que la minociclina suprime la activacion microglial, reduce la
formacion de edema y el volumen de lesion y ofrece una neuroproteccion persistente en
un modelo de TCE en ratones (Homsi et al. 2009, 2010; Siopi et al. 2011; Siopi,
Calabria, et al. 2012; Siopi, Llufriu-Dabén, et al. 2012). Los mecanismos especificos
por los cuales la minociclina ejerce efectos protectores en el cerebro ain no se conocen
del todo (Sanchez Mejia et al. 2001; Chu et al. 2010; Plane et al. 2010). Algunas de las
acciones propuestas se relacionan con la inhibicion de la activacion microglial (Tikka et
al. 2001), la atenuacion de la activacion de la proteina kinasa activada por el mitégeno
p38 (Tikka y Koistinaho 2001) o la reduccion de los niveles de citoquinas pro-
inflamatorias (Markovic et al. 2011). La minociclina tiene también actividad anti-
oxidante (Kraus et al. 2005), reduce la produccion de 6xido nitrico (Romero-Perez et al.
2008), controla la sefializacion glutamatérgica (Tikka y Koistinaho 2001; Gonzélez et
al. 2007) e inhibe la expresion de la 5-lipooxigenasa, una enzima implicada en el
metabolismo de &acido araquidonico (Chu et al. 2010). Ademas de compartir vias de
sefializacion con el SEC, se sabe que el uso de minociclina, como tratamiento en un
modelo de dolor neuropatico en rata, altera los niveles de los ECB (Guasti et al. 2009) y
que el bloqueo farmacoldgico del receptor CB1 impide los efectos protectores de la
minociclina en un modelo murino de hiperalgesia térmica neuropatica (Parvathy y
Masocha 2015).

Funcién Inhibe proliferacion
antioxidante y activacion de
células inmunes
Minociclina
o) o} 0 o} o
Modulacién enzimas
inflamacién " Aumenta factores
anti-apoptoticos
- iNOS i
+ COX2 - 2 + Bel-2
+ PLA2 ER
» N N
MMP W N
Disminuye factores Inhibe activacién
pro-apoptoticos microglial
* Caspasa-1 « IL1B
= Caspasa-3

Figura 4. Diagrama representativo de los efectos neuroprotectores y anti-inflamatorios
de la minociclina.
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5. Leptina

La leptina es una hormona peptidica con un peso molecular de 16KDa que se
conoce principalmente por su papel regulador de la ingesta de comida y de la
homeostasis energética (Friedman y Halaas 1998; Coll et al. 2007). Desde su
descubrimiento en el afio 1994 (Halaas et al. 1995), se le han atribuido muchas
funciones nuevas a parte de las relacionadas con el control energético, incluyendo la
modulacion de las respuestas inmunes (revisado en Tang 2008 y Masoodi et al. 2015),
la excitabilidad neuronal, los procesos de memoria y aprendizaje (ver Harvey 2007 para
revision) y los estados emocionales (Licinio et al. 2014). Ademas, en los Gltimos afios
varios estudios han demostrado que la leptina ejerce efectos neuroprotectores en
diferentes modelos de lesion, tanto in vivo como in vitro (Dicou et al. 2001; Lu et al.
2006), (ver figura 5). Estos efectos protectores de la leptina en el SNC incluyen el
aumento de la regeneracion neuronal a través de la sefializacion JAK-STAT (Tang
2008), la atenuacion del dafio tras isquemia cerebral via PI3K/Akt (Zhang et al. 2013) y
la reduccion del area de infarto en un modelo de fototrombosis de la arteria cerebral
medial distal (Avraham et al. 2010).

Los receptores de leptina (ObR) son miembros de la superfamilia de receptores de
citoquinas tipo | (Baumann et al. 1996). Su expresion no se restringe a tejidos
periféricos sino que también se detecta en el SNC, incluyendo areas que no estan
directamente relacionadas con el control de ingesta como el hipocampo, tronco
encefalico, cerebelo, corteza, amigdala y sustancia negra (Harvey 2007). Los ObR se
expresan también en células inmunes como células T, macrdéfagos y neutréfilos (ver
Aguilar-Valles et al., 2015 para revision), lo que permite que la leptina module
respuestas inflamatorias inhibiendo la apoptosis (Bruno et al. 2005) y la produccion de
citoquinas (Loffreda et al. 1998; Xiao et al. 2003) o mejorando la supervivencia en
estados de sepsis (Tschop et al. 2010; Siegl et al. 2014).

De la misma manera que para el estradiol y la minociclina, existe una relacion muy
estrecha entre la leptina y el SEC. Segun los estudios de Avraham et al., 2010 en un
modelo de fototrombosis, la hormona modifica la expresion de los receptores CB1 y
CB2 tras un infarto, mientras que otros estudios afiaden que los ratones deficientes para
CB2 -/- presentan niveles circulantes de leptina reducidos (Deveaux et al. 2009).

Ademas, los efectos anorexigenicos que la leptina ejerce a través del control de las
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especies reactivas de oxigeno (ROS) son inhibidos a nivel hipotaldmico por un agonista

especifico del receptor CB1(Palomba et al. 2015).
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Figura 5. Diagrama representativo de los efectos neuroprotectores y anti-inflamatorios
de la leptina.
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6. Justificacion de los objetivos de la Tesis

Como se ha detallado en la seccidn anterior, existen numerosas evidencias que
indican que el SEC participa en mecanismos de proteccion y reparacion del SNC en
situaciones de dafio y neuroinflamacion (Zhang et al. 2009; Fowler et al. 2010; Sarne et
al. 2011; Shohami et al. 2011) y que estos efectos son mediados tanto por células
endoteliales como gliales (Howlett et al. 2002; Stella 2010). La reactividad glial
también esta regulada por las hormonas gonadales (Barreto et al. 2009; Astiz et al.
2014). Concretamente estudios in vivo (Barreto et al. 2009, 2014) e in vitro (Arevalo et
al. 2010; Cerciat et al. 2010; Astiz et al. 2014) demuestran que el E2 y otros compuestos
estrogénicos ejercen efectos anti-inflamatorios en astrocitos y microglia. EI E2 afecta a
la actividad del SEC y viceversa (MacCarrone et al. 2000; Hill et al. 2007), de hecho se
sabe que los efectos neuroprotectores del E2 en un modelo de isquemia focal estan
asociados con una disminucion de los niveles del ECB anandamida (AEA) en el
estriado (Amantea et al. 2007), lo que sugiere que el SEC y el E2 podrian compartir vias

de activacion y mecanismos que inducen neuroproteccion.

Por estos motivos, en la primera parte del trabajo se analiz6 la implicacién del SEC en
los efectos protectores del E2 en un modelo de lesion cortical penetrante (Objetivo #1),
centrandonos fundamentalmente en el estudio de la gliosis reactiva. Se utilizaron varias
aproximaciones para caracterizar el modelo: bloqueo farmacoldgico de los receptores
CB1 y CB2, inhibicion de las enzimas de degradacion y evaluacion de los niveles de
ECB tras el tratamiento con E2 y con un inhibidor de su sintesis.

La segunda parte de la Tesis se centrd en el estudio de un modelo murino de TCE. Es un
modelo capaz de reproducir muchos de los sintomas que ocurren en humanos como
edema, astrogliosis o déficit cognitivo (Cernak 2005; Chodobski et al. 2011). A pesar de
ser un modelo ampliamente utilizado por presentar una mayor proximidad a la realidad
clinica, algunos aspectos de la progresion de sus sintomas y recuperacion se desconocen
aun. Por este motivo se profundizd en su estudio y se caracterizo el perfil temporal de
los cambios observados en marcadores de inflamacion, proteinas de integridad de la
BHE, receptores CB1 y CB2 y niveles de ECB (Objetivo #2).

Estudios previos con este modelo de TCE habian demostrado que el tratamiento con
minociclina revierte o mejora los sintomas de esta lesion (Homsi et al. 2009; Siopi et al.
2011) y puesto que muchos de los mecanismos neuroprotectores de la minociclina son
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compartidos con algunos del SEC, se quiso estudiar una posible implicacion del SEC en
las acciones protectoras de la minociclina mediante la evaluacion de los niveles de ECB
tras el tratamiento con minocilina y a través del uso de antagonistas selectivos de los
receptores CB1 y CB2 (Objetivo #3).

En los ultimos afos, diversos estudios han demostrado que la leptina ejerce efectos
neuroprotectores en distintos modelos de lesion (Avraham et al. 2010; Zhang et al.
2013). Se sabe que la leptina interacciona directamente con el SEC pues es un regulador
negativo de la sintesis del ECB 2-araquinonoil glicerol (2-AG) en el SNC (Di Marzo et
al. 2001) y modifica los niveles de los receptores CB1 y CB2 tras un modelo de infarto
cerebral (Avraham et al. 2010). La liberacion de leptina al torrente sanguineo en
situaciones de estrés controla las respuestas del eje hipotalamo-hipofisario-adrenal,
entre las que destaca el control de las citoquinas pro-inflamatorias (Signore et al. 2008;
Masoodi et al. 2015). La microglia son las células responsables de la liberacion
temprana de citoquinas y presentan una alta expresion de receptor CB2 (Stella 2010;
Shohami et al. 2011). Por ello, en esta ultima parte del trabajo se estudi6 la implicacion
del SEC en los efectos neuroprotectores de la leptina usando el modelo de TCE y
centrandonos en el papel del receptor CB2 mediante el uso un antagonista selectivo
(Objetivo #4).
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Objetivos

Objetivo General:

Estudiar la mediacion del sistema endocannabinoide en la accién neuroprotectora de
agentes endogenos (estradiol, leptina) y exdgenos (minociclina) en dos modelos

distintos de lesién cerebral.

Objetivos parciales:

1. Implicacién del sistema endocannabinoide en los efectos neuroprotectores del
estradiol en un modelo de lesion penetrante. Analisis del papel de los receptores
CBl1 y CB2, de las enzimas N-acil fosfatidiletanolamina-fosfolipasa D
especifica, hidrolasa de amidas y acidos grasos y monoacilgligerol lipasa asi
como de los cambios en los niveles de endocannabinoides.

2. Perfil temporal de los cambios del sistema endocannabinoide (24h-2semanas) en
un modelo de traumatismo craneoencefalico. Correlaciones con edema y dafio
neurologico.

3. Mediacion del sistema endocannabinoide en los efectos neuroprotectores de la
minociclina en un modelo de traumatismo craneoencefalico.

4. Participacion del sistema endocannabinoide en los efectos neuroprotectores de la

leptina en un modelo de traumatismo craneoencefélico.
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Disefios experimentales

-> Experimento #1: Lesion penetrante+E2+Antagonistas cannabinoides (AM251 /

AMG630). Todos los animales fueron lesionados y recibieron uno de los tratamientos
indicados en la tabla.
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Grupo Tratamiento Tratamiento N
Control Vehiculo antagonistas cannabinoides Vehiculo del 17 B estradiol | 6
Estradiol | Vehiculo antagonistas cannabinoides 17 B estradiol (E2758) 6
ACB1 Antagonista del receptor CB1 (AM251) | Vehiculo del 17 B estradiol | 6
ACB2 Antagonista del receptor CB2 (AM630 ) | Vehiculo del 17 B estradiol | 6
E+ACB1 | Antagonista del receptor CB1 (AM251) | 17 B estradiol (E2758) 6
E+ACB2 | Antagonista del receptor CB2 (AM630) | 17 B estradiol (E2758) 6

“>Experimento #2: Lesion penetrante+E2+Inhibidores enzimas cannabinoides (URB /

AA-5HT). Todos los animales fueron lesionados y recibieron uno de los tratamientos

indicados en la tabla.
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Grupo Tratamiento Tratamiento N
Control Vehiculo inhibidor enzima cannabinoide | Vehiculo del 17 8 estradiol | 6
URB URB (inhibidor enzima FAAH) Vehiculo del 17 B estradiol | 6
SHT AA-5HT (inhibidor enzima MAGL) Vehiculo del 17 B estradiol | 6
E2 Vehiculo inhibidor enzima cannabinoide | 17 B estradiol (E2758) 6
URB-E2 | URB (inhibidor enzima FAAH) 17 B estradiol (E2758) 6
5HT-E2 | AA-5HT (inhibidor enzima MAGL) 17 B estradiol (E2758) 6
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- Experimento# 3: Lesion penetrante+Estradiol y Lesion penetrante+Letrozol
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Grupo Tratamiento Lesion penetrante | N
Control Vehiculo E2 No 8
Estradiol Estradiol No 8
Lesion Vehiculo E2 Si 8
Lesion-E2 Estradiol Si 8
Control Vehiculo LTZ | No 8
Letrozol Letrozol No 8
Lesion Vehiculo LTZ | Si 8
Lesion-LTZ | Letrozol Si 8

- Experimento #4: Traumatismo craneoencefalico (TCE), perfil temporal de cambios

moleculares tras 24h-2semanas. Cada punto temporal tuvo su grupo lesionado y su

grupo control, manipulados y sacrificados al mismo tiempo (N=6)

- Experimento #5: TCE, perfil temporal de los niveles de endocannabinoides. Todos

los animales fueron lesionados y sacrificados en los tiempos indicados en el cronograma

(N=8).
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- Experimento #6: TCE+Minociclina6h, perfil de los niveles de endocannabinoides.

Los animales recibieron uno de los tratamientos indicados en la tabla.
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Grupo Tratamiento Lesion | N

IntactoVh VhCB/ VhMino No 10

IntactoMino VhCB / VhMino No 10

LesionVh VhCB / Minociclina Si 10

LesidonMino AM251 / VhMino Si 10

- Experimento_#7: TCE+Minociclina+Antagonistas cannabinoides (AM251 /

AMG630). Los animales recibieron uno de los tratamientos indicados en la tabla.

Grupo Tratamiento Lesion | N

Intacto VhCB/ VhMino No 8/12
Lesion VhCB / VhMino Si 8/12
LesionMino VhCB / Minociclina Si 8/12
LesionAM251 AM251 / VhMino Si 8/12
LesionAMG630 AMG630 / VhMino Si 8/12
LesionAM251Mino | AM251 / Minociclina | Si 8/12
LesionAM630Mino | AM630/ Minociclina | Si 8/12
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- Experimento #8: TCE+Leptina+Antagonista CB2 (AM630). Los animales recibieron

uno de los tratamientos indicados en la tabla.
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Grupo Tratamiento Lesion | N
Intacto VhCB/ VhLeptina No 8
Lesion VhCB / VhLeptina Si 8
LesionLept VhCB / Leptina Si 8
LesionAM630 AMG630 / VhLeptina | Si 8
LesionAM630Lept | AM630 / Leptina Si 8
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Animales

Para el estudio del modelo de lesién cortical penetrante, se utilizaron en todos
los casos, ratas Wistar macho adultas de 10 semanas de edad procedentes de la colonia
de la Universidad Complutense de Madrid. Se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad

de 12:12 horas y recibieron comida y agua ad libitum.

En el caso del modelo de traumatismo craneoencefalico (TCE), todos los experimentos
fueron realizados en ratones macho de la cepa Swiss de entre 28-30 g de peso (Janvier,
Le Genest St Isle, Francia y Harlan, Espafa), realizando los estudios entre 5-7 semanas
de edad. Los animales se agruparon de 6 en 6, en una sala con la temperatura controlada
(22 £ 2° C), en un ciclo de luz/oscuridad de 12:12 horas y con acceso libre a agua y

comida.

Todos los procedimientos siguieron la normativa publicada en la Guia NIH para el uso
y cuidado de animales de laboratorio, en la Guia para el Uso de animales en
Investigacion Neurocientifica de la Sociedad de Neurociencia, en la Guia de la Union
Europea (Directiva 86/609/EEC) y fueron aprobados por el comité de ética de la
Universidad Paris Descartes (P2.MJT.049.08) y el comité institucional de uso y cuidado
de animales de experimentacion. Ademas, se tomaron todas las medidas necesarias para
minimizar el sufrimiento y el nimero de animales necesarios para alcanzar el minimo

de precision estadistica.

Lesion penetrante

Los animales fueron anestesiados con isofluorano al 2% y se colocaron en el
estereotdxico (David Kopf Instruments). Para reducir el dolor postquirdrgico, los
animales recibieron dos dosis de analgésicos: una inyeccion i.p. de buprenorfina
(Img/kg; Buprex, Schering Plough) y una inyeccion s.c. de meloxicam (1mg/kg;
Metacam, Boheringer Ingelheim). Tras la induccion de anestesia, se realizé una incision
en la piel y se expuso el craneo en el que se hizo una apertura unilateral en el hemisferio
derecho y se introdujo verticalmente una cuchilla estértil de 2,5 mm hasta una
profundidad de 4,5 mm. La parte rostral de la cuchilla estaba colocada a 2,5 mm

posterior a Bregmay 1,1 mm lateral. El final se situ6 a 5,0 mm posterior a Bregma y 3,0
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mm lateral. Para contener el sangrado, se utiliz6 una esponja embebida en espuma
hemostatica. Estas coordenadas fueron determinadas segun el atlas esterotaxico Paxinos
y Watson (1998).

Traumatismo craneoencefalico

Previo al procedimiento, los animales fueron anestesiados mediante via
inhalatoria con 2% de isofluorano. La lesion se indujo con un peso de 50 g desde una
altura de 36 cm a lo largo de una barra de acero y se dejo caer sobre el hemisferio
derecho. Inmediatamente después de la lesion se procedié a administrar los distintos
tratamientos cuando el disefio experimental asi lo requiriera y se recuperé a los animales

en una jaula individual mantenida a 37° C.

Tratamientos farmacoldgicos:

a. Lesion penetrante

Inmediatamente antes de la lesion cortical penetrante, los animales recibieron uno de los
siguientes tratamientos con las dosis y vias de administracién recogidas en las
siguientes tablas. Estos tratamientos se repitieron 24 y 48 horas tras la lesion de tal
manera que se administraron durante el periodo de activacién glial y el sacrificio se
realizd una semana mas tarde, donde ocurre el pico de expresion de factores

inflamatorios y de crecimiento (Garcia-Ovejero et al. 2002).

Tabla 2. Tratamientos realizados en el experimento #1

Tratamiento Dosis y via de administracion

Vehiculo de los antagonistas cannabinoides | Etanol:cremofor:salino (1:1:18). 1 ml/Kkg; i.p.
Vehiculo del 17 B estradiol Aceite de maiz. 1 ml/kg; s.c.

Antagonista del receptor CB1 (AM251) Tocris Bioscience. 1 mg/kg; 1 ml/kg; i.p.
Antagonista del receptor CB2 (AM630 ) Tocris Bioscience. 1 mg/kg; 1 ml/kg; i.p.

17 B estradiol (E2758) Sigma-Aldrich. 1 mg/kg; 1 ml/kg; s.c.
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Tabla 3. Tratamientos realizados en el experimento #2

Tratamiento Dosis y via de administracion

Vehiculo inhibidor enzima cannabinoide | Etanol:cremofor:salino (1:1:18). 1 ml/kg; i.p.
Vehiculo del 17 B estradiol Aceite de maiz. 1 ml/kg; s.c.

URB (inhibidor enzima FAAH) Tocris Bioscience. 0.3 mg/kg; 1 ml/kg; i.p.
AA-5HT (inhibidor enzima MAGL) Tocris Bioscience. 5 mg/kg; 1 ml/kg; i.p.

17 B estradiol (E2758) Sigma-Aldrich. 1 mg/kg; 1 ml/kg; s.c.

Tabla 4. Tratamientos realizados en el experimento #3

Tratamiento Dosis y via de administracion

Vehiculo del 17 B estradiol Aceite de maiz. 1 ml/kg; s.c.

17 B estradiol (E2758) Sigma-Aldrich. 1 mg/kg; 1 ml/kg; s.c.
Vehiculo del letrozol Carboximetil celulosa 2,5%; 0.5 mg/kg. s.c.
Letrozol (inhibidor de aromatasa; 4382) | Tocris Bioscience. 0.5 mg/kg; s.c.

b. Traumatismo craneoencefalico

En el momento previo a la lesidn, los animales recibieron uno de los tratamientos con
las dosis y vias de administracion detallados en las siguientes tablas. En el caso de la
minociclina, las dosis y protocolo de administracion se eligieron en base a estudios
previos que habian demostrado que este protocolo ejerce efectos sobre los parametros
estudiados (Homsi et al. 2009; Siopi et al. 2011). En cuanto a la dosis de leptina, se
eligio 2 mg/kg en base a un experimento piloto realizado con este mismo modelo y bajo

las mismas condiciones de trabajo.

Tabla 5. Tratamientos realizados en el experimento #6

Tratamiento Dosis y via de administracion

Primera dosis vehiculo de Minociclina Buffer fosfato salino. 10 ml/kg; i.p.
Primera dosis Minociclina Sigma-Aldrich. 90 mg/kg; 1 ml/kg; i.p.
Segunda dosis vehiculo de Minociclina Buffer fosfato salino. 10 ml/Kkg; i.p.
Segunda dosis Minociclina Sigma-Aldrich. 45 mg/kg; 1 ml/kg; i.p.
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Tabla 6. Tratamientos realizados en el experimento #7

Tratamiento

Dosis y via de administracion

Vehiculo de los antagonistas cannabinoides

Etanol:cremofor:salino (1:1:18). 1 ml/Kkg; i.p.

Antagonista del receptor CB1 (AM251)

Tocris Bioscience. 1 mg/kg; 1 ml/kg; i.p.

Antagonista del receptor CB2 (AM630 )

Tocris Bioscience. 1 mg/kg; 1 ml/kg; i.p.

Primera dosis vehiculo de Minociclina Buffer fosfato salino. 10 ml/Kkg; i.p.

Primera dosis Minociclina Sigma-Aldrich. 90 mg/kg; 1 ml/kg; i.p.

Segunda dosis vehiculo de Minociclina Buffer fosfato salino. 10 ml/Kkg; i.p.

Segunda dosis Minociclina Sigma-Aldrich. 45 mg/kg; 1 ml/kg; i.p.

Tabla 7. Tratamientos realizados en el experimento #38

Tratamiento Dosis y via de administracion

Vehiculo del antagonista cannabinoide Etanol:cremofor:salino (1:1:18). 1 ml/kg; i.p.

Antagonista del receptor CB2 (AM630) | Tocris Bioscience. 1 mg/kg; 1 ml/kg; i.p.

Vehiculo de la leptina Salino 0.9%. 10 ml/kg; i.p.

Leptina Biorad. 2 mg/kg; i.p.

Fijacion del tejido e inmunohistoquimica

Para los analisis histoldgicos, los animales correspondientes al modelo de lesion
penetrante y al modelo de TCE fueron anestesiados con una dosis eutanasica de
pentobarbital (100 mg/kg, Normon Veterinary Division, Madrid, Espafia) y perfundidos
a través del ventriculo izquierdo, primero con 50 ml de soluciéon salina (0,9% NaCl) y
luego con 250 ml (rata) o 100 ml (ratdn) de solucion fijadora (4% paraformaldehido en
0.1 M de tampon fosfato, pH 7.4). Se extrajeron los cerebros y se conservaron en la
misma solucién fijadora toda la noche a 4° C y tras esto se pasaron a tampon fosfato. Se
realizaron secciones coronales de los cerebros con un grosor de 50 um y fueron

obtenidas con el vibratomo (VT 1000 S, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania).

La inmunohistoquimica se realizé con los cortes en flotacion y agitacion suave. Todos
los lavados e incubaciones se realizaron con tampon fosfato 0.1M pH 7.4 conteniendo
0.3% albdmina sérica bovina (BSA) y 0.3% triton X-100. Previo a la incubacion con los
anticuerpos, se inhibid la actividad de la peroxidasa endégena durante 15 minutos con
una solucion de 3% de peroxido de hidrégeno y 50% de metanol. Tras varios lavados

para eliminar los posibles restos de la solucion anterior se incubaron los cortes con el
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anticuerpo primario toda la noche, a 4° C y en agitacion. Las diluciones para cada uno

de ellos se encuentran en la tabla 8.

Tabla 8. Anticuerpos empleados para técnicas de inmunohistoquimica.

Primario Dilucion | Casa

Policlonal conejo anti-GFAP 1:1000 Dako Z0334
Monoclonal raton anti-Vimentina | 1:500 Dako, V9 Clon
Policlonal conejo anti-p-APP 1:1000 Invitrogen 51-2700
Policlonal conejo anti-l1ba-1 1:2000 Wako 019-19741

Tras esta primera incubacion, los cortes fueron lavados con tampon e incubados 2 horas
a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario IgG biotinilado anti-raton hecho
en cabra (dilucion 1:300; Pierce, Rockford, IL, USA). Después de varios lavados, las
secciones se incubaron 90 minutos a temperatura ambiente con el complejo avidina-
biotina-peroxidasa (complejo ABC, dilucion 1:250. ImmunoPure ABC peroxidase
staining Kit, Pierce). Tras esto se reveld el producto de la reaccion mediante 2 pg/ml
3,3 -diaminobencidina (DAB. Sigma-Aldrich) y 0.01% de perdxido de hidrogeno en
tampon fosfato 0.1M. Después, los cortes fueron deshidratados, montados en portas

gelatinizados, cubiertos y examinados con el microscopio Leica DMRB-E.

Analisis morfométrico:

a. Lesion penetrante

Para realizar los andlisis morfométricos se seleccionaron Unicamente los cortes que
mostraban una lesion completa desde la zona dorsal a la ventral de la corteza cerebral.
Se analiz6 el nimero de astrocitos marcados con vimentina en un area localizada a unas
350 um (Zona I) desde el borde de la lesion y se realizaron contajes para células GFAP
positivas (GFAP+) en tres zonas diferentes: 0-350 um desde el borde de la lesion (Zona
1), 350-700 um (Zona II) y 700-1050 um (Zona Ill). Ademas, el nimero de células
GFAP+ se evalud en las regiones equivalentes del hemisferio no lesionado. EI nimero
de células fue estimado mediante el método del disector Optico (Hatton and von

Bartheld 1999) y para ello se utilizd un marco de 55 um x 55 pum. Se contabilizaron
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setenta y ocho marcos por animal. El grosor de las secciones fue medido mediante un
calibrador digital (Heidenhain-Metro MT 12/ND221; Traunreut, Alemania) acoplado al
microscopio. Todos los contajes se realizaron con un c6digo ciego.

Ademas se usO un método alternativo para evaluar la reactividad glial mediante la
densidad de superficie marcada por vimentina y GFAP en la Zona Il. De cada animal se
estudiaron al menos dos secciones diferentes. Para ello se usé la gradilla estereoldgica
C16, de acuerdo con el método de intersecciones de Weibel (1979). Se calculd el ratio

de superficie inmunoreactiva segun la siguiente formula:
Ds=21/L

Ds: Densidad de superficie

I: NUmero de intersecciones inmunoreactivas

L: Longitud de linea de la gradilla (2 mm)

b. Traumatismo craneoencefalico

Se analizaron en codigo ciego todos los cortes obtenidos entre 2,5 a -2 mm Bregma
segun el atlas Paxinos y Watson (1998). Se estudiaron 8 animales para cada grupo

experimental.
b.1. Reactividad microglial (Iba-1)

Se estudié el nimero de células Iba-1 + alrededor de la lesion con una gradilla
morfomeétrica que definia un area de 350 x 350 pum bajo el objetivo 10x del microscopio
optico Leica DMRB.

También se analizd la morfologia de las células microgliales al objetivo de 40x,
clasificandolas en cinco tipos morfologicos segun se detalla en la figura 6 (Diz-Chaves
et al. 2012). Para cada animal se analizd un total de cien células en cuatro cortes
diferentes en la corteza ventral del hemisferio derecho, rodeando la lesion asi como en
la zona interhemisferio del cuerpo calloso, coincidiendo con el area estudiada para el
dafo axonal difuso. Estos tipos se agruparon a su vez en “Fenotipo no-reactivo” (Tipos

I'y ) y “Fenotipo reactivo” (Tipos H1-V).
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Tipo | Tipo Il

Tipo Il Tipo IV Tipo V
e~ . |

Q b X
it ¥ el ] g

Fenotipo reactivo

Tipo morfol6gico | Descripcion

Tipo | Células con pocos procesos celulares (< 2).

Tipo Il Células con pocas prolongaciones y cortas (3-5).

Tipo 1l Células con numerosas prolongaciones (> 5), ramificaciones
largas y cuerpo celular pequefio y ligeramente triangular.

Tipo IV Células con el soma retraido, ramificaciones cortas y muy
numerosas.

Tipo V Células de morfologia ameboide, ramificaciones cortas y
muy numerosas junto con un intenso marcaje Iba-1 +.

Figura 6. Clasificacion morfologica de las células microgliales. Basado en trabajos de
Diz-Chaves et al. 2012.

b.2. Daiio axonal difuso (B-APP)

El dafio axonal difuso se estudi6 mediante la inmunoreactividad de la proteina
precursora de amiloide beta (B-APP) en la zona del interhemisferio del cuerpo calloso.
Para cuantificarlo, se empled la gradilla morfométrica C16 de Weibel (1979) que define
un area de 80 x 80 um. El analisis se realizo a través de un monitor conectado al
microscopio, con el objetivo de 40x y se anotaron el nimero de intersecciones de la

gradilla con tejido B-APP +.

Analisis de la expresion génica mediante RT-gPCR

a. Lesion penetrante

Se utilizaron los animales procedentes del experimento #1. Se extrajo el ARN de las
cortezas cerebrales usando Trizol® (Gibco BRL Life Technologies, Baltimore, MD)
siguiendo las indicaciones del fabricante. EI ARN se purifico mediante el kit RNeasy
mini kit (Qiagen Hilden, Germany) obteniendo una absorbancia A260/280 entre 1.9 y

2.1. De cada muestra se us6é 1 ug de ARN para la transcripcion inversa para obtener
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ADN complementario (ADNc) mediante random primers hexameros y la enzima
transcriptasa inversa (RT) del kit (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA). Se
incluy6 un control negativo en las reacciones de la RT en las que no se afiadid la

enzima.

El ADNc se usO para realizar una PCR cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR) en el
sistema iCycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) con FastStart Universal SYBR Green
Mastermix (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA). Los primers para la reaccion de
la PCR (Sigma-Proligo France SAS, Paris, France) fueron disefiados segun la base de
datos para rata del NCBI (tabla 9). La expresion de los genes fue normalizada con el

factor de transcripcion SP1.

La cuantificacion de la expresion fue llevada a cabo con una curva estandar que se hizo
a la vez que cada muestra por duplicado. Los estandares fueron purificados y
cuantificados por diluciones seriadas. Para obtener los estandares se purific6 ARN de
tejido del que se sabe que se expresan los genes que estamos analizando. Se hizo una
RT para obtener el ADNc que se utilizo para la consiguiente PCR usando los primers
especificos que aparecen en la tabla 9. Los productos obtenidos de la PCR fueron
purificados mediante el kit high pure PCR product purification (Roche Diagnostic) y se
cuantificaron a 260 nm de absorbancia y luego fueron diluidos de forma seriada hasta
10°® pg/ul. Una alicuota del producto de la PCR sin diluir fue analizada por
electroforesis en gel de agarosa 1% para comprobar el tamafio del fragmento y la
ausencia de restos contaminantes. Se hicieron ocho pases de las diluciones seriadas
desde 10 hasta 10 pg/ul y fueron analizadas con el sistema iCycler. De entre ellas

seleccionaron cinco para hacer la curva estandar.

Tabla 9. Secuencia de los primers utilizados para técnicas de RT-gPCR en rata.
Gen Forward 5°-3’ Reverse 3’-5’
SP1 AGCAGGATGGTTCTGGTCAA AGGTGATGTTCCCATTCAGG
DAGL-a GGGTACCTAATGGCTGCTCA AGGACTGACCATCCAACCTG
NAPE-PLD | GGAGCTTATGAGCCAAGGTG ACTCTCCGTGCTTCAGGATG
FAAH GTTACAGAGTGGAGAGCTGTC | GAGGGTTACTGCAGTCAAAGC
MAGL CATGGAGCTGGGGAACACTG GGAGATGGCACCGCCATGGAG
CB1 AGACCTCCTCTACGTGGGCTCG | GTACAGCGATGGCCAGCTGCTG
CB2 GCAGCCTGCTGCTGACTGCTG | TGCTTTCCAGAGGACATACCC
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b. Traumatismo craneoencefalico
b.1. Homogenizacion del tejido y extraccion de ARN y proteina

Los animales procedentes del experimento #4 fueron sacrificados por dislocacion
cervical 24, 72 horas y dos semanas después de la lesién y se extrajo el cerebro. Se
tomo6 una muestra de tejido (75-100 mg) de la zona de alrededor de la lesion (3-0 mm
desde Bregma) y se congel6 inmediatamente a -80° C hasta su uso. Con este material se
procedio a la extraccion doble de ARN y proteina mediante el método del Trizol (TRI
Reagent® Solution, Ambion), homogenizando las muestras con 1ml de reactivo,
siguiendo las instrucciones del fabricante. La fase acuosa se uso para la extraccion de
ARN vy la fase fendlica para la extraccion proteica. (\Ver pagina 56 para la continuacién

del estudio proteico).
b.2. RT-qPCR:

Una vez extraido el ARN, se obtuvo la primera cadena de ADNC a partir de 2 pg de
ARN utilizando la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Promega, Madison, WI, USA)
y siguiendo las indicaciones del fabricante. Posteriormente se amplificaron 5 pl de
ADNc mediante RT-gPCR (ABI Prism 7500 Sequence Detection System, Applied
Biosystems) con el programa de ciclos recomendado por el fabricante (40 ciclos: 15
segundos a 95° C seguidos de 1 minuto a 60° C). Se empled la enzima polimerasa
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) cuyos primers
fueron disefiados con el programa Primer Express 3.0 de Applied Biosystems y

sintetizados por Invitrogen, segun aparece en la tabla 10.

Tabla 10. Secuencia de los primers utilizados para técnicas de RT-qPCR en ratén.

Gen Forward Reverse

18S 5’-CGCCGCTAGAGGTGAAATTCT-3 5’-CATTCTTGGCAAATGTCTTTCG-3’

AQP4 5’-CCTGATGTGGAGCTCAAACGT-3’ 5’-CCACTTGGCTCCGGTTGT-3’

BACE-1 5’-CAATCAGTCCTTCCGCATCA-3’ 5’-TGTGAGACAGCGAACTTGTAACAG-3’
CB1 5’-TGCTGGTGCTATGTGTCATCCT-3* | 5’-CAAAGCTGTAGACAAAGATGACACTTC-3’
CB2 5’-TGGTCACCACGCTGAGTGA-3’ 5’-CCGCAGGGCGTAAATGATAG-3’

IL-10 5’-CTGGCTCAGCACTGCTATGCT-3’ 5’-ACTGGGAAGTGGGTGCAGTT-3’

TGF-B 5’-AGCTGCGCTTGCAGAGATTAA-3’ 5’-AGCAGCCGGTTACCAAGGTA-3’

TNF-a 5’-GAAAAGCAAGCAGGCAACCA-3 5’-CGGATCATGCTTTCTGTGCTC-3’
Vimentina | 5’-GCTGCAGGCCCAGATTCA-3’ 5’-TTCATACTGCTGGCGCACAT-3’
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Previo al estudio de estos genes, los primers fueron validados para demostrar que su
eficiencia de amplificacion fuera la misma que la del gen de control endégeno (18S). El
andlisis de los datos de la RT-qPCR se hizo segtin el método AACt (User Bulletin 2 P/N
4303859B, Applied Biosystems) y normalizando con el gen de control 18S
(ARNribosomal).

Control del peso corporal

Los animales del experimento #4 se pesaron 24 horas antes de someterse al
modelo de TCE y de nuevo justo en el momento antes del sacrificio para caracterizar su
bienestar y estado fisiologico general. Este parametro tambien puede ser indicativo de la
severidad de la lesion teniendo en cuenta que una pérdida de peso entre 5-10% va
asociado a una lesion moderada, de 10-20% se considera lesion severa y mas del 20%

supone un criterio de punto final, segun la Directiva 2010/63/EU.

Evaluacion del dafio neuroldgico (Neurological Score test)

En los animales de los experimentos #4, #7 y #8 del modelo de TCE se evalué la
recuperacion funcional 24, 72 horas y dos semanas tras la lesion. Este test es una
variacion de otro méas extenso y considera diez parametros esenciales para medir, estos
son faciles de evaluar, objetivos en la interpretacion e independientes de la subjetividad
del investigador, que en todo momento siguié un codigo ciego. La prueba
comportamental se llevo a cabo en una arena circular de plastico (16 cm de alto y 30 cm
de diametro) iluminado 50-50% con luz blanca y con una apertura de salida (2 x 2.5 cm)
que se situaba en el area mas iluminada. EI animal se colocaba inicialmente en la zona
oscura y se le dejaba explorar libremente durante 2 minutos, registrandose los
parametros y puntuaciones detallados en la tabla 11.

Por ultimo, para establecer relaciones del déficit neuroldgico con otros parametros
analizados, se separaron los datos de este test comportamental en dos grupos: Bajo/Alto
déficit. Aquellos animales cuya puntuacion fuera igual o mayor que 5 se colocaron en el
grupo de bajo déficit y si era menor de 5, se pusieron en el grupo de alto déficit ya que
“5” es la puntuacién minima que un animal puede obtener en este test comportamental

incluso si no sale del circulo.
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Tabla 11. Pardmetros estudiados en la prueba de “Neurological Score”, descripcion y
puntuacion.

Tarea Descripcion Puntos
Salida Salida del circulo en menos de 2min. El animal ejecuta | 3 puntos
del circulo tareas de evaluacion de riesgo (cabeceo y estiramientos)

alrededor de la apertura.
Salida del circulo en mas de 2min. El animal ejecuta tareas | 2 puntos
de evaluacidn de riesgo (cabeceo y estiramientos) alrededor
de la apertura.

Salida del circulo en menos de 2min. El animal no ejecuta | 1 punto
tareas de evaluacion de riesgo (cabeceo y estiramientos)
alrededor de la apertura.

El animal no sale del circulo ni ejecuta tareas de evaluacion | 0 puntos
de riesgo (cabeceo y estiramientos) alrededor de la apertura.

Parametro Descripcion Si/ No

Alerta Reaccion ante los estimulos, vigilancia. Ojos y orejas alerta. | 1/0

Postura Las cuatro patas apoyadas en la jaula. Sin signos de dolor | 1/0
(encorvamiento, piloereccion...).

Exploracion Olfatea, explora vertical y horizontalmente. 1/0

Blefaroptosis | Caida del parpado superior. 0/1

Estereotipias | Presencia de comportamientos repetitivos o maladaptativos. | 0/ 1

Medida de la formacion de edema cerebral

En el experimento #7 el edema cerebral se evaluo en el hemisferio ipsilateral a la
lesion mientras que en el experimento #4 se hizo en el contralateral puesto que en este
disefio experimental se us6 el hemisferio ipsilateral para la valoracion de parametros
bioquimicos. En todos los casos, los animales fueron sacrificados por dislocacion
cervical y se extrajo rapidamente el cerebro del que se tomé una muestra (75-100 mg)
del hemisferio correspondiente segun el disefio (3-0 mm de Bregma). Inmediatamente
se peso el tejido fresco y se mantuvo a 100° C durante 24 horas. Después se pesé de
nuevo para obtener el peso seco y la cantidad de edema cerebral se calculd segin la

siguiente férmula:

% H,0 = [(Pf— Ps)/ Pf] x 100
Pf: peso fresco

Ps: peso seco
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Valoracion de la expresion de proteina por Western Blot

Tras la extraccion proteica, se afiadio tampdn de lisis (Tris-HCI 25 mM pH 6.8,
con 2% de SDS, 10% de glicerol, DTT 100 mM y azul de bromofenol) y se hirvieron
durante 5 minutos. Las proteinas solubilizadas (30 pg) se resolvieron en geles de
acrilamida/bis-acrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE 8-10%), a 100
V a temperatura ambiente y posteriormente se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa de 0.2 pum (Trans-Blot, Bio-Rad) mediante un sistema de transferencia
semi-seca a 25 V, 1.0 A y 30 minutos (Trans-Blot Turbo Transfer System, Bio-Rad).
Tras esto, las membranas fueron bloqueadas con BSA 5% (p/v) en TTBS (138 mM
NaCl, 25 mM Tris, pH 8.0, y 0.1% (p/v) Tween-20) a temperatura ambiente durante 3
horas. Después se incubaron toda la noche a 4° C con los anticuerpos primarios diluidos

en la misma solucidn de bloqueo. Las concentraciones se detallan en la tabla 12.

Tabla 12. Anticuerpos utilizados para técnicas de western blot.

Primario Dilucion | Casa

Policlonal conejo anti-CB1 1:1000 Frontier Institute
Policlonal cabra anti-CB2 1:1000 Santa Cruz
Policlonal conejo anti-AQP4 1:1000 Sigma
Policlonal conejo anti-Vimentina | 1:1000 Sigma
Monoclonal raton anti-f actina 1:4000 Sigma

Después las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario diluido en TTBS
durante 90 minutos a temperatura ambiente. El revelado de la reaccidn se hizo con ECL
quimioluminiscente (Amersham). El densitometrado de las bandas correspondientes se
Ilevd a cabo con el programa Quantity One Bio-Rad y los datos se normalizaron con [3
actina como control de carga y se representaron como porcentajes relativos al grupo

control.

Espectrometria de masas (LC-MS/MS)

Se evaluaron los niveles de endocannabinoides para los experimentos #5 y #6
mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-
MS/MS). Para ello se tomaron muestras de cerebro (75-100 mg) de la zona circundante
a la lesion penetrante y a la lesién cerrada asi como del hemisferio contralateral.
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Las muestras se lisaron y homogenizaron y se procedio a la extraccion lipidica en una
mezcla de reactivos deuterados que contenia 100 pg/ml de anandamida (AEA) y 2-
araquidonoil glicerol (2-AG) diluidos en acetonitrilo 100%. Las muestras se
centrifugaron 15 minutos a 14000 rpm y se conservo el supernadante que fue evaporado
2 horas a 50 ° C. Tras esto, se hicieron diluciones seriadas 1:4 en acetonitrilo y se
afiadié solucion madre no deuterada que contenia 0.5 pg/ml de AEA y 5 pg/ml de 2-AG
para hacer una curva de 11 puntos. Se liofilizaron las muestras siguiendo el mismo
protocolo anterior y se reconstituyeron en acetonitrilo 65% para proceder a su analisis.
Las muestras reconstituidas se transfirieron al sistema Agilent 1100 HPLC acoplado a
un triple cuadruple espectrometro de masas 6460 (Agilent Technologies, UK). Las
columnas empleadas para la cromatogrfia fueron Zorbax® C18 (150 x 0.5 mm de
diametro interno); la fase movil consistia en un gradiente de HPLC de H,O con acido
férmico 0.1% vy acetonitrilo con acido formico 0.1% y se us6 un flujo mantenido de
12pl/min. Los picos obtenidos se analizaron con el programa informatico MassHunter

(Agilent Technologies, UK).

Valoracion de niveles de leptina en plasma por ELISA

Se estudiaron los niveles de leptina plasmatica en los animales del experimento
#8 mediante la técnica de inmunoensayo ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay). La sangre se obtuvo del tronco mediante exanguinacion y se recogié en tubos
heparinizados. Después se centrifugaron 15 minutos, a 3000 rpm y 4° C para obtener el
plasma que se analiz6 con el kit B-Bridge Mouse/Rat Leptin ELISA, siguiendo las
recomendaciones de uso del fabricante.
El plasma se diluyo 1:5 y se cargd en placas de 96 pocillos por duplicado junto con los
controles de calidad y la curva patrén. Las incubaciones con el anticuerpo primario
(monoclonal de raton anti-leptina), anticuerpo secundario (policlonal de ratén anti-
monoclonal de ratén para leptina) y la solucion estreptoavidina-HRP conjugado se
realizaron a temperatura ambiente y en agitacion (300 rpm). Por ultimo se incubd
durante 10 minutos con el sustrato de peroxidasa tetrametilbenzidina (TMB), se paro la
reaccion con la solucién Stop del kit y se procedio a la lectura de absorbancias a 450 nm
(Thermo Scientific, Multiskan Fc Software). La sensibilidad del kit es 0.5 ng/ml y
presenta unos coeficientes de variacion de 6.5% inter-ensayo y 3.7% intra-ensayo.
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Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con el paquete informatico SPSS, version
19-21 y los datos se representaron en las gréficas como las medias + el error estandar de
la media (EEM). EI tamafio muestral se detalla en las graficas para cada uno de los

diferentes experimentos.

Previo a la aplicacion de cualquier test estadistico se comprobé la asuncion de los
supuestos de normalidad llevando a cabo el test de Kolmogoérov-Smirnov con la
correccion del test de Lilliefors. Si los datos eran normales y se queria hacer la
comparacion de medias de tres 0 mas grupos, se us6 ANOVA de una, dos o tres vias
dependiendo del disefio experimental. Tras esto, se comprobo la homocedasticidad de
los datos mediante el test de Levene. Cuando los datos eran homocedésticos, se
continuaba con el test de Bonferroni como post-hoc 0 en caso contrario, se empleaba
Games-Howell. Si los datos no eran normales, se transformaron con el logaritmo
natural, si aun asi, no cumplian el supuesto de normalidad, se analizaron con tests no-
paramétricos. Primero Kruskal-Wallis seguido de U-Mann Whitney. Cuando era
necesaria la comparacion de Unicamente dos medias, se empled t-Student. Todos los

analisis se realizaron con un nivel de significacion p< 0.05.

Para las correlaciones, todos los datos fueron unificados para su andlisis con el test de
Spearman para identificar correlaciones bivariantes seguido de un andlisis de regresion

linear para hallar la ecuacion de la misma con un nivel de significacion p< 0.05.
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Resultados

Experimento #1: Implicacién de los receptores cannabinoides CB1 y

CB2 en los efectos neuroprotectores del estradiol.

Se realizaron lesiones corticales penetrantes en ratas Wistar macho adultas a las
que se administraron tratamientos de estradiol (1 mg/kg); AM251, antagonista del
receptor CB1 (1 mg/kg); AM630, antagonista del receptor CB2 (1 mg/kg) y sus
combinaciones, segun se detalla en el disefio experimental (pagina 39). Por técnicas
inmunohistoquimicas se valoré el numero de células y la densidad de superficie
marcada con GFAP como marcador de astrocitos totales y vimentina como marcador de
astrocitos reactivos. Ademas, en un segundo bloque del experimento, se evaluaron los
cambios en los niveles de ARNm de las enzimas cannabinoides monoacilglicerol lipasa
(MAGL) y N-acil fosfatidiletanolamina-fosfolipasa D especifica (NAPE-PLD) y del
receptor cannabinoide CB2 por RT-PCR en animales intactos y lesionados y tratados

con estradiol.

A GEAP B Vimentina

40000 300004

—
(3]
30000 4 é

200004

20000 4

100004
10000+ %
0

Células por mm?

Células por mm
*

0 T T T T N > N Vv N Vv
S » <& P &
0\30\ 6\0\ @f]f)\/ ,\;Q/’lz @650 Q’Qj’ 00& e\@b v@’l« rﬁ?w v@b Q)Q,Q
00 Q/éé v @'f? s @‘bﬁ) < VS§ S
? ¥
C GEAP D Vimentina
150+ 1501
) o)
2 °
o} [}
S 1004 S 1004
2] n
) @
=] ©
=] e
S 504 S 501 *
2 2
5 5
a e %
C C L] L] L] L]
éo\ &o\ ,f?\/ <& & &
& I A R
13 8 v v ®
v s s

Figura 7. Resultados cuantitativos en el hemisferio lesionado del numero de células
inmunorreactivas (A y B) y para la densidad de superficie (C y D) de GFAP y
Vimentina, respectivamente. Control, intacto; Estradiol, lesion+estradiol; AMZ251,
lesion+antagonista CB1; AMZ251-E2, lesion+antagonista CB1l+estradiol; AMG630,
+antagonista CB2; AM630-E2, lesién+antagonista CB2+estradiol (p<0.05).
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En la figura 7 se muestra como el tratamiento con estradiol disminuyé de forma
significativa el nimero de células por mm® reactivas para GFAP (figura 7A) y
vimentina (figura 7B) asi como la densidad de superficie para ambos marcadores en el
hemisferio lesionado (figuras 7C y D, respectivamente). En todas las mediciones con
ambos anticuerpos se observé que el estradiol perdia su efecto antigliotico cuando se
administraba de forma conjunta con cualquiera de los dos antagonistas cannabinoides,

como se observa en las micrografias y los detalles de las figuras 8, 9 y 10.

Figura 8. Micrografias representativas del hemisferio lesionado marcados con vimentina
tras la administracion de los vehiculos (A), estradiol (B), estradiol+antagonista CB1 (C)
y estradiol+antagonista CB2 (D). Los asteriscos indican el borde de la lesion. Los
recuadros muestran detalles de las células marcadas con vimentina a gran aumento. Las
lineas discontinuas delimitan las regiones de la corteza cerebral proximas a la lesion en
las que se evalud el nimero de células inmunorreactivas (Zona 1) y la densidad de
superficie (Zona Il). Las barras de escala representan 200 um en las figuras principales
y 50 um en los recuadros.
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Figura 9. Micrografias representativas del hemisferio lesionado marcados con GFAP
tras la administracion de los vehiculos (A, E), estradiol (B, F), estradiol+antagonista
CB1 (C, G) y estradiol+antagonista CB2 (D, H). Las regiones remarcadas en los paneles
E-H se muestran a gran aumento en la figura 10. Las lineas discontinuas limitan las tres
zonas en las cuales se evalu6 el numero de células inmunorreactivas para GFAP. Los
asteriscos indican el borde de la lesion. Las barras de escala representan 600 um para
los paneles A-D y 350 pm para los paneles E-H.

-

Figura 10. Detalle de las células inmunorreactivas para GFAP en la proximidad del

borde de la lesion (la localizacion esta indicada en la figura 9). (A) Vehiculos, (B)
Estradiol, (C) Estradiol+antagonista CB1, (D) Estradiol+antagonista CB2. Los
asteriscos indican el borde de la lesion. La barra de escala representa 100 pm.
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Los niveles de expresion de ARNm de las enzimas de degradacion de
endocannabinoides también se vieron afectados por la lesion penetrante, como se
muestra en la figura 11. MAGL y NAPE-PLD disminuyeron significativamente tras la
lesion mientras que el tratamiento con estradiol tras la lesion revirtio esta disminucion.
En el caso de los niveles de ARNm del receptor CB2 se observo un aumento
significativo de su expresion en todos los grupos en comparacion con el grupo control
(animales intactos y tratados con vehiculos). Los animales lesionados tratados con
estradiol presentaron un aumento del ARNm de CB2 muy marcado, alcanzando niveles

significativamente diferentes a los del resto de grupos experimentales.
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Figura 11. Efectos de la lesion penetrante en presencia y ausencia de estradiol (E2)
sobre los niveles de expresion de ARNm de las enzimas (A) monoacilglicerol lipasa
(MAGL), (B) N-acil fosfatidiletanolamina-fosfolipasa D especifica (NAPE-PLD) y (C)
del receptor cannabinoide (CB2) en el hemisferio ipsilateral a la lesion. Control, intacto;
E2, intacto+estradiol; Lesion, lesién+vehiculo; Lesion+E2, lesion+estradiol. *,
diferencia significativa respecto al grupo control; #, diferencia significativa respecto al
grupo Lesion+E2 (p<0.05).
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Experimento #2: Implicacion de las enzimas endocannabinoides

MAGL y FAAH en los efectos neuroprotectores del estradiol.

Tras los primeros resultados obtenidos en el experimento #1 y viendo que los
niveles de ARNm de enzimas y de receptores cannabinoides se veian afectados por la
lesion penetrante, se procedié a realizar un protocolo de lesiones similar, combinando el
tratamiento de estradiol (1 mg/kg) con inhibidores de las principales enzimas
cannabinoides: la hidrolasa de amidas y &cidos grasos (FAAH) con el compuesto
URB597 (1 mg/kg) y la monoacilglicerol lipasa (MAGL) con araquidonoil serotonina
(AA-5HT) (1 mg/kg) como se detalla en el disefio experimental (pagina 39). Por
técnicas inmunohistoquimicas se valord el nimero de células inmunoreactivas para
GFAP como marcador del ndmero de astrocitos totales y de vimentina para los

astrocitos reactivos, como se representa en la figura 12

Los resultados obtenidos replicaron los experimentos anteriores, mostrando cémo el
estradiol disminuy6 significativamente el nimero de células inmunorreactivas para
GFAP y vimentina. Sin embargo, no hubo diferencias significativas en el co-tratamiento

con ninguno de los dos inhibidores de las enzimas cannabinoides.
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Figura 12. Resultados cuantitativos del nimero de células inmunorreactivas para GFAP
(A) y Vimentina (B) en el hemisferio lesionado. *, diferencia significativa respecto al
grupo control (p<0.05).
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Experimento #3: Efecto de la lesion penetrante en presencia y ausencia

de estradiol o letrozol sobre los niveles de endocannabinoides.

Puesto que los resultados del experimento #2 sugerian que la posible interaccion
del estradiol con el sistema endocannabinoide no era a través de las enzimas de
degradacion MAGL o FAAH, se planted el experimento #3 para ver si los niveles de
endocannabinoides en cerebro se veian afectados por una lesion penetrante y por la
sintesis de estradiol. Para ello se us6 el mismo modelo de lesion penetrante en ratas
Wistar macho adultas y se trataron con estradiol (1 mg/kg) y letrozol (0.5 mg/kg), un
inhibidor de la aromatasa que bloquea la conversion de testosterona a estradiol, como se
explica en el disefio experimental (pagina 40).
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Figura 13. Efecto de la lesion penetrante en presencia y ausencia de estradiol sobre los
niveles de endocannabinoides tras una lesion cortical penetrante en ratas Wistar macho
adultas. VVh, Vehiculo; E2, Estradiol; C, contralateral; I, ipsilateral. Anandamida, AEA
(A); 2-araquidonoil glicerol, 2-AG (B); palmitoiletanolamina, PEA (C) vy

oleoiletanolamina, OEA (D). *, diferencia significativa respecto a su grupo contralateral
(p<0.05).
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La lesion penetrante indujo cambios en los niveles de todos los endocannabinoides
medidos en el hemisferio ipsilateral a la lesion pero ninguno de ellos se vio modificado
por el tratamiento con estradiol. Los niveles de anandamida (AEA) disminuyeron
mientras que 2-Araquidonoil glicerol (2-AG), palmitoiletanolamina (PEA) vy

oleoiletanolamina (OEA) aumentaron significativamente con respecto al hemisferio
contralateral (figura 13).

Respecto al tratamiento con letrozol, inhibidor de la aromatasa, se obtuvieron resultados
muy similares a los observados con el tratamiento con estradiol, como se muestra en la
figura 14. La lesion penetrante indujo cambios en los niveles de endocannabinoides que
no fueron alterados por el tratamiento con letrozol. Los niveles de AEA disminuyeron

mientras que 2-AG y PEA aumentaron significativamente en comparacion con el
hemisferio contralateral.
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Figura 14. Efecto de la lesion penetrante en presencia y ausencia de letrozol sobre los
niveles de endocannabinoides tras una lesion cortical penetrante en ratas Wistar macho
adultas. VVh, Vehiculo; LTZ, Letrozol; C, contralateral; I, ipsilateral. Anandamida, AEA
(A); 2-araquidonoil glicerol, 2-AG (B); palmitoiletanolamina, PEA (C) vy

oleoiletanolamina, OEA (D). *, diferencia significativa respecto a su grupo contralateral
(p<0.05).
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Al analizar estos mismos datos comparando ambos tratamientos en la misma grafica
(figura 15), se observé que no existen diferencias entre la administracion de estradiol y
letrozol, indicando que la interaccion del sistema endocannabinoide con el estradiol
tampoco cursa a través de la regulacion de la sintesis de estradiol.

A Anandamida (AEA)

B 2-Araquinodoil glicerol (2-AG)

25000
*
<

N OO AN
SN P g%
AN

0.059
20000 - |

*
‘@ 15000
- DI
0+

O N O o
& 7

pmol/g tejido
=
o
o
o
o

pmol/g tejido

v

Estradiol Letrozol Estradiol Letrozol

c Palmitoiletanolamina (PEA)

D Oleoiletanolamina (OEA)
500

2501

0.065

400 =

*

200 0.071

S 7 S 7 g
T 300 / T 150 7
E 2 E 7
S 200- / S 100- %
3 7 3 Z
100+ / 504 /
1 N 7

$p&9®p@> @p&i§9¢> $9&9@9@> ypxﬁﬂpéﬁ
Estradiol Letrozol Estradiol Letrozol

Figura 15. Efecto de la lesion penetrante en presencia y ausencia de estradiol o letrozol
sobre los niveles de endocannabinoides tras una lesion cortical penetrante en ratas
Wistar macho adultas. Vh, Vehiculos; E2, Estradiol; LTZ, Letrozol; C, contralateral; I,
ipsilateral. ~ Anandamida, AEA (A); 2-araquidonoil glicerol, 2-AG (B);
palmitoiletanolamina, PEA (C) y oleoiletanolamina, OEA (D). *, diferencia
significativa respecto a su grupo contralateral (p<0.05).

En conjunto, los experimentos #1, 2 y 3 con el modelo de lesion penetrante en ratas
Wistar macho adultas sugieren que la interaccion del sistema endocannabinoide con el
estradiol no se debe a la actividad de las enzimas endocannabinoides de degradacion ni
a modificaciones en los niveles de endocannabinoides en cerebro, asi como tampoco
estd relacionado con modificaciones debidas a la sintesis de estradiol sino que parece

que la interaccion de estos dos sistemas es a través de los receptores CB1 y CB2.
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Experimento #4: Perfil temporal de cambios moleculares vy
correlaciones con dafio neurolégico y edema tras un traumatismo

craneoencefalico (24h-2semanas).

La segunda parte de esta Tesis Doctoral (experimentos #4-8) se centr6 en un
modelo de lesion cerrada en ratdn que nos permitiera analizar los efectos de los
traumatismos craneoencefalicos (TCE) que son mas cercanos a la realidad clinica. Se
realizaron TCE con el modelo de caida libre de peso en ratones macho de la cepa CD1,
segun se detalla en el disefio experimental (pagina 40). A pesar de ser un modelo
ampliamente utilizado, ain hay muchos pardmetros que no han sido caracterizados a
medio y largo plazo por lo que se plante6 el estudio de un perfil temporal mas amplio,
cubriendo desde las 24 horas hasta las dos semanas después de la lesidn. Se estudiaron
por técnicas moleculares los cambios en sistema endocannabinoide (receptores CB1 y
CB2), proteinas de barrera hematoencefalica (AQP4) y marcadores de neuroinflamacion

(vimentina).

Inicialmente se usaron 45 machos de los cuales 20 fueron lesionados. En los 5 primeros
minutos después del TCE se observo una tasa de mortalidad de 10.53% que es

comparable a la obtenida en otros estudios que han empleado este modelo.

Se estudié el porcentaje de cambio de peso (figura 16A). Los animales control
mostraron una curva de crecimiento normal, acorde con su edad. En los lesionados se
observo una disminucion significativa con respecto a los controles que se mantuvo hasta
72 horas despues de la lesion aunque también presentaron un aumento progresivo del

peso segun su edad.

El porcentaje de agua en tejido cerebral estd representado en la figura 16B. La
formacion de edema aument6 a las 24 y 72 horas después del TCE y se recuperaron los
niveles de los animales control a las dos semanas tras la lesion. Se observo el mismo
patrén de cambios en el test neurologico (figura 16C) en el que se vio una disminucién
significativa de la puntuacion obtenida a las 24 y 72 horas tras el TCE. Por ultimo, los
resultados del porcentaje de edema fueron separados en dos grupos dependiendo de su
puntuacion en el test neurologico: Bajo/Alto déficit (figura 16D). Se observo que los
animales con alto déficit neuroldgico eran aquellos que presentaban un porcentaje mas

elevado de edema cerebral.
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Figura 16. Efectos del traumatismo craneoencefalico sobre el peso corporal, formacion
de edema y dafio neuroldgico a las 24, 72 horas y dos semanas tras el traumatismo. A)
Porcentaje de cambio de peso. B) Edema cerebral. C) Déficit neuroldgico. D) Edema
cerebral en los animales clasificados segun su déficit neurolégico. Los histogramas se
representan + EEM. * p< 0.05 frente al grupo control del mismo tiempo; # p<0.05
frente al grupo de dos semanas del mismo tratamiento.

Los datos relativos a los cambios observados en el receptor CB1 se muestran en la
figura 17. Después del TCE los niveles de ARNm y de proteina disminuyeron de forma
significativa hasta 72 horas tras el TCE y después recuperaron valores equivalentes a los
animales control (figuras 17A y D). Tanto los niveles de expresion de ARNm como los
de proteina mostraron una correlacion negativa con el porcentaje de formacion de
edema (figuras 17B y E) y también se observo una relacion con el déficit neurologico
(figuras 17C y F) siendo los animales con alto déficit los que presentaban menores

niveles de receptor CBL1.
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Figura 17. Efectos del traumatismo craneoencefalico sobre los niveles de expresion de
ARNmM vy proteina del receptor CB1 a las 24, 72 horas y dos semanas tras el
traumatismo. A) Niveles de ARNm de CB1. B) Analisis de correlacion entre edema y
niveles de ARNm de CB1. C) Niveles de ARNm de CBL1 clasificados de acuerdo con el
déficit neuroldgico. D) Niveles de proteina de CB1. E) Analisis de correlacion entre
edema y niveles de proteina de CB1. F) Niveles de proteina de CB1 clasificados de
acuerdo con el déficit neurolégico. Los histogramas se representan + EEM. * p< 0.05
frente al grupo control del mismo tiempo.

Con respecto al receptor CB2, los resultados se recogen en la figura 18. Los niveles de
ARNmM aumentaron progresivamente hasta dos semanas después del TCE (figura 18A)
mientras que este aumento en la expresion de proteina solo se observo 24 horas tras la
lesion (figura 18D). En ninguno de los casos se pudo establecer una correlacion con la
formacion de edema (figuras 18B y E) pero si se vio una relacién de los niveles de CB2
y el déficit neuroldgico: los animales con alto déficit, mostraban una mayor expresion
de CB2 (figuras 18C y F).

71



Resultados

A CB2 ARNm D CB2 proteina
200+

@
)

= Control
E Lesion

33 Control

ER Lesion
1504

*
*
*
1004
*4 .
J:L' .
N LI ]
24h 24h 72h

72h 2 semanas

IS
1

(]
1

Expresion ARNm
(Relativo al Control 24h)
o

Expresion relativa CB2

o
1

T
2 semanas

CB2 e B s S0 'p45KDa
B actina s A S S - <2\ Da

Edema / CB2 ARNm E Edema / CB2 proteina

-]
-
o
-]
a
(]

-]
ry
o

80.5 —__.;:L—".‘r/
e Ld -
80.0 - e o ®
®*e o ®* L]

% contenido agua
-] -]
s s
(=] %]
i
[ ]
L
[ ]
»
0
[ ]
% contenido agua

~
»
2]

N
v
o

T T T 1 79.0 T T 1
1] 2 4 6 8 50 100 150 200
CB2 ARNm Expresion relativa CB2

[¢]

Darfo Neurolaogico / CB2 ARNm
4 150+ *

-

Dario Neurologico / CB2 proteina

*

100

50

Expresion ARNm
(Relativo al Control 24h)
~N
1
Expresion relativa CB2

T T
Bajo déficit Alto déficit Bajo déficit Alto déficit

Figura 18. Efectos del traumatismo craneoencefalico sobre los niveles de expresion de
ARNmM vy proteina del receptor CB2 a las 24, 72 horas y dos semanas tras el
traumatismo. A) Niveles de ARNm de CB2. B) Analisis de correlacion entre edema y
niveles de ARNm de CB2. C) Niveles de ARNm de CB2 clasificados de acuerdo con el
déficit neuroldgico. D) Niveles de proteina de CB2. E) Analisis de correlacion entre
edema y niveles de proteina de CB2. F) Niveles de proteina de CB2 clasificados de
acuerdo con el déficit neurolégico. Los histogramas se representan + EEM. * p< 0.05
frente al grupo control del mismo tiempo; # p<0.05 frente al grupo de dos semanas del
mismo tratamiento.

El perfil temporal de la AQP4 se representa en la figura 19. Los niveles de ARNm
aumentaron 24 horas después de la lesion (figura 19A) y este aumento se mantuvo hasta
las 72 horas en el caso de la expresiéon de proteina (figura 19D). En ambos casos, se
observé una correlaciéon positiva con la formacién de edema (figuras 19B y E) y una
relacién con el déficit neurologico, mostrando mayor deficit los animales con unos
niveles mas altos de AQP4 (figuras 19C y F).
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Figura 19. Efectos del traumatismo craneoencefalico sobre los niveles de expresion de
ARNmM vy proteina del receptor AQP4 a las 24, 72 horas y dos semanas tras el
traumatismo. A) Niveles de ARNm de AQP4. B) Analisis de correlacién entre edema y
niveles de ARNm de AQP4. C) Niveles de ARNm de AQP4 clasificados de acuerdo
con el déficit neuroldgico. D) Niveles de proteina de AQP4. E) Analisis de correlacién
entre edema y niveles de proteina de AQP4. F) Niveles de proteina de AQP4
clasificados de acuerdo con el déficit neuroldgico. Los histogramas se representan +
EEM. * p< 0.05 frente al grupo control del mismo tiempo.

Por ultimo, en la figura 20 se representan los cambios relativos a vimentina. Los niveles
de expresion de ARNm (figura 20A) asi como los de proteina (figura 20D) aumentaron
significativamente hasta 72 horas después del TCE. En ambos pardmetros se observo
una correlacion positiva con la formacion de edema (figuras 20B y E) y una relacion
con el déficit conductual, de forma que los animales con alto déficit neuroldgico

presentaban niveles mas altos de vimentina (figuras 20C y E).
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Figura 20. Efectos del traumatismo craneoencefalico sobre los niveles de expresion de
ARNmM y proteina del receptor vimentina a las 24, 72 horas y dos semanas tras el
traumatismo. A) Niveles de ARNm de vimentina. B) Analisis de correlacion entre
edema y niveles de ARNm de vimentina. C) Niveles de ARNm de vimentina
clasificados de acuerdo con el déficit neurologico. D) Niveles de proteina de vimentina.
E) Analisis de correlacion entre edema y niveles de proteina de vimentina. F) Niveles de
proteina de vimentina clasificados de acuerdo con el déficit neuroldgico. Los
histogramas se representan + EEM. * p< 0.05 frente al grupo control del mismo tiempo.

Experimento #5: Perfil temporal (3-48 horas) de los niveles de

endocannabinoides tras un traumatismo craneoencefalico.

Puesto que el experimento #4 indicaba que algunos de los componentes del SEC
se veian modificados tras un TCE y viendo que los mayores cambios se producian 24
horas tras la lesion, se analizaron mediante espectrometria de masas (LC-MS/MS) las
variaciones en los niveles cerebrales de endocannabinoides (ECB) en tiempos mas
cortos, abarcando la ventana temporal de 3-48 horas tras la lesion, como se detalla en el
disefio experimental (pagina 40). En la figura 21 se observa que la AEA, PEA y OEA
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aumentaron de forma significativa a las 6 horas tras la lesion con respecto al tiempo de
3 horas, manteniéndose estas dos Ultimas elevadas hasta 24 horas tras el traumatismo. 2-
AG no vario de forma significativa después del TCE.
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Figura 21. Perfil temporal de los niveles de endocannabinoides tras un traumatismo
craneoencefalico. Anandamida, AEA (A); 2-araquidonoil glicerol, 2-AG (B);
palmitoiletanolamina, PEA (C) y oleoiletanolamina, OEA (D). La linea roja indica los
niveles de endocannabinoides de los animales intactos. *, diferencia significativa
respecto al grupo lesionado 3h; # versus grupo lesionado 6h (p<0.05).

Experimento #6: Efecto de la minociclina sobre los niveles de

endocannabinoides después de un traumatismo craneoencefalico.

Los resultados del experimento #5 indicaban que el tiempo de 6 horas tras la
lesion era donde se observaban mayores cambios en los niveles de ECB por lo que se
selecciond este tiempo para estudiar como afectaba la accion de un compuesto
neuroprotector (Minociclina, 90mg/kg inmediatamente después de la lesion y 45mg/kg,
3 horas tras la lesion) a los niveles de ECB, segun se detalla en el disefio experimental
(pagina 41). Los resultados obtenidos por espectrometria de masas se recogen en la
figura 22, en la que se muestra que la minociclina no tiene efecto per se en animales
intactos excepto en los niveles de 2-AG, que se vieron disminuidos. En animales

lesionados, la minociclina disminuyo significativamente los niveles de AEA, PEA y
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OEA (figura 22A, C y D respectivamente) mientras que los niveles de 2-AG no se
modificaron (figura 22B).
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Figura 22. Efectos de la minociclina sobre los niveles de endocannabinoides 6 horas
después de un traumatismo craneoencefalico (TCE). Anandamida, AEA (A); 2-
araquidonoil glicerol, 2-AG (B); palmitoiletanolamina, PEA (C) y oleoiletanolamina,
OEA (D). *, diferencia significativa respecto a Lesion-Vh; # versus Intacto-Mino; $
versus Control-Vh (p<0.05).

Experimento #7: Implicacion de los receptores endocannabinoides CB1
y CB2 en los efectos neuroprotectores de la minociclina tras un
traumatismo craneoencefalico.

Los resultados del experimento #6 sugirieron que también existe algin tipo de
interaccidn entre la minociclina y el SEC, al menos 6 horas después del TCE. El perfil
temporal del experimento #5 mostré como los niveles de ECB se van modificando en
tiempos cortos (3 y 6 horas tras la lesion) y que a 24 horas se recuperan los niveles
basales de los animales intactos. Por ello, se decidié realizar este experimento acerca de
la posible implicacion de los receptores de cannabinoides en el efecto de la minociclina,

24 horas después de la lesion. Se realizaron TCE con el modelo de caida libre de peso
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en ratones macho de la cepa CD1 como se explica en el disefio experimental (pagina
41). Se evalu6 la formacién de edema, el dafio neuroldgico y mediante técnicas
inmunohistoquimicas se analizaron el numero de células de microglia Iba-1 +, su
reactividad segun la morfologia y el dafio axonal difuso (DAD) mediante el marcador f3-
APP.

El TCE indujo la formacion de edema en el hemisferio ipsilateral y el tratamiento con
minociclina lo redujo de forma significativa. Los antagonistas cannabinoides de los
receptores CB1 y CB2 no tuvieron efecto por si solos pero bloquearon el efecto
protector de la minociclina cuando se administraron conjuntamente (figura 23A). El
TCE también indujo dafio neurologico, como se observa en la figura 23B y éste fue
revertido por el tratamiento con minociclina. Los antagonistas no tuvieron efectos per se

pero bloquearon el efecto neuroprotector de la minociclina sobre el dafio neuroldgico.
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Figura 23. Efectos del traumatismo craneoencefalico (TCE), minociclina y antagonistas
de los receptores cannabinoides sobre la formacién de edema (A) y el dafio neuroldgico
(B) 24 horas después del TCE. Los histogramas representan la media + EEM del
porcentaje de contenido de agua y la puntuacién del test neuroldgico. Control, animales
intactos; Vh, lesionados-vehiculos; AM251, lesionado-AM251; AMG630, lesionado-
AMG630; Mino, minociclina; AM251-Mino, lesionado-AM?251-Minociclina; AM630-
Mino, lesionado-AMG630-Minociclina. *, diferencia significativa respecto al grupo
control; #, diferencia significativa respecto al grupo Mino (p<0.05).

Posteriormente se estudid el efecto de la lesion, la minociclina y los antagonistas de
receptores CB1 y CB2 sobre la microglia, tanto en nimero de células Iba-1 + como en
su reactividad a través de la clasificacion de su morfologia. En la figura 24 se muestra

que la lesion indujo un aumento en el numero de células Iba-1 + en la zona proxima a la
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lesion que fue reducido de forma significativa por la minociclina en el grupo lesionado.
Los antagonistas no tuvieron efecto ni administrados por separado ni de forma conjunta

con la minociclina.
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Figura 24. Efectos del traumatismo craneoencefalico, minociclina y antagonistas de los
receptores cannabinoides sobre el numero de células Iba-1 + en el area circundante a la
lesion 24 horas después del traumatismo. (A) Control, animales intactos; (B) Vh,
lesionados-vehiculos; (C) Mino, lesionados-minociclina; (D) Resultados cuantitativos
del nimero de células inmunorreactivas para Iba-1. El histograma representa la media +
EEM. Control, animales intactos; Vh, lesionados-vehiculos; AM251, lesionados-
AM251; AM630, lesionados-AM630; Mino, lesionados-minociclina; AM251-Mino,
lesionados-AM251-minociclina; AM630-Mino, lesionados-AM630-minociclina.  *,
diferencia significativa respecto al grupo control; #, diferencia significativa respecto al
grupo Mino (p<0.05).

Para profundizar en el estudio de los cambios en microglia, se procedio al analisis de su
reactividad mediante la clasificacion en los cinco morfotipos que se detallan en la
seccién de Material y Métodos (figura 6, pagina 51). En la figura 25 se muestra que el
traumatismo produjo un aumento del porcentaje de células con fenotipo reactivo en la
zona proxima a la lesion y que el tratamiento con minociclina lo redujo de forma
significativa. El tratamiento por separado con los antagonistas cannabinoides no mostro
efectos significativos pero, en combinacién con minociclina, bloquearon sus efectos de

inhibicién de la activacién microglial.

78



Reachwdad microglial
*#

T

TS ,ss" o

_vv
TCE

% microglia reactiva

Figura 25. Efectos del traumatismo craneoencefalico, minociclina y antagonistas de los
receptores cannabinoides sobre el porcentaje de microglia reactiva en el area
circundante a la lesion 24 horas despues del traumatismo. (A) Control, animales
intactos; (B) Vh, lesionados-vehiculos; (C) Mino, lesionados-minociclina; (D) AM251-
Mino, lesionados-AM251-minociclina; (E) AM630-Mino, lesionados-AM630-Mino;
(F) Resultados cuantitativos del porcentaje de microglia reactiva. El histograma
representa la media + EEM. Control, animales intactos; Vh, lesionados-vehiculos;
AM251, lesionados-AM251; AMG630, lesionados-AM630; Mino, lesionados-
minociclina; AM251-Mino, lesionados-AM251-minociclina; AM630-Mino, lesionados-
AMG630-minociclina.*, diferencia significativa respecto al grupo control; #, diferencia
significativa respecto al grupo Mino (p<0.05).
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Figura 26. Efectos del traumatismo craneoencefalico, minociclina y antagonistas de los
receptores cannabinoides sobre el porcentaje de microglia reactiva en la zona
interhemisférica del cuerpo calloso 24 horas despues del traumatismo. (A) Control,
animales intactos; (B) Vh, lesionados-vehiculos; (C) Mino, lesionados-minociclina; (D)
AM251-Mino, lesionados-AM251-minaociclina; (E) AM630-Mino, lesionados-AM630-
Mino; (F) Resultados cuantitativos del porcentaje de microglia reactiva en IH. El
histograma representa la media + EEM. Control, animales intactos; Vh, lesionados-
vehiculos; AM251, lesionados-AM251; AM630, lesionados-AM630; Mino, lesionados-
minociclina; AM251-Mino, lesionados-AM251-minociclina; AM630-Mino, lesionados-
AMG630-minociclina; IH: interhemisferio.*, diferencia significativa respecto al grupo
control; #, diferencia significativa respecto al grupo Mino (p<0.05).

La reactividad microglial también se evalu6 en el cuerpo calloso, en la zona
interhemisférica (IH), como se observa en la figura 26 para posteriormente relacionarla
con el dafo axonal difuso en esa misma area. Se muestra que la lesién aumento el
porcentaje de microglia reactiva en el cuerpo calloso y que éste disminuyd por el

tratamiento con minociclina. De la misma manera que en los pardmetros anteriores, los
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antagonistas cannabinoides no ejercieron efectos por si solos pero fueron capaces de

bloquear el efecto protector de la minociclina.
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Figura 27. Efectos del traumatismo craneoencefalico, minociclina y antagonistas de los
receptores cannabinoides sobre el area marcada con B-APP como indicativo de dafio
axonal difuso en la zona interhemisférica del cuerpo calloso 24 horas después del
traumatismo. (A) Control, animales intactos; (B) Vh, lesionados-vehiculos; (C) AM630,
lesionados-AMG630; (D) Mino, lesionados-minociclina; (E) AM630-Mino, lesionados-
AMG630-Mino; (F) Resultados cuantitativos del area marcada con B-APP. El histograma
representa la media + EEM. Control, animales intactos; Vh, lesionados-vehiculos;
AM251, lesionados-AM251; AMG630, lesionados-AM630; Mino, lesionados-
minociclina; AM251-Mino, lesionados-AM251-minociclina; AM630-Mino, lesionados-
AM®630-minociclina. *, diferencia significativa respecto al grupo control; #, diferencia
significativa respecto al grupo Mino (p<0.05); +, diferencia significativa respecto al
grupo Vh.
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El estudio del cuerpo calloso continu6 con el marcador B-APP como indicativo de dafo
axonal difuso. En la figura 27 se observa que el TCE produjo un aumento del area
marcada con B-APP y que la minociclina la disminuyé significativamente. El
antagonista del receptor CB1 no tuvo efecto por si solo, sin embargo, el antagonista del
receptor CB2 si tuvo un efecto per se, indujo un aumento significativo con respecto al
grupo de animales lesionados no tratados. La combinacién de minociclina con el

antagonista CB2 redujo significativamente el efecto de la minociclina.

En conjunto, los resultados de este experimento indican que los receptores CB1 y CB2
estdn implicados en los efectos neuroprotectores que ejerce la minociclina sobre la
formacion de edema, dafio neurolégico y reactividad microglial. Ademas, los resultados
sugieren que el receptor CB2 podria estar implicado en limitar el dafio axonal difuso,
dado que la administracién de su antagonista, aumenta dicho dafio. Todos estos efectos

se observan en una ventana temporal de 24 horas tras un TCE.

Experimento #8: Implicacion del receptor CB2 en los efectos

neuroprotectores de la leptina tras un traumatismo craneoencefélico.

Los datos obtenidos hasta ahora sugerian una implicacion del sistema
endocannabinoide en los mecanismos de accién de moléculas enddgenas (estradiol) y
exdgenas (minociclina). En general, se observo que el receptor CB2 presentaba un papel
mas relevante tanto en los mecanismos de accion de ambos agentes como en la
evolucion y recuperacion de las lesiones. Por este motivo, se hizo un ultimo
experimento para analizar la implicacion del receptor CB2 en los efectos protectores de
la leptina. Para ello se realizaron TCE con el modelo de caida libre de peso en ratones
macho. Previo a la lesion, se hizo un pretratamiento con el antagonista del receptor CB2
(Img/kg) y tras el TCE se trato con leptina (2mg/kg) tal y como se detalla en el disefio

experimental (pagina 42).

Se estudio el porcentaje de cambio de peso 24 horas despues de la lesion (figura 28A).
Todos los animales lesionados mostraron un porcentaje de pérdida de peso muy

superior a los animales intactos sin observarse diferencias significativas debidas a
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ninguno de los tratamientos. Este dato podria ser indicativo de la homogeneidad de la

severidad de las lesiones.

Los datos relativos al dafio neuroldgico se recogen en la figura 28B. Se replicaron los
datos obtenidos en los experimentos anteriores, observandose en los animales
lesionados una disminucion en la puntuacion del test neurologico, relacionada con un
mayor déficit conductual. El tratamiento con leptina recuperd de forma significativa
estos valores hasta los niveles de los animales intactos y su efecto desaparecié en
combinacion con el antagonista del receptor CB2.
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Figura 28. Efectos del traumatismo craneoencefalico, leptina y antagonista del receptor
CB2, 24 horas después del traumatismo sobre el porcentaje de cambio de peso (A),
dafio neuroldgico (B) La linea roja es indicativa de los niveles observados en los
animales intactos. Los histogramas representan la media + EEM. Intactos, No
lesionados; Control, Lesionados-Vehiculos; Lept, Lesionados-Leptina; AMG630,
Lesionados-AM630; AM630-Lept, Lesionados-AM630-Leptina. * p< 0.05 frente al
grupo Control; # p< 0.05 frente al grupo AM630-Lept.

De la misma manera que en el experimento #4 se analizaron por PCR los cambios de
expresion de diversas moléculas. En la figura 29A se muestran los cambios relativos a
los niveles de expresion del receptor CB1. Tras la lesién, la expresion de CB1
disminuyd. Se observd un efecto significativo de la leptina que indujo un aumento en
los niveles de CB1 hasta los valores de los animales intactos. El antagonista no tuvo
efecto per se pero si se observo una interaccion estadisticamente significativa entre el

antagonista y la leptina, sugerente de una interaccion farmacologica.

Respecto a los niveles de ARNm del receptor CB2, los cambios se recogen en la figura
29B. Tras el traumatismo, la expresién de CB2 aumentd. La leptina indujo una bajada
de sus niveles aunque no alcanzo la significacion estadistica. EI AM630 no produjo un

efecto por si solo, pero la interaccion con leptina resultd, de nuevo, significativa. Se
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observaron diferencias significativas entre el grupo lesionado tratado con leptina y el

grupo con el doble tratamiento.

Como marcador de dafio axonal, se analizaron los cambios de expresion de la enzima
beta secretasa (BACE-1) (figura 29C). La lesion indujo un aumento en su expresion que
fue revertido significativamente por el tratamiento con leptina. El antagonista CB2 tuvo
un efecto significativo per se, aumentando BACE-1. El efecto neuroprotector de la

leptina no se observad al administrarse en combinacion con el antagonista.
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Figura 29. Efectos del traumatismo craneoencefalico, leptina y antagonista del receptor
CB2, 24 horas después del traumatismo sobre los niveles de expresion de ARNm de
CB1 (A), CB2 (B) y BACE-1 (C). La linea roja es indicativa de los niveles observados
en los animales intactos. Los histogramas representan la media + EEM. Intactos, No
lesionados; Control, Lesionados-Vehiculos; Lept, Lesionados-Leptina; AMG630,
Lesionados-AM630; AM630-Lept, Lesionados-AM630-Leptina. * p< 0.05 frente al
grupo Control; # p< 0.05 frente al grupo AM630-Lept.

Para estudiar el componente neuroinflamatorio del TCE, se analizaron también los
cambios en vimentina, como se muestra en la figura 30A. Tras la lesion se produjo un
aumento de la expresién de los niveles de ARNm de vimentina en todos los grupos en
comparacion con los animales intactos. El anélisis estadistico s6lo mostré una
interaccion significativa entre la leptina y el antagonista CB2, pero no se detectaron

diferencias significativas entre los distintos grupos.
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Respecto a la citoquina pro-inflamatoria TNF-a, los datos quedan recogidos en la figura
30B. Tras el TCE, los niveles de TNF-o aumentaron y la leptina no fue capaz de
reducirlos de forma significativa aunque si se observd una tendencia a ello. Los
animales lesionados tratados solo con leptina difirieron significativamente de aquellos
que recibieron el doble tratamiento. El antagonista del receptor CB2 mostré un efecto
per se sobre los niveles de esta citoquina, mostrando un aumento significativo respecto
al grupo control y difiriendo también de los animales doblemente tratados.
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Figura 30. Efectos del traumatismo craneoencefalico, leptina y antagonista del receptor
CB2, 24 horas después del traumatismo sobre los niveles de expresion de ARNm de
vimentina (A), TNF-a (B), IL-10 (C) y TGF-B (D). La linea roja es indicativa de los
niveles observados en los animales intactos. Los histogramas representan la media +
EEM. Intactos, No lesionados; Control, Lesionados-Vehiculos; Lept, Lesionados-
Leptina; AM630, Lesionados-AM630; AM630-Lept, Lesionados-AM630-Leptina. * p<
0.05 frente al grupo Control; # p< 0.05 frente al grupo AM630-Lept.

Se estudiaron los cambios de IL-10, una citoquina antiinflamatoria, como se muestra en
la figura 30C. También en este caso el analisis mostrd una interaccion significativa entre
leptina y antagonista CB2, que queda reflejada en el perfil de los histogramas. Tras la
lesion, 1L-10 disminuyd y el tratamiento con leptina fue capaz de aumentar de forma
significativa los niveles de esta citoquina incluso por encima de los niveles de los
animales intactos. Este efecto antiinflamatorio fue bloqueado por el co-tratamiento con
el antagonista AM630.
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Respecto al factor TGF-p, los resultados se recogen en la figura 30D. La lesion indujo
un aumento en la expresion de los niveles de ARNm de TGF-B que disminuyo

significativamente tras el tratamiento con leptina.

Se agruparon los datos de todos los grupos para identificar posibles asociaciones
bivariantes entre el dafio neuroldgico y los niveles de ARNm. El test de Spearman
mostrd una correlacion significativa entre el dafio neuroldgico y los niveles de ARNm
de CB2 (rho= -0.502, p=0.01), BACE-1 (rho= -0.477, p=0.002) y TGF-p (rho= -0.487,
p=0.002) que siguieron una regresion lineal negativa: r2=0.2220, n= 39, p=0.0025, para
CB2 (figura 31A); r2=0.1848, n= 40, p=0.0056, para BACE-1 (figura 31B) y
r2=0.3108, n=38, p=0.0003 para TGF-p (figura 31C).
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Figura 31. Correlaciones del dafio neurologico con los niveles de ARNm. (A)
Correlacion del dafio neuroldgico con los niveles de ARNm de CB2; (B) Correlacion
del dafio neuroldgico con los niveles de ARNm de BACE-1; (C) Correlacion del dafio
neuroldgico con los niveles de ARNm de TGF-f.
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En la figura 32, se muestran los cambios en los niveles plasmaticos de leptina. El
andlisis estadistico mostro efectos significativos tanto de la leptina como del antagonista
CB2. Después del TCE, los niveles plasmaticos de leptina disminuyeron y el
tratamiento con leptina los recuperd hasta igualarlos a los de los animales intactos.
AMGB30 presentd un efecto per se, disminuyendo los niveles de la hormona. El grupo
tratado con leptina y el grupo con doble tratamiento mostraron unos niveles de leptina

circulante semejantes a los animales intactos.
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Figura 32. Efectos del traumatismo craneoencefalico, leptina y antagonista del receptor
CB2, 24 horas después del traumatismo sobre los niveles plasmaticos de leptina. La
linea roja es indicativa de los niveles observados en los animales intactos. Intactos, No
lesionados; Control, Lesionados-Vehiculos; Lept, Lesionados-Leptina; AMG630,
Lesionados-AM630; AM630-Lept, Lesionados-AM630-Leptina. * p< 0.05 frente al
grupo Control; # p< 0.05 frente al grupo AM630-Lept.
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Discusion

La busqueda de un tratamiento y la caracterizacion de las lesiones cerebrales han
estado presentes a lo largo de toda la Historia. La primera vez que se hizo una
descripcion sistematica de los sintomas de las lesiones cerebrales fue en el siglo XVI
por Jacopo Berengario da Carpi (Levin et al., 1982). A pesar del tiempo transcurrido, las
lesiones cerebrales siguen siendo motivo de estudio debido a la gran complejidad,
variedad y heterogeneidad de sintomas asi como por su gran impacto en la sociedad. En
esta Tesis Doctoral se han utilizado dos modelos de lesion cerebral representativos: la

lesion penetrante y el modelo de traumatismo craneoencefalico.

Lesion penetrante

Tradicionalmente los modelos de lesion penetrante han sido utilizados para el
estudio de la reactividad glial ya que generan una lesion muy distintiva caracterizada
por la formacién de una cicatriz glial en la que participan distintos tipos celulares y en la
que el componente principal son los astrocitos (Sofroniew y Vinters 2010). La
formacion de la cicatriz glial se considera beneficiosa en las fases iniciales tras la lesion
ya que delimita su expansion y participa en la restauracion de la homeostasis cerebral.
Sin embargo, en etapas mas tardias, supone un impedimento para el crecimiento axonal
lo que conlleva alteraciones en la recuperacion. Ante este papel dual de la cicatriz glial
es esencial el entendimiento de los mecanismos implicados en su regulacion. Por este
motivo, la primera parte de esta Tesis Doctoral se centr6 en el estudio de la
participacion del sistema endocannabinoide (SEC) en los mecanismos por los que el
estradiol (E2) regula la gliosis, ya que se ha demostrado que tanto el SEC (Shohami et
al. 2011) como el E2 (Liu et al. 2007) participan en la evolucion y recuperacion de

lesiones cerebrales.

Experimento #1: Implicacion de los receptores cannabinoides

CB1y CB2 en los efectos neuroprotectores del estradiol.

Los resultados del experimento #1 confirmaron estudios previos en los que la
administracion sistémica de E2 a ratas macho disminuia la reactividad astroglial en un

modelo de lesion penetrante (Barreto et al. 2009, 2014). El tratamiento con E2 redujo
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tanto el nimero de astrocitos como la densidad de superficie de material inmunoreactivo
para vimentina y GFAP, marcadores indicativos de astrocitos reactivos y de astrocitos
reactivos-residentes respectivamente. En condiciones fisioldgicas, el E2 regula la
expresion de GFAP a través de un mecanismo que implica un elemento de respuesta a
estrégenos (ERE) localizado en el promotor del gen de GFAP (Stone et al. 1998). El E2
podria reducir directamente los niveles de GFAP y vimentina en los astrocitos
regulando fenomenos de proliferacion glial (Garcia-Estrada et al. 1993; 1999) o la
sintesis y liberacion de citoquinas pro-inflamatorias (Arevalo et al. 2010). Por tanto,
aungue el E2 regule la expresion de GFAP vy, potencialmente, la de vimentina por
mecanismos directos, las posibilidades se amplian al existir interacciones con otros
factores. Entre estas posibilidades, nuestros resultados sugieren que el SEC podria estar
implicado en el efecto antigliotico del E2 ya que al antagonizar los receptores CB1 y
CB2, el efecto del E2 se redujo.

Los antagonistas de CB1 y CB2 no mostraron ningun efecto per se sobre el nimero de
astrocitos reactivos, lo que sugiere que el tono enddégeno del SEC no afecta a la
reactividad astroglial en un modelo de lesion penetrante. Sin embargo, la modulacion de
los receptores si parece ser un punto clave a través del cual el E2 podria reducir la
reactividad astroglial puesto que se observo que los niveles de ARNm del receptor CB2
aumentaron tras la lesion y que el tratamiento con E2 indujo un incremento mucho mas
acentuado, sugiriendo que la hormona podria estar afectando también a la sefializacién
intercelular del SEC como apuntan estudios previos (Rodriguez de Fonseca et al. 1994;
Corchero et al. 2001; Bradshaw et al. 2006; Amantea et al. 2007; Hill et al. 2007;
Kellert et al. 2009). Entre otras posibilidades, el E2 podria controlar la reactividad
astroglial a través de los receptores CB1 y ejercer un control adicional mediado por los
receptores CB2 de la microglia (Correa et al. 2009; Romero-Sandoval et al. 2009;
Sagredo et al. 2009; Luongo et al. 2010) ya que ambos tipos celulares presentan

receptores cannabinoides y receptores de estrégenos (Mor et al. 1999; Stella 2010).

Tras la lesion, los niveles de ARNm de las enzimas cannabinoides monoacilglicerol
lipasa (MAGL) y N-acil fosfatidiletanolamina-fosfolipasa D especifica (NAPE-PLD)
disminuyeron y el E2 bloqued esta reduccion. A través de esta accion, la hormona
podria regular los niveles de endocannabinoides (ECB) en la corteza cerebral lesionada

por lo que para responder a esta cuestion, se disefio el siguiente experimento (#2).
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Experimento #2: Implicacion de las enzimas endocannabinoides

MAGL y FAAH en los efectos neuroprotectores del estradiol.

En un protocolo de lesion penetrante similar, se combind el tratamiento con los
inhibidores de las principales enzimas de degradacion de endocannabinoides (ECB): la
hidrolasa de amidas y é&cidos grasos (FAAH) y la MAGL, con E2 para ver la
implicacion de estas enzimas en los efectos antiglidticos de la hormona. Ambas enzimas
se expresan en células gliales (Witting et al. 2004; Benito et al. 2007) aunque el papel
gue desempefian en estas células no se conoce aun con precision (Correa et al. 2009).
Los resultados replicaron los obtenidos anteriormente, mostrando como el E2 disminuia
el numero de células inmunorreactivas para GFAP y vimentina en la corteza ipsilateral.
Sin embargo, no hubo diferencias significativas en el co-tratamiento con ninguno de los
dos inhibidores de las enzimas. Estos resultados sugieren que el aumento de ECB que se
esperaba debido a la inhibicidn de su inactivacion no modifica el efecto del E2.

Experimento #3: Efecto de la lesion penetrante en presencia y

ausencia de E2 o LTZ sobre los niveles de endocannabinoides.

Para seguir profundizando en el estudio de los cambios en el SEC producidos por la
lesion y los mecanismos de interaccion del SEC con el E2, se plante6 el experimento #3
para evaluar si la sintesis de ECB se veia alterada por la lesion, el tratamiento con E2 o

el tratamiento con letrozol (LTZ), un inhibidor de la sintesis de E2.

La lesion penetrante indujo cambios en los niveles de todos los ECB medidos en el
hemisferio ipsilateral a la lesion pero ninguno de ellos se vio modificado por el
tratamiento con E2 ni con LTZ. Los niveles de anandamida (AEA) disminuyeron
mientras que los de 2-araquidonoil glicerol (2-AG) aumentaron de forma significativa
con respecto al hemisferio contralateral. Los resultados obtenidos concuerdan con los
gue se muestran en el experimento #1 en los que se observaba una disminucion de los
niveles de ARNm de NAPE-PLD y de MAGL que explicarian la reduccion en la
sintesis de AEA por parte de la primera y el aumento de los niveles de 2-AG debidos a

la accion de la segunda.
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Las aminas palmitoiletanolamina (PEA) y oleoiletanolamina (OEA) aumentaron
significativamente en los animales lesionados. Puesto que PEA y OEA son analogos de
la AEA (Amords et al. 2010) y comparten una de las enzimas de sintesis de estas
aminas (NAPE-PLD), se esperaba una reduccion de sus niveles como ocurre con la
AEA, sin embargo se observo el efecto contrario. Es importante recalcar que el ritmo y
tiempo necesario para la sintesis de cada ECB varia y que los cambios observados a 24
horas en la AEA podrian replicarse en PEA y OEA en tiempos mas largos ya que PEA 'y
OEA acttan de forma independiente a las rutas de cannabinoides, activando las vias de
TRPV1y PPAR-a (Gaetani et al. 2008). Ademas, la caracterizacion del metabolismo de
PEA y OEA aun no esta completa y podrian barajarse rutas alternativas como la sintesis
mediada por fosfolipasa C (PLC) seguida de la accion de fosfatasas. De hecho, en
modelos de lesion cerebral se ha demostrado que PLC aumenta su expresion (Wei et al.
1982; Homayoun et al. 2000), generando acidos grasos libres y diacilgliceroles que

podrian explicar esta ruta de sintesis alternativa de las aminas.

- Resumen lesion penetrante:

En conjunto, los experimentos #1, 2 y 3 con el modelo de lesion penetrante sugieren que
la interaccion del SEC con el E2 no se debe a modificaciones en los niveles de ECB en
cerebro, ni parece estar relacionada con modificaciones debidas a la sintesis de E2, méas
bien parece que la interaccion de estos dos sistemas es a través de los receptores CB1 y
CB2. Podria estar ocurriendo una interaccion en la sefializacion posterior a la activacion
de CB1 y CB2 ya que tanto el E2 como los cannabinoides comparten la regulacién de
ciertas vias implicadas en el control de la respuesta inflamatoria como MAPK y PI3K-
Akt (Molina-Holgado et al. 2002; Marin et al. 2009), actividad de la PKA y de la
generacion de NO en células neurales (Dina et al. 2001; Kim et al. 2006). De hecho, los
agonistas cannabinoides y el E2 disminuyen la reactividad glial mediante la inhibicion
de la transcripcion de NFKB (Dodel et al. 1999; Curran et al. 2005; Sheng et al. 2005;
Zhang y Chen 2008; Cerciat et al. 2010) y regulan la comunicacidn astrocito-astrocito y
astrocito-neurona (Venance et al. 1995; Rao y Sikdar 2006; Navarrete y Araque 2008),

gue podrian estar implicadas también en la activacion astroglial.
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Traumatismo craneoencefalico

La segunda parte de esta Tesis Doctoral se centrd en la caracterizacion de un
modelo de traumatismo craneoencefalico (TCE) en raton. La fisiopatologia del TCE es
muy heterogénea, variable y compleja (Walker y Tesco 2013) y su incidencia varia con
la edad, ocurriendo la mayoria de los casos durante la adolescencia. La adolescencia es
un periodo critico en el que aumentan la bisqueda de nuevas sensaciones y las
actividades de riesgo, favoreciendo que ocurran accidentes que ocasionen TCE. Los
modelos experimentales mas utilizados para estudiar los efectos de un TCE en
adolescencia han sido la ablacion cortical (Kolb et al. 1986), el impacto cortical a escala
(Duhaime et al. 2000) o lesiones con exposicion de la dura (Adelson et al. 1998); sin
embargo, la gran mayoria de los pacientes presentan lesiones cerradas (Masson et al.
2001; Wu et al. 2008) y por lo tanto, el uso de un modelo de TCE cerrado se aproxima
mucho més a la realidad clinica. Por este motivo comenzamos por hacer un perfil
temporal (24h-2semanas) de los cambios observados tras un TCE en ratones macho
adolescentes. EI modelo utilizado fue el de caida libre de peso que reproduce muchos de

los sintomas que ocurren en humanos (Cernak 2005).

Experimento #4: Perfil temporal de cambios moleculares y
correlaciones con dafio neurologico y edema tras un traumatismo

craneoenceféalico (24h-2semanas).

Nuestro modelo de TCE gener6 una lesion moderada, caracterizada por una pérdida de
peso comprendida entre 10-14% y una tasa de mortalidad de 10.53%. Después de un
TCE, la barrera hematoencefalica (BHE) se rompe y se induce la formacién de edema
debido a un aumento de la permeabilidad celular (Chodobski et al. 2011). En nuestro
caso el edema aumentd a 24 y 72 horas tras el TCE y desaparecio a las dos semanas, en
conformidad con estudios previos en los que el edema aumentaba hasta cinco dias
después del TCE (O’Connor et al. 2006) y desaparecia totalmente a las dos semanas
(Hellal et al. 2004).

Analizamos alteraciones en el comportamiento ya que el TCE produce dafios cognitivos
en humanos (Wortzel y Arciniegas 2012) que son reproducibles en roedores (Rochat et
al. 2010; Shenagq et al. 2012). Los humanos presentan dificultades para recordar listas de
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nameros (Brooks 1972) o llevar a cabo tareas de asociaciones simples (McLean et al.
1983). En modelos animales, se observa déficit en aprendizaje espacial y memoria
(Shenaq et al. 2012) e impulsividad (Rochat et al. 2010). Nuestro modelo indujo un
déficit neuroldgico a las 24 horas que se mantuvo hasta las 72 horas tras la lesion,
desapareciendo a las dos semanas. Los dafios neuroldgicos se asociaron con niveles
altos de edema, como ocurrié en estudios previos que correlacionaron las alteraciones
conductuales con el dafio celular (Shenaq et al. 2012) debido a aumentos en la
permeabilidad y entrada de agua al interior de la célula. En humanos se ha visto que el
edema esta asociado consistentemente con dafios neuroldgicos, afectando a cuatro de los
ochos dominios cognitivos analizados (Kreiter et al. 2002).

Los niveles de expresion del receptor CB1 disminuyeron después de la lesion. Esta
disminucion podria agravar los dafios neuroldgicos ya que se observé que los animales
con mayor déficit neurologico presentaban niveles mas bajos de CB1. Esto podria estar
relacionado con la funcién de CB1 en comportamientos de ansiedad (Litvin et al. 2013)
y homeostasis emocional (Marco y Viveros 2009) que podrian afectar a la manera de
resolver el test conductual. CB1 presentd una correlacion negativa con el edema. Ya que
CB1 se localiza en los pies de los astrocitos (Rodriguez et al. 2001), que son las
principales células gliales encargadas del intercambio iénico (Straiker y Mackie 2006) y
de la modulacién del flujo sanguineo cerebral (Iring et al. 2013), una expresion
disminuida de CB1 podria afectar el balance ionico y a la formacion y resolucion del
edema. Nuestros resultados se ven apoyados por estudios previos en los que ratones
deficientes para CB1-/- presentaron una disminucién en la recuperacion que afecté a la

formacion de edema y al test conductual (Panikashvili et al. 2005).

En condiciones fisioldgicas, el receptor CB2 presenta unos niveles de expresion muy
bajos que se concentran mayoritariamente en microglia (Stella 2010; Shohami et al.
2011), aunque también se expresa en progenitores neurales, neuronas y células
endoteliales (Palazuelos et al. 2006; Onaivi 2011). Sin embargo, la expresion de CB2
aumenta en condiciones de neuroinflamacién (Stella 2010) como ocurre en nuestro
modelo de TCE y de lesion penetrante. Esto podria explicarse como un mecanismo de
rescate de la lesion ya que como se demostro en el experimento #1, el bloqueo
farmacologico de CB2 disminuia los efectos protectores del estradiol y el uso de sus
agonistas induce una mejor recuperacion y desarrollo de tests conductuales tras una

lesion (Garcia-Gutiérrez et al. 2013). No se detectd correlacion entre los niveles de CB2
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y edema, posiblemente porque este receptor se expresa mucho mas en células
microgliales que en astrocitos (Stella 2010), que como ya se ha dicho, son los

principales implicados en el control del edema.

Los cambios en los niveles de AQP4 en el sistema nervioso central (SNC) dependen del
tipo de edema que se genera (Verkman et al. 2006). Nuestro modelo de TCE induce
predominantemente edema vasogénico (Barz6 et al. 1997b; Cernak 2005) cuya
resolucion es dependiente de AQP4 (Yang et al. 2008). Los niveles de proteina de
AQP4 aumentaron hasta 72 horas después de la lesion, lo que apoya estudios previos
con este modelo (Ding et al. 2009) y se asociaron con un mayor dafio neurolégico y
mayor formacion de edema. Esto sugiere que un aumento en AQP4 tras un TCE
contribuye a un aumento en la formacion de edema, lo que a su vez, correlaciona con el

dafo neuroldgico.

Tras una lesion en el SNC los astrocitos sobreexpresan vimentina (Pekny et al. 2007).
La vimentina es, junto a GFAP, uno de los genes que mas incrementan su expresion 24
h tras una lesion cerebral (Kochanek et al. 2013). En nuestro trabajo comprobamos que
este aumento se mantuvo hasta las 72 horas tras el TCE. Los niveles elevados de
vimentina se asociaron con alto déficit neuroldgico y edema. Existe una relacién muy
estrecha entre la neuroinflamacion y las alteraciones conductuales, pues los animales
que presentan una activacion del sistema inmune presentan un comportamiento
enfermizo o “sickness behaviour” (Kent et al. 1992), que se caracteriza por una
reduccioén en la ingesta y aumento de actividad, pérdida de peso y un aumento en el
suefio (Larson y Dunn 2001). Con respecto al edema, los niveles altos de vimentina
reflejan un aumento en la astrogliosis y por tanto, una mayor cantidad de astrocitos
hipertréficos expresando altas cantidades de AQP4 (Vizuete et al. 1999) que modularia

el balance hidrico cerebral (Potokar et al. 2013).

En resumen, el experimento #4 indica que existe una correlacién entre la formacion de
edema y el déficit neurolégico tras un TCE. Las correlaciones de CB1, AQP4 y
vimentina con edema y dafio neuroldgico parecen indicar un papel critico de estas
moléculas en la recuperacion de un TCE mientras que los cambios en CB2 sdlo se
asociaron a déficit neuroldgico, sugiriendo que CB2 presenta una funcién diferente a la
de CB1 tras un TCE.
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Experimento #5: Perfil temporal (3-48 h) de los niveles de

endocannabinoides tras un traumatismo craneoencefalico.

Se planted el experimento #5 como un ensayo preliminar en el que se evaluaron los
cambios en los niveles de ECB en tiempos cortos (3 y 6 horas) asi como a 24 y 48 horas
tras el TCE. La AEA disminuy0 a las 3 h tras el TCE, aument6 de forma significativa a
las 6 horas y después comenzo a recuperarse a niveles similares a los de los animales
intactos. En cambio, el 2-AG no mostré cambios significativos aunque se observo una
tendencia a disminuir en tiempos cortos y a recuperarse a los niveles de los animales
intactos a partir de las 24 horas. Los cambios mas claros se detectaron a las 6 horas tras

la lesion y fueron particularmente evidentes en PEA y OEA.

Experimento #6: Efecto de la minociclina sobre los niveles de

endocannabinoides después de un traumatismo craneoencefalico.

El experimento #5 indicaba que 6 horas tras el TCE era el tiempo en el que se
observaban los mayores cambios en los niveles de ECB y que a las 24 horas estos
volvian al estado basal. Puesto que se queria estudiar la posible implicacion del SEC en
los efectos de agentes protectores, se selecciond el punto de 6 horas para ver si uno de
ellos, la minociclina, modificaba los niveles de ECB en este tiempo. Para ello se
administré minociclina a animales intactos y lesionados y se midieron los niveles de

ECB en el lado ipsilateral.

Se replicaron los datos obtenidos en el experimento #5, observandose un ligero
incremento en los niveles de AEA en los animales lesionados y un aumento muy
marcado en PEA y OEA. El tratamiento con minociclina redujo los niveles de AEA,
PEA y OEA. Diversos estudios han demostrado que ambos ECB median efectos
neuroprotectores en distintos modelos de lesion cerebral (Sun et al. 2007; Cordaro et al.
2015). Nuestros resultados muestran que el tratamiento con minociclina, un agente
neuroprotector, disminuye los niveles de todas ellas. Esto parece una contradiccion, sin
embargo una posible explicacion es que el tratamiento temprano con minociclina indujo
una lesién menor en comparacion con aquellos animales no tratados. La minociclina no
solo disminuyo los niveles de AEA con respecto a los lesionados sin tratar sino que

también sus niveles eran menores que los de los animales sin lesionar. Esto podria
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deberse a dos hechos: tras el TCE se produce muerte neuronal (Cernak 2005), por tanto
hay un menor nimero de neuronas en los animales lesionados, que son las células que
sintetizan AEA (Liu et al. 2006) y también habria una menor liberacion de AEA por
parte de la microglia reactiva (Merighi et al. 2012), ya que ha sido inhibida por el
tratamiento con minociclina. Los niveles de 2-AG no se vieron modificados. Sin
embargo, los animales intactos tratados con minociclina mostraron una disminucion en
2-AG. Estudios in vitro han demostrado que la microglia libera al medio 2-AG y que
éste actua sobre los receptores CB2 para modular las respuestas proliferativas de la
microglia (Carrier et al. 2004), lo que explicaria los niveles reducidos de 2-AG en los
animales tratados con minociclina en los que la activacion y proliferacion microglial
estd inhibida (Tikka y Koistinaho 2001; Tikka et al. 2001). La falta de efecto de la
minociclina en los animales lesionados podria deberse a una cuestion temporal y que las

modificaciones sobre este ECB ocurran en tiempos mas largos.

Experimento #7: Implicacion del sistema endocannabinoide en
los efectos protectores de la minocliclina tras un traumatismo

craneoencefalico.

Ya que el experimento #6 sugeria que la minociclina modificaba la actividad del SEC y
se observo que las 24 horas tras el TCE suponia un tiempo clave en los cambios
moleculares (#4) y niveles de ECB (#5), se realizo el experimento #7 para analizar la

posible implicacion del SEC en el efecto de la minociclina, 24 horas después del TCE.

La minociclina disminuy6 el edema después del TCE, redujo los dafios neuroldgicos y
la actividad microglial, confirmando estudios previos (Tikka et al. 2001; Homsi et al.
2009, 2010; Siopi et al. 2011). Estos efectos fueron bloqueados por los antagonistas de
CB1 y CB2, excepto en el caso del nimero total de células microgliales lo que indica
que CB1 y CB2 estan implicados en la reactividad microglial pero no afectan a los
procesos de proliferacion en nuestro modelo. No se encontraron efectos per se de los
antagonistas excepto en el caso del antagonista de CB2 que aumento significativamente
el dafio axonal. La acumulacion de B-APP se debe a la actividad de la enzima de corte
beta secretasa (BACE-1) (Yu et al. 2012) que esta regulada por la actividad del factor

NFkB (Chen et al. 2012) cuya actividad aumenta en el area lesionada después de un
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TCE (Chen et al. 2008). El hecho de que el antagonista de CB2 aumente la acumulacion
de B-APP, sugiere que los ECB, a través de la activacion de CB2 y, presumiblemente,
con la participacion de los mecanismos intracelulares citados, podrian tener un papel
protector inhibiendo la acumulacion de B-APP y disminuyendo por tanto el dafio axonal.
El TCE produjo un aumento en el edema que se vio reducido por el tratamiento con
minociclina. EI TCE induce la activacion de las cascadas de coagulacién que afectan a
la funcion microglial, disparando la respuesta inflamatoria y produciendo la liberacion
de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-6 (Mdller et al. 2000) e IL-1B, que
juegan un papel crucial en la formacion del edema (Lazovic et al. 2005). La minociclina
podria estar reduciendo la formacion de edema al disminuir la activacion microglial y la
liberacion de citoquinas pro-inflamatorias como la IL-1p (Lazovic et al. 2005; Homsi et
al. 2009). Los antagonistas de CB1 y CB2 inhibieron la accion protectora de la
minociclina. Esto sugiere que la activacion de CB1 y CB2 contribuye a los efectos de la
minociclina, como indican estudios anteriores en los que los agonistas de CB1 y CB2
inhibieron la produccién de interleuquinas pro-inflamatorias (Molina-Holgado et al.
2002; Kozela et al. 2010; Paulsen et al. 2011). Ademas, la activacion de los receptores
CB2 controla la respuesta inmune de las células microgliales, aumentando su migracién
hacia el area lesionada o reduciendo la produccién de moléculas nocivas como el TNF-a
o radicales libres (Walter et al. 2003; Eljaschewitsch et al. 2006; Dirikoc et al. 2007).
Particularmente, en los modelos de TCE, la activacion selectiva de los receptores CB2
produce una reduccion de la microglia reactiva (Elliott et al. 2011), demostrando asi la

importancia de este receptor en la actividad microglial y su respuesta inmune.

El TCE indujo un déficit neurolégico que fue recuperado por el tratamiento con
minociclina. Los antagonistas no tuvieron efecto per se, pero ambos bloguearon el
efecto neuroprotector de la minociclina. Como se demostro en el experimento #4, las
disfunciones neuroldgicas estan directamente relacionadas con la formacion de edema.
Por tanto, las mejoras sobre el dafio neuroldgico ejercido por la minociclina podrian

deberse al efecto anti-edematoso de la misma.

Nuestro modelo resultdé en un aumento de la reactividad microglial que podria
contribuir también al dafio axonal difuso (DAD) observado ya que la microglia reactiva
dispara respuestas de estrés oxidativo y excitotoxicidad que causan DAD (Hanisch y
Kettenmann 2007). Esta posibilidad se ve apoyada por nuestros resultados en el cuerpo

calloso donde el TCE aumento la microglia reactiva y el tratamiento con minociclina la
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redujo, sugiriendo que el efecto protector de la minociclina sobre el DAD podria
deberse, al menos en parte, al control sobre la microglia reactiva del cuerpo calloso.

Tras el TCE, la minociclina redujo la acumulacion de $-APP. EI DAD ocurre en zonas
de transicion entre la materia gris y la materia blanca del cerebro como es el cuerpo
calloso (Gennarelli 1994; Povlishock et al. 1994) y se puede detectar por la acumulacién
de B-APP en los axones lesionados (Roberts et al. 1994). El efecto de la minociclina
sobre el DAD podria deberse al control del metabolismo del precursor de amiloide, por
la inhibicion de la actividad de la enzima de corte BACE-1 y la disminucion de los
niveles de NFkB (Ferretti et al. 2012). El antagonista CB2 aumentd per se la
acumulacion de B-APP, lo que concuerda con experimentos in vitro en los que la
activacion de CB2 con agonistas especificos estimula la fagocitosis de estos depositos
de B-APP (Toldn et al. 2009).

Como resumen, en todos los parametros analizados los antagonistas de CB1 y CB2
bloquearon parcialmente los efectos protectores de la minociclina. Sin embargo, parece
que el receptor CB2 estd mas involucrado en estas respuestas del farmaco. Después de
una lesion, la microglia reactiva expresa niveles muy altos de CB2 mientras que los de
CB1 permanecen bajos (Cabral y Marciano-Cabral 2005). Esta diferencia en la
expresion de receptores podria explicar por qué el antagonista de CBL1 tiene un efecto

menos potente que el de CB2 sobre las acciones de la minociclina.

Experimento #8: Implicacion del sistema endocannabinoide en
los efectos protectores de la leptina tras un traumatismo

craneoencefalico

El experimento #7 sugiere que el receptor CB2 presenta una implicacion especialmente
relevante en el bloqueo de los efectos beneficiosos de la minociclina. Por esta razon el
siguiente experimento se centrd en el estudio del receptor CB2 y su implicacién en los
efectos del tercer agente neuroprotector que hemos utilizado en esta Tesis Doctoral, la

leptina.

El TCE indujo una disminucién en el peso corporal, replicando todos los resultados

anteriores. Esta pérdida de peso estd directamente relacionada con la respuesta del
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sistema inmune que libera moléculas pro-inflamatorias, principalmente IL-1, IL-6 y
TNF-a, induciendo fatiga, falta de apetito e ingesta reducida (Kent et al. 1992; Dantzer
2009). Todos los animales lesionados presentaron una disminucion de peso
comprendida entre el 8-20% pero no se observaron diferencias significativas entre los
grupos sometidos a TCE debidas a los tratamientos con leptina, AM630 0 su
combinacidn, lo que podria ser indicativo de una homogeneidad de la severidad de las

lesiones.

El TCE disminuyé la puntuacion obtenida en el test conductual, indicativa de deficit
neuroldgico. Los animales lesionados tratados con leptina recuperaron los niveles de los
animales intactos en el test conductual, lo que concuerda con otros estudios que
demuestran que la leptina reduce la discapacidad motora después de un infarto
(Avraham et al. 2010). Ademas, la leptina posee efectos antidepresivos (Lu et al. 2006;
Guo et al. 2012; Guo y Lu 2014), lo que podria estar influyendo en las mejoras
observadas en el test conductual de los animales tratados con la hormona. El efecto de la
leptina se redujo en presencia de AM630, un antagonista del receptor CB2. Ambos
receptores, CB2 vy el receptor de leptina (ObR), se expresan en estructuras cerebrales
relacionadas con las respuestas conductuales analizadas, como el hipocampo (Tang
2008; Suérez et al. 2009). Por tanto seria posible que la sefializacion mediada por CB2 y
ObR interactuaran en estas regiones. Alternativamente, CB2 podria tener un papel méas
general en la respuesta del tejido cerebral frente a una lesion ya que el antagonismo de
CB2 también disminuy6 el efecto neuroprotector de la minociclina en el déficit
neuroldgico (#7). De tal modo que es plausible que el bloqueo del receptor CB2
produzca una lesion mucho mas severa que la leptina no sea capaz de recuperar a nivel

conductual.

Con respecto al SEC, el TCE produjo una disminucion en los niveles de ARNm de CB1
y un aumento de CB2. La leptina recuperd los niveles de ARNm de ambos receptores
hasta igualarlos a los de los animales intactos. En ambos casos se observé una
interaccion entre la leptina y el AM630, lo que sugiere que el receptor CB2 seria
necesario para la expresion total de los efectos de la leptina sobre los receptores
cannabinoides. Estos datos respaldan otros estudios que demuestran una relacion entre
la leptina y el SEC, como ocurre en el control de la leptina circulante (Deveaux et al.
2009), en el efecto hipotalamico de la leptina (Palomba et al. 2015) o en la sintesis de 2-
AG (Di Marzo et al. 2001).
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La sefializacion de supervivencia mediada por la leptina previene la muerte neuronal en
diversos modelos de lesion (ver Signore et al. 2008 para revision). EI TCE se caracteriza
por provocar muerte neuronal (Cernak 2005), lo que podria explicar la disminucién
observada en los niveles del receptor CB1 ya que un nidmero menor de neuronas
implicaria una menor expresion de CB1 puesto que es en este tipo celular donde este
receptor se expresa mayoritariamente (Matsuda et al. 1990; Tsou et al. 1998; Howlett et
al. 2002). En consecuencia, la recuperacion de los niveles del receptor CB1 causada por

el tratamiento con leptina podria reflejar una muerte neuronal reducida.

En contraste, CB2 se expresa fundamentalmente en microglia (Stella 2010). La
expresion del ARNm de CB2 aument6 tras el TCE. El tratamiento con leptina previno
este aumento y los recuperd hasta los niveles de los animales intactos. Las células de
microglia también presentan ObR funcionales (Pinteaux et al. 2007) y la leptina
disminuye su reactividad en modelos de lesion de médula espinal (Fernandez-Martos et
al. 2012). Por lo tanto, la reduccion de los niveles del receptor CB2 observada tras el
tratamiento con leptina podria deberse a una disminucion de la reactividad microglial

inducida por la hormona.

Otra caracteristica distintiva del TCE es el DAD (Homsi et al. 2009, 2010), detectable
por la acumulacion de B-APP (Hortobagyi et al. 2007) y estrechamente relacionado con
la sobreexpresion de BACE-1 (Yu et al. 2012). Después de la lesion, los niveles de
ARNmM de BACE-1 aumentaron Yy el tratamiento con leptina recuperd su expresion hasta
valores similares a los de los animales intactos. Estudios previos han demostrado que la
leptina atenua la expresion de BACE-1 a través de la via de sefializacion SIRT1-NF«kB
(Marwarha et al. 2014) y que niveles clevados de B-APP estan asociados con muerte
neuronal, disfuncion conductual (Mattson 2004) y déficit cognitivo en un modelo de
TCE (Smith et al. 1998). Se ha demostrado que la reduccion de p-APP mediante la
inhibicion de BACE-1 aumenta la proteccion de tejido hipocampal y mejora la
recuperacion funcional (Loane et al. 2009). Esto podria explicar la mejora en el test
conductual causado por el tratamiento con leptina. De hecho, se detect6 una correlacién
negativa entre los niveles de ARNm de BACE-1 y el déficit neuroldgico.

Tras la lesion, se detectd un aumento en la expresién de vimentina en todos los animales
lesionados en comparacion con los intactos. La vimentina es expresada por los

astrocitos reactivos y generalmente, los compuestos neuroprotectores que reducen el
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dafio cerebral producen también una reduccion en la astrogliosis y en la expresion de
vimentina. EI hecho de que la leptina fuera incapaz de disminuir la expresion de
vimentina tras el TCE parece una contradiccion con el resto de efectos neuroprotectores
observados. Sin embargo, se ha observado que la leptina induce la sobreexpresion de
vimentina en las células de los discos intervertebrales (Li et al. 2013) y aumenta su
expresion en los astrocitos hipotaldmicos (Garcia-Caceres et al. 2011). La
sobreexpresion de vimentina inducida por la leptina podria explicar que el efecto de la

hormona no se asociara a una reduccion en los niveles de ARNm de vimentina.

Como resultado de un TCE, se dispara una cascada de expresion de citoquinas y
quimioquinas pro- y anti-inflamatorias (revisado en Tuttolomondo et al. 2014). Con
nuestro modelo de TCE, se observo una disminucion de los niveles del ARNm de IL-10
a las 24 horas y un aumento muy marcado de los niveles de IL-10 tras el tratamiento
con leptina, lo que apoya la idea de que las terapias neuroprotectoras aumentan los
niveles de IL-10 (Chen et al. 2014). La IL-10 es una citoquina anti-inflamatoria que
regula negativamente la sefializacion de moléculas pro-inflamatorias y el tratamiento
con esta citoquina produce efectos beneficiosos en distintos modelos experimentales
(Cua et al. 2001; Frenkel et al. 2005; Qian et al. 2006; Thompson et al. 2013). Ademas,
se ha visto que los efectos de nuevas aproximaciones terapeuticas como la terapia
hiperbérica de oxigeno cursan a través de incrementos en los niveles de IL-10, capaces
de reducir la inflamacion, la apoptosis y recuperar la integridad de la BHE (Chen et al.
2014). Las propiedades anti-inflamatorias de IL-10 estdn extensamente documentadas
pero se sabe poco sobre su perfil de expresion temporal tras lesiones cerebrales. La
expresion de IL-10 aumenta tras un modelo de lesion por percusion por fluidos
(Knoblach y Faden 1998) y disminuye en un modelo de impacto cortical controlado
(Lee et al. 2012), sugiriendo que el perfil de expresion de la IL-10 depende del tipo de

lesion cerebral.

Respecto a las citoquinas pro-inflamatorias, se detecté un aumento significativo en los
niveles de ARNm de TNF-a tras el TCE, como se ha demostrado en muchos otros
modelos de lesion (Tuttolomondo et al. 2014 para revision). Se observé un aumento
muy pronunciado de los niveles de TNF-a tras el tratamiento con AM630, apoyando
diversos estudios que han descrito que la expresion de TNF-a esta regulada por el
receptor CB2 (Gertsch et al. 2004) y que la estimulacion de este receptor con un
agonista selectivo atenta los efectos mediados por TNF-a (Rajesh et al. 2007). En
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nuestro modelo, el aumento de la expresion de TNF-a inducido por el AM630 fue
revertido por el tratamiento con leptina, de la que se sabe que modula la expresion de
esta citoquina mediante la activacion de la via canonica antiapoptotica de JAK-STAT,
PI3-kinasa y ERK (Tang 2008).

La citoquina pro-inflamatoria TGF-B aumenta rapidamente tras una lesion por
criogenizacion (Cook et al. 1998), impacto cortical controlado (Chodobski et al. 2011) o
infarto (Doyle et al. 2010). Nuestros resultados apoyan estos estudios al observarse un
aumento en los niveles de ARNm de TGF-B tras un TCE. Ademas, se observd que la
leptina atenud este aumento. Tras un TCE, la BHE se rompe y se produce la entrada
masiva de plaquetas que liberan grandes cantidades de TGF-p (Dietrich et al. 1994,
Schwarzmaier et al. 2010). La regulacion de la expresion de TGF-f por la leptina podria
contribuir a mantener la homeostasis del tejido dafiado asi como participar en los

mecanismos protectores producidos por la hormona.

En resumen, nuestros resultados demostraron que la leptina induce efectos protectores
tras un TCE. En varias ocasiones, se detectd una interaccion significativa entre leptina y
AMGB30, lo que sugiere que el receptor CB2 seria necesario para la expresion completa

de los efectos protectores de la hormona.

—>Resumen traumatismo craneoencefalico: EI SEC participa en el desarrollo y
recuperacion de un TCE, jugando un papel clave en la formacion de edema y del dafio
neuroldgico. Participa ademas en los efectos protectores de la minociclina y la leptina
pues estos sistemas comparten vias de modulacion relacionadas con la reactividad
microglial, el dafio axonal y la liberacion de citoquinas pro- y anti-inflamatorias. Los
resultados abren nuevas vias para el estudio de la minociclina y de la leptina como
tratamientos potenciales de los TCE y remarcan la importancia del receptor CB2 en la

recuperacion de las lesiones cerebrales.
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1. El estradiol ejerce efectos antiglioticos en un modelo de lesion penetrante en
rata, disminuyendo el nimero de células y la densidad de superficie marcadas con
GFAP y vimentina. El sistema endocannabinoide est4d implicado en la accion
neuroprotectora del estradiol ya que los antagonistas de los receptores CB1 y CB2
bloquean este efecto de la hormona. La lesion penetrante modifica el sistema
endocannabinoide disminuyendo los niveles de ARN mensajero de las enzimas
monoacilglicerol lipasa y N-acil fosfatidiletanolamina-fosfolipasa D especifica y
aumentando los del receptor CB2. Estas modificaciones del sistema endocannabinoide
se ven alteradas por el tratamiento con estradiol, sugiriendo una interaccion entre estos

dos sistemas en este modelo de lesion.

2. La inhibicion de las enzimas de degradacion de endocannabinoides, hidrolasa
de amidas y acidos grasos y de la monoacilglicerol lipasa, no altera el efecto antigliético

del estradiol en el modelo de lesidn penetrante.

3. La lesion penetrante induce cambios en los niveles cerebrales de
endocannabinoides disminuyendo la anandamida y aumentando 2AG, PEA y OEA. El
tratamiento con estradiol o con letrozol, un inhibidor de la sintesis de la hormona, no
modifica los niveles de endocannabinoides tras la lesion. Los experimentos realizados
con el modelo de lesion penetrante sugieren que la interaccidn entre ambos sistemas no
parece deberse a modificaciones en la sintesis de endocannabinoides ni en la sintesis de
estradiol sino que la interaccion entre sistema endocannabinoide y estradiol cursa a

través de los receptores CB1 y CB2.

4. El modelo murino de traumatismo craneoencefalico por caida libre de peso
induce una disminucién en el peso corporal, un aumento en la formacion de edema
cerebral y en el dafio neurologico, observandose una correlacion positiva entre estos dos
ultimos parametros. El traumatismo craneoencefalico produce alteraciones en el sistema
endocannabinoide, viéndose una disminucion en la expresion del receptor CB1 que se
correlaciona negativamente con la formacion de edema y el dafio neuroldgico, mientras
que el receptor CB2 aumenta su expresion y se correlaciona positivamente con el dafio
neuroldgico. Los niveles de acuaporina-4 y vimentina también se ven modificados,
mostrando ambos marcadores un aumento en su expresion y una correlacion positiva

con edema y con dafio neurolégico.
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5. El traumatismo craneoencefalico modifica los niveles de endocannabinoides
tras la lesién. Aumenta los niveles cerebrales de anandamida, PEA y OEA pero no se
observan modificaciones en los de 2AG. El punto temporal donde se alcanzan las

mayores diferencias es a las 6 horas tras la lesion.

6. El tratamiento con minociclina modifica los niveles de endocannabinoides 6
horas después del traumatismo craneoencefalico. Disminuye los niveles de anandamida,
PEA y OEA en los animales lesionados y los de 2AG en animales intactos, sugiriendo

una interaccion entre el farmaco y el sistema endocannabinoide.

7. La minociclina ejerce efectos neuroprotectores en un modelo de traumatismo
craneoencefalico disminuyendo el dafio neurolégico, la formacién de edema, la
reactividad microglial y el dafio axonal difuso. Estos efectos son bloqueados cuando se
administra la minociclina en combinacion con los antagonistas de los receptores CB1 y
CB2, observandose una capacidad de blogqueo mayor por parte del recetor CB2. El
antagonista CB2 tiene efectos per se en la formacion de dafio axonal difuso, indicando

una posible regulacién de la enzima BACE-1 por parte del receptor CB2.

8. La leptina presenta efectos anti-inflamatorios en un modelo de traumatismo
craneoencefalico. La hormona modifica los niveles de ARN mensajero de los receptores
CB1, CB2 y de la enzima BACE-1 hasta alcanzar los niveles de los animales intactos.
La leptina no altera la expresion del marcador de neuroinflamacién vimentina pero si
disminuye los niveles de TNFo y TGFf y aumenta los de IL-10, marcadores pro- y anti-
inflamatorios respectivamente. Estos efectos de la hormona se ven reducidos cuando se
administra en combinacion con el antagonista del receptor CB2 que presenta, ademas,
un efecto per se sobre los niveles de TNFa. Los resultados sugieren que el receptor CB2
estd implicado en el mecanismo de accion de esta hormona. El traumatismo
craneoencefalico induce una disminucion en los niveles plasmaticos de leptina que son
recuperados con el tratamiento intraperitoneal de la hormona hasta alcanzar los valores

de los animales intactos.
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