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A INTRODUCCION

1. AFECTACION PULMONARY LESION CEREBRAL HIPOXICO-ISQUEMICA

1.1 Fisiopatologia de la encefalopatia hipdxico-isquémica

La encefalopatia hipdxico-isquémica (EHI) neonatal se presenta en 1-6 de cada 1000
recién nacidos a término vivos. De forma resumida, durante la hipoxia-isquemia
cerebral se produce una alteracién de la polaridad transmembrana neuronal
secundaria a la disfuncién de las bombas idnicas. Esto, por un lado genera edema
neuronal, que resulta lesivo por si mismo, y por otro da lugar a una entrada masiva de
calcio al interior de la célula. Paralelamente o a consecuencia de ello, se produce una
acumulacidn intracelular de neurotransmisores excitotdxicos como el glutamato. Todo
esto induce la sintesis de citokinas proinflamatorias como TNF-a, y la expresion de la
oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS) que, a su vez, genera grandes cantidades de
NO. Tanto las citokinas proinflamatorias como el NO inducen la apoptosis neuronal.
Por otro lado, durante la fase de reperfusién, se generan grandes cantidades de
radicales libres con el consiguiente estrés oxidativo, que se ve agravado por el NO. La
guimiotaxis de células inflamatorias al lugar de la lesién colabora aun mas al dafio
neuronal con la liberacion de radicales libres y mas citokinas proinflamatorias (Volpe JJ.
2001). Ademas, durante la hipoxia-isquemia y la reperfusion se produce dafo
endotelial oxidativo y secundariamente aumento de la permeabilidad vascular vy
pérdida de la integridad de la barrera hematoencefalica (Chan PH et al. 1984). El

edema vasogénico resultante colabora ain mas al dafio cerebral.



1.2 Afectacion extracerebral en la encefalopatia hipdxico-isquémica

La EHI neonatal se puede acompafar de afectacién multiorgdnica aunque su aparicién
ya no se considera necesaria para el diagndstico (Hankins GD and Speer M. 2003,
Committee on Obstetric Practice, ACOG. 2005). Uno de los 6rganos que se ve afectado
con mas frecuencia es el pulmdn. Asi, dependiendo de los criterios diagndsticos
utilizados, entre un 25 y un 86% de los recién nacidos con EHI desarrollan sintomas de
disfuncién respiratoria (Perlman JM et al. 1989, Shankaran S et al. 1991, Martin-Ancel
A et al. 1995, Shah P et al. 2004). La afectacién multiorganica en la EHI neonatal se ha
atribuido clasicamente a una redistribucion del flujo sanguineo secundario a la asfixia
perinatal (Peeters LL et al. 1979, Sheldon RE et al. 1979, Bocking AD et al. 1988). Sin
embargo, no se han estudiado mecanismos alternativos que expliquen esta asociacién
en recién nacidos. La importancia de la afectacion multiorganica se subraya por el
hecho de que en recién nacidos con EHI existe proporcionalidad entre el nimero de
organos extracerebrales afectados y la probabilidad de una evolucion adversa (Shah P
et al. 2004). Sin embargo, la frecuencia y la extension de la afectacion multiorganica no
se pueden predecir en funcién de la severidad de la asfixia (PerIman JM et al. 1989,

Shankaran S et al. 1991, Martin-Ancel A et al. 1995, Shah P et al. 2004).

1.3 El pulmon en la encefalopatia hipoxico-isquémica

Existen datos de estudios observacionales en adultos que demuestran que se puede
desarrollar lesiéon pulmonar tras hemorragia cerebral o dafo cerebral traumatico
(Holland MC et al. 2003, Kahn JM et al. 2006, Kitamura Y et al. 2010). La incidencia de

esta complicacidn se correlaciona con la severidad de la lesiéon cerebral y representa



un factor independiente de mal prondstico (Gruber A et al. 1998, Kahn JM et al. 2006).
La etiologia de la disfuncion respiratoria tras el dafio cerebral en adultos no esta
claramente establecida y se han implicado diversos mecanismos tales como edema
pulmonar neurogénico, disfuncién del ventriculo izquierdo, infeccion e inflamacion
(Macmillan CS et al. 2002, Wu S et al. 2006, Stevens RD and Nyquist PA. 2007). Se ha
demostrado, por ejemplo, que la hemorragia subaracnoidea induce un sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) con acumulacion de neutrdfilos, liberacion de
citokinas proinflamatorias y especies reactivas de oxigeno (ROS), asi como un
incremento de la permeabilidad vascular (Kitamura Y et al. 2010). Esta cascada de
acontecimientos puede condicionar en ultimo término el desarrollo de dafo tisular a
distancia. En modelos animales, el dafo cerebral induce una regulacion al alza de
mediadores inflamatorios tales como TNF-a, ICAM-1, IL-1B y NF-kB, activacion de la
microglia y acumulacion de neutrdfilos (Le Tulzo Y.1997, Wu S. 2006, Kalsotra A. 2007).
El aumento de la permeabilidad de la barrera hemato-encefalica en el contexto de este
proceso inflamatorio puede conducir a la liberacién a la circulacion sistémica de
citokinas proinflamatorias, ROS y migracién de neutréfilos, dando lugar en ultimo
término a la aparicion de daifo pulmonar. No existen estudios en la literatura que
investiguen los efectos de la hipoxia-isquemia cerebral y la posterior lesion por
reperfusion sobre la lesién tisular a distancia. Sin embargo, si se ha investigado el
efecto sobre el pulmdn de la lesidn por isquemia-reperfusién en otros érganos. Asi, la
lesidn isquémica renal bilateral se acompafia de un incremento de la concentraciéon de
IL-1, IL-6 e IL-12 en suero y de dafio pulmonar en ratones (Hoke TS et al. 2007). De la

misma manera, la lesién intestinal por isquemia-reperfusiéon induce dafo pulmonar



agudo caracterizado por infiltracion celular y disfuncién microvascular con edema
intersticial (Schmeling DJ et al. 1989). El papel de los neutréfilos en este tipo de lesidn
se ve apoyado por el hecho de que la deplecién de neutrdfilos o la inhibicién de la
adherencia de éstos previenen el dafo tisular a distancia secundario a isquemia-

reperfusion intestinal (Poggetti RS et al. 1992, Hill J et al. 1992).



2. ELSISTEMA CANNABINOIDE

2.1 Los cannabinoides

Los cannabinoides son componentes de la planta Cannabis sativa con efectos
antiinflamatorios, inmunomoduladores, antioxidantes y analgésicos, que ejercen su
accién principalmente mediante la activacion de los receptores CB1 y CB2 (Pacher P et
al. 2006). Su posible papel terapéutico se ha estudiado en diversas patologias
neuroldgicas, inflamatorias y neoplasicas (Bifulco M et al. 2002, Arévalo-Martin A.

2008, Capasso R et al. 2008, Martin-Moreno AM et al. 2011).

Mechoulam y Gaoni describieron por primera vez en los afios sesenta el A9-
tetrahidrocannabinol (THC) (Figura 1), principio activo responsable de los efectos
psicoactivos del cannabis (Gaoni Y y Mechoulam R. 1964). Esta sustancia se aislé en la
resina amarillenta que cubre las hojas y sobre todo la flor de la planta Cannabis sativa.
Se han identificado dos fenotipos de la planta: una rica en cannabidiol (CBD) vy
practicamente carente de THC, utilizada fundamentalmente para uso textil, y otra rica
en THC y por tanto con potentes efectos psicoactivos que ha sido utilizada desde hace
5000 afios con fines recreativos o medicinales (Appendino G et al. 2011). Esta planta
contiene aproximadamente 100 tipos diferentes de cannabinoides, incluido el THC,
gue se acumulan en pequefias glandulas epidérmicas resinosas. Las investigaciones
sobre los mecanismos de la accién psicotrépica del THC condujeron al descubrimiento
de un receptor cannabinoide (Howlett AC et al. 1988) y posteriormente de su ligando

especifico, la anandamida (Devane WA et al. 1992).

10



En efecto, la definicién de la estructura del THC y el descubrimiento de un receptor
especifico para los opioides en los afios 60-70, supusieron un gran impulso para la
investigacion sobre receptores cannabinoides. La idea de que, al igual que con los
opiaceos, los elementos psicoactivos del cannabis pudieran actuar a través de la
interaccion con receptores especificos localizados en el sistema nervioso central habia
sido desechada basdndose en la falsa idea de que el THC y su enantiémero tenian
similar actividad psicoactiva. Ademas, determinadas dificultades técnicas derivadas de
la naturaleza altamente hidrofdbica de los cannabinoides y el escaso impacto social y
de salud de los cannabinoides en comparacién con los opioides, contribuyeron al
enlentecimiento de la investigacion sobre receptores cannabinoides (Appendino G et
al. 2011). Sin embargo, el descubrimiento por parte de los laboratorios Pfizer de una
molécula sintética, el CP 55,940, 20 veces mas potente que el THC (Rinaldi-Carmona M
et al. 1995), supuso un impulso decisivo ya que fue utilizado para valorar la presencia y
distribucion de receptores cannabinoides en SNC (Herkenham M et. 1990, Devane WA
et al. 1998). De hecho, se encontraron niveles elevados de receptores cannabinoides

en cortex, hipocampo, amigdala, ganglios basales y cerebelo.
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(-}A"-THC

Figura 1. Estructura quimica del A9-tetrahidrocannabinol

2.2 Receptores cannabinoides

Se han identificado y clonado dos receptores cannabinoides hasta la fecha, CB1 y CB2.
Los receptores CB1 se encuentran principalmente en el SNC vy participan en la
coordinacion del movimiento, cognicion y respuesta al dolor, entre otras acciones
(Pertwee RG et al. 2010). Los receptores CB2 se encuentran en tejido linfoide,
linfocitos B y T, células NK, macréfagos, monocitos, microglia y mastocitos,
participando en la modulacién de la respuesta inmunolégica (Martinez Orgado JA et
al. 2005, Begg M et al. 2005, Pertwee RG et al. 2010). CB2 también se localiza en
células del cerebro (Van Sickle MD et al. 2005) y en células endoteliales de diversos
érganos como el pulmoén (Zoratti C et al. 2003). Desde un punto de vista estructural
(figura 2), los receptores CB1 y CB2 presentan una homologia del 40% y ambos
comparten la estructura heptahelicoidal de los receptores unidos a proteinas G (Xie XQ
et al. 2003). El resultado de la interaccién con el receptor cannabinoide estd mediado

por una cascada de vias de transduccion de sefal que incluye la interacciéon con

12



canales de calcio y potasio (CB1) y diversas kinasas como MAPK (Pertwee RG et al.

2010) (Figura 3).
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Figura 2. Estructura molecular de los receptores
cannabinoides CB1 v CB2.

Desde un punto de vista filogenético, los receptores cannabinoides se asemejan a
otros receptores implicados en la regulacion de la supervivencia y el crecimiento
celular (Huwiler A y Pfeilschifter J. 2008). Los receptores CB1 y CB2 estan acoplados a
través de proteinas G, negativamente a adenilato ciclasa y positivamente a MAPK.
Ademas pueden regular canales idnicos a través de las proteinas G. En concreto,
activan canales de potasio transitorios de tipo A (colaboran en la repolarizacién) y
canales de potasio rectificadores del interior, mientras que inhiben canales de potasio
de tipo D (activan la onda inicial de entrada de calcio) y canales de calcio de tipo Ny

P/Q. La activacién de estos mecanismos de sefalizacién por parte de CB1 en las

13



terminales presindpticas ocasiona la inhibicion de la neurotransmisién y de Ia
excitabilidad neuronal (Diaz Laviada I. 2009). Ademas, los ligandos cannabinoides
pueden incrementar la concentracion intracelular de calcio. Esta accidn se produce
fundamentalmente mediante la activacién de fosfolipasa C y receptores IP3 del
reticulo (Diaz-Laviada | y Ruiz-Llorente L. 2005, De Petrocellis L et al. 2007). Entre los
mecanismos de sefalizacion intracelular activados por cannabinoides se encuentran
tanto cascadas promitégenas como de estrés. Los cannabinoides activan raf/MEK/ERK
en multitud de células y tejidos in vitro e in vivo (Demuth DG y Molleman A. 2006,
Moranta D et al 2007). En algunas ocasiones esta via se activa por la disminucién del
AMPc intracelular con la consiguiente inhibicién de PKA, lo que produce la activacién
de la ruta ERK. Otras posibles vias incluyen la interacciéon con B-arrestinas y la
activacion de PI13K/Akt. Los cannabinoides activan las cascada IP3/Akt en distintos tipos
celulares lo que se relaciona con respuestas de supervivencia y proteccion celular
(Diaz-Laviada | y Ruiz-Llorente L. 2005, Ozaita A et al. 2007). Sin embargo, y en
concordancia con el efecto bifasico de los cannabinoides, también hay estudios que
demuestran una inhibicidn tanto de MEK/ERK como de PI3/Akt (Ellert-Miklaszewska A
et al. 2005, Greenhough A et al. 2007). Por otro lado, los cannabinoides también
activan vias de estrés, como la acumulacion de ceramida y la cascada p38/MAPK, a

través de la cual inhiben el crecimiento celular (Gustafsson K et al. 2006).
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Figura 3. Representacion esquematica de los mecanismos de
transduccion de sefial tras la activacion de receptores
cannabinoides.

2.3 Otros receptores relacionados con los cannabinoides

Algunos endocannabinoides pueden unirse al receptor de vanilloides tipo 1 (TRPV1),
canal catidnico no selectivo (permeable a Na+, Ca2+ y H+) que pertenece a la familia
de los receptores activados por potencial transitorio (TRPs). TRPV1 media la sensacién
de dolor en respuesta al calor y farmacolégicamente se activa por capsaicina,
cannabinoides enddgenos y metabolitos de la lipooxigenasa (Vennekens R et al. 2008).
Asi los endocannabinoides podrian regular algunas funciones fisiopatoldgicas a través
de este receptor. Por ejemplo, recientemente se ha descrito que la N-

estearoiletanolamida inhibe la reaccion alérgica inflamatoria mediante la activacién de

15



TRPV1 (Dalle Carbonare M et al. 2008). Ademas de unirse a receptores de membrana,
los endocannabinoides son ligandos potenciales de los receptores nucleares activados
por proliferados de peroxisomas (PPAR). Los PPAR son una familia de receptores
nucleares o factores de transcripcion activados por ligandos que juegan un papel
importante en el metabolismo lipidico, homeostasis de la glucosa y sensibilidad a Ia
insulina. Estos receptores dimerizan con el receptor de retinoides RXR para regular la
transcripcién de aquellos genes con elementos de respuesta a PPAR. Los ligandos
endégenos de estos receptores son dacidos grasos y derivados eicosanoides (Diaz-
Laviada I. 2009). Recientemente se ha demostrado que algunos cannabinoides ejercen
sus efectos orexigenos y antiinflamatorios a través de la uniéon a estos receptores

(Burstein S. 2005, Sun Y y Bennett A. 2007).

También se ha descrito recientemente la participacion de otro receptor, el GPR55, en
algunos de los efectos de los cannabinoides (Pertwee et al, 2010), aunque su papel en
las acciones farmacoldgicas de THC y en los efectos fisioldgicos de los cannabinoides

endogenos resulta todavia controvertido (Sawzdargo M et al. 1999).

Los receptores de adenosina también han sido implicados en las acciones de algunos
cannabinoides. Asi, recientemente se ha sugerido que los efectos antiinflamatorios de
CBD podrian estar relacionados con la inhibicién de la recaptacion de adenosina
incrementando por tanto su unién al receptor A,a (Carrier EJ et al. 2006, Durst R et al.
2007). De la misma manera, CBD interacciona con receptores de serotonina (Russo EB

et al. 2005) habiéndose encontrado una relacion entre los efectos ansioliticos de CBD y

16



la interaccion con el receptor serotoninérgico 5SHT1A (Campos AC y Guimardes FS.

2008).

2.4 Efectos de los cannabinoides dependientes o no de receptores

Muchos de los efectos psicoactivos del THC parecen estar mediados a través de CB1,
mientras que los cannabinoides no psicoactivos, como CBD, se considera que
presentan muy baja afinidad tanto por CB1 como por CB2 (Pertwee RG et al. 2010),
aungue otros autores ponen en duda este punto (Castillo A et al 2010), tema sobre el
gue se volvera mas adelante en el texto. CBD ha demostrado actividad agonista inversa
del receptor CB1 (Thomas A et al. 2007). Como se ha dicho previamente, los
receptores CB2 estan presentes en algunas células del sistema inmune y se cree que
juegan un papel importante en la modulacion de la respuesta inmune (Martinez
Orgado JA et al. 2005). Los efectos inmunomoduladores de los cannabinoides no solo
estan mediados a través de receptores CB2, sino también a través de receptores
vanilloides (VR1), receptores de adenosina, PPAR y también por mecanismos
independientes de receptor (Martinez Orgado JA et al. 2005, Burstein S. 2005, Castillo
A et al. 2010). En modelos animales inmaduros de lesidn cerebral hipdxico-isquémica
se ha observado una disminucién de la concentracién de IL-6 y TNF-a, asi como de la
expresion de COX-2 e iNOS, mediada por receptores CB2 (Castillo A et al. 2010). La
presencia de CB2 en células endoteliales de diversos érganos (Zoratti C et al. 2003)
parece desempefiar también un papel importante en la modulacién de la inflamacion,
ya que la estimulacién de este receptor atenua la activaciéon de las células endoteliales

humanas mediada por TNF-a, la migracion transendotelial de monocitos y la adhesién
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de éstos al endotelio (Rajesh M et al. 2007). El potente efecto antiinflamatorio e
inmunomodulador de los cannabinoides es la base de las investigaciones sobre su
posible papel terapéutico en enfermedades tales como la encefalopatia hipdxico-
isquémica neonatal, la esclerosis multiple, el Alzheimer o la enfermedad inflamatoria
intestinal, entre otras (Capasso R et al. 2008, Alvarez FJ et al. 2008, Arévalo-Martin A.

2008, Castillo A et al. 2010, Martin-Moreno AM et al. 2011).

La interaccidn con receptores cannabinoides se ha asociado a otros efectos
farmacolégicos como son los psicotropicos, antieméticos, analgésicos y motores. Los
efectos psicoactivos del THC se deben a la unidn presinaptica con el receptor CB1
mientras que los efectos sobre la memoria y sobre el control del movimiento parecen
estar en relacidon con la presencia de este receptor en otras areas del cerebro como
hipocamo, ganglios de la base y cerebelo (Ferndndez-Ruiz J y Gonzdles S. 2005,
Zarrindast MR et al. 2006). La presencia de receptores CB1 en nervios colinérgicos del
tracto gastrointestinal y en tronco cerebral es responsable respectivamente de los
efectos de inhibiciéon de la motilidad intestinal y antieméticos mediados por THC (Di
Carlo G e Izzo AA. 2003, Coutts AA e Izzo AA. 2004). Otro efecto de THC es el estimulo
del apetito que también parece estar en relacién con la unién a CB1 (Lewis DY y Brett
RR. 2010). Uno de los efectos terapéuticos mas importantes de la interaccién con
receptores cannabinoides es el analgésico, derivado de la participacion de CB1 en la
transmisidon de la informacién nociceptiva (Mao J et al. 2000). Se piensa que el
potencial clinico de los cannabinoides va mas alla de la interaccidn con los receptores
cannabinoides, especialmente para los compuestos no psicoactivos. Asi, por ejemplo,

CBD estimula PPAR-gamma, el receptor vaniloide tipo 1 (TRPV1) y el receptor
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serotoninérgico 5HT1A (Appendino G et al. 2011). La activacidon de los receptores
5HT1A por parte de CBD seria responsable de los efectos antidepresivos observados en

ratones (Zanelati TV et al. 2010).

2.5 Endocannabinoides

La existencia de receptores cannabinoides implica la existencia de ligandos endégenos.
La primera de estas moléculas fue descubierta en 1992 (Devane WA et al. 1992) y
recibido el nombre de araquinodoil etanolamina (AEA) (Figura 4), también llamada
anandamida (palabra cuya raiz ananda significa felicidad en sanscrito). A partir de ese
momento, varios agonistas enddgenos de CB1 fueron afiadiéndose a la lista, de los
cuales el 2-araquidonoil glicerol (2-AG) (Figura 5), demostré ser mas potente que la
anandamida (Mechoulam R et al. 1995). Otros compuestos mono o diinsaturados
enddgenos comparten propiedades quimicas con AEA o 2-AG, pero no actlan a través
de receptores CB1 o CB2; el mds relevante es la palmitoiletanolamida, que ha
demostrado tener efectos antiinflamatorios y analgésicos no mediados a través de
estos receptores (Costa B et al. 2008). Se piensa que estos efecto podrian deberse a la
interaccion con el receptor GPR55 (Godlewski G et al. 2009). Estas moléculas parecen
potenciar los efectos de la AEA y del 2-AG (Garcia MC et al. 2009). En humanos se ha
descrito la presencia de AEA en cerebro y en tejidos periféricos como bazo, corazén,
testiculos, utero y endotelio vascular (Felder CC et al. 1996, Randall MD. 2007). Las
areas de cerebro que presentan mayor concentracion de AEA, corteza hipocampal,

estriado y cerebelo, son precisamente las zonas en las que la expresién de CB1 es
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mayor (Felder CC et al. 1996). Sin embargo, los niveles encontrados en fluidos
corporales, plasma, suero o liquido cefalorraquideo son relativamente bajos, lo que
apoya la idea de que la AEA actua localmente, produciéndose cerca de sus lugares de
accién. Uno de los tejidos con mayor concentracidn de AEA es el Gtero, lo cual indica el
papel relevante esta sustancia en la reproduccidn. Por otra parte, se ha detectado la
presencia de 2-AG en cerebro, intestino, pancreas, bazo, higado, pulmén vy rindn
(Sugiura Ty Waku K. 2002). El hecho de que los niveles de 2-AG en cerebro sean unas
200 veces mayores que los de AEA, y que el 2-AG se comporte como un agonista total
frente a CB1 y CB2 hace proponer a algunos autores que este compuesto sea el
verdadero agonista endégeno (Sugiura T et al. 2006). Los niveles de
endocannabinoides varian en respuesta a diferentes estimulos, en los distintos
estadios del desarrollo y en diversas situaciones patoldgicas, lo cual resalta la
importancia fisiopatoldgica del sistema cannabinoide enddgeno, convirtiéndolo en una

atractiva diana terapéutica (Di Marzo V' y Petrosino S. 2007).
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Figura 4. Estructura quimica de la AEA (anandamida).
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Figura 5. Estructura quimica del 2-araquidonoil glicerol (2-AG).

2.6 El cannabidiol

El CBD (Figura 6) es un fitocannabinoide carente de efectos psicotrépico debido a su
escasa afinidad por los receptores CB1 (Pertwee RG et al. 2010). CBD ha demostrado
tener un potente efecto antiinflamatorio, modulando la produccion de citokinas y la
actividad COX, junto con una capacidad antioxidante superior incluso a la del acido
ascorbico o el tocoferol (Hampson Al et al. 1998, Pertwee RG. 2004, Sumariwalla PF et
al. 2004, Esposito G et al. 2007, Castillo A et al 2010). Ademas inhibe el transporte de
calcio a través de las membranas, la recaptacion y la hidrdlisis enzimatica de
anandamida, la expresion proteica de la iNOS y la activacion de NK-KB (Pertwee RG.

2004, Esposito G et al. 2006, Mechoulam R et al. 2007).
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Figura 6. Estructura quimica del cannabidiol.

Aunque clasicamente se ha atribuido a CBD una baja afinidad por los receptores CB2
(Pertwee RG et al. 2010), como se ha mencionado anteriormente en el texto, estudios
en cerebro de animales inmaduros demuestran un importante papel modulador de
CBD sobre la inflamacién mediado por CB2, regulando la produccion de citokinas vy la
expresion de COX-2 e iNOS (Castillo A et al 2010), lo cual sugiere una posible
modificacion de la afinidad de este receptor relacionada con el desarrollo.
Recientemente se ha propuesto que la actividad antiinflamatoria de CBD puede estar
mediada también a través de la interaccidn con receptores de adenosina (Carrier EJ et
al. 2006). CBD ha demostrado actividad antiinflamatoria en modelos animales de
artritis, de hipermotilidad intestinal y de diabetes (Sumariwalla PF et al. 2004, Rajesh
M et al. 2007, Capasso R et al. 2008). Ademas, el uso combinado de CBD y THC reduce
el dolor articular en la artritis reumatoide (Blake DR et al 2006). El efecto antioxidante
del CBD no depende exclusivamente de su interaccién con receptores cannabinoides,
ya que la administraciéon de antagonistas de éstos no inhibe el efecto antioxidante

(Hampson AJ et al. 1998). La molécula de CBD, al contrario de lo que ocurre con
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cannabinoides sintéticos como el WIN 55,212-2, contiene una estructura fendlica tipica
de muchos antioxidantes obtenidos de plantas (Figura 7) en la cual radica de su efecto

antioxidante independiente de receptor (Chen Yy Buck J. 2000).

Figura 7. Esquema tridimensional de la molécula de CBD con
el grupo fenol sefialado en el circulo.

CBD ha demostrado tener un potente efecto neuroprotector tras el dafio cerebral
hipdxico-isquémico en diversos modelos animales inmaduros, tanto in vivo como in
vitro, derivado principalmente de su accién antiinflamatoria y antioxidante mediada
por CB2 y de la unién a receptores de adenosina (Martinez-Orgado J et al. 2007,
Alvarez FJ et al. 2008, Castillo A et al 2010, Lafuente H et al. 2011). Por tanto, la
actividad neuroprotectora de CBD y de otros cannabinoides no depende totalmente
de la activacién de receptores cannabinoides sino que también se debe a un

mecanismo independiente de ésta (Appendino G et al. 2011). Por ejemplo, la
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activacion de receptores 5HT1A por parte de CBD se acompafia de un incremento del
flujo cerebral y de un efecto neuroprotector (Russo EB et al. 2005). En cualquier caso,
independientemente del mecanismo de accién, los cannabinoides y particularmente
CBD, se han propuesto como tratamiento neuroprotector en enfermedades como la
encefalopatia hipdxico-isquémica neonatal, el Parkinson, la esclerosis multiple o la
esclerosis lateral amiotréfica (Pertwee RG. 2004, Lastres-Becker | et al. 2005, Esposito

G et al. 2006, Alvarez FJ et al. 2008, Arévalo-Martin A. 2008, Castillo A et al. 2010).
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l. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

La encefalopatia hipodxico-isquémica neonatal se acompafia con frecuencia de
afectacién de otros érganos y entre ellos el pulmdn. En la actualidad no existe ningun
tratamiento para la afectacién multiorgdnica secundaria a la EHI salvo la terapia de
soporte. A pesar de que la lesién de dérganos extracerebrales en esta patologia se
atribuye a un mecanismo compensatorio de redistribucién del flujo sanguineo,
estudios en otros modelos de dafo cerebral sugieren la existencia de una interaccién
entre drganos distantes basado en mediadores de la inflamacién y radicales de
oxigeno que condicionaria el desarrollo de lesion tisular a distancia de origen
inflamatorio. A la vista de esto, la utilizacién de agentes antiinflamatorios podria jugar
un papel en el manejo de esta complicacion de la EHI. El potente efecto
neuroprotector y antiinflamatorio demostrado por el cannabidiol convierten a esta

molécula en una candidata ideal para este fin.
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. HIPOTESIS

La lesidn cerebral por hipoxia-isquemia induce lesién pulmonar a distancia de origen
inflamatorio en el recién nacido. En este escenario, la administracion de un potente

antiinflamatorio como el cannabidiol disminuira el dafio pulmonar.
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V. OBIJETIVOS

Disefiar un modelo de dafio pulmonar secundario a lesién cerebral hipdxico-
isquémica en recién nacido. Para ello se utilizard un modelo de hipoxia-isquemia
cerebral en cerdo recién nacido, en el que se determinard la presencia de dafo

pulmonar mediante:

1.1. Estudio durante las 6 horas posteriores al dafio hipdxico-isquémico cerebral de
la variacién de pardmetros de edema pulmonar, distensibilidad e intercambio

gase0nso.

1.2. Estudio histoldgico de cortes de diversas areas pulmonares, cuantificando el

dafo mediante una puntuacién histopatoldgica.

1.3. Estudio de parametros de inflamacion pulmonar mediante lavados

broncoalveolares.

1.4. Estudio de pardmetros de inflamacién pulmonar mediante valoracién de

produccién de citoquinas en tejido.

Estudiar la capacidad del tratamiento con cannabidiol tras el episodio hipdxico-

isquémico para reducir el dafio pulmonar, mediante:

2.1. La comparacién de la evolucién de los parametros de edema, distensibilidad e

intercambio gaseoso segun el tratamiento con vehiculo o cannabidiol.

2.2. La comparacion de la evolucion de los pardmetros de dafio histoldgico segun el

tratamiento con vehiculo o cannabidiol.
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2.3. La comparaciéon de la evolucidon de los pardmetros de inflamacién pulmonar
estudiados mediante lavados broncoalveolares segun el tratamiento con

vehiculo o cannabidiol.

2.4. La comparaciéon de la evolucidon de los pardmetros de inflamacién pulmonar
valorados mediante estudio de produccién de citoquinas en tejido segun el

tratamiento con vehiculo o cannabidiol.
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V. MATERIAL Y METODOS

Este estudio se realizdé de acuerdo a la normativa europea y espafiola sobre

investigacion en animales (EU 86/609 and RD 1201/2005).

1. Preparacion de los animales:

Se utilizaron lechones de 1-3 dias de vida que fueron anestesiados con sevoflurano (5%
para la inducciéon y 1% como mantenimiento) y posteriormente mantenidos con una
perfusiéon de propofol (14 mg/Kg/h), suspendiéndose el sevoflurano. Se indujo
relajacion muscular con vecuronio (0,6 mg/Kg/h). Los animales fueron intubados
orotraquealmente con un tubo Portex del 2.5-3 y ventilados mecdnicamente con
presion positiva intermitente (Evita 4. Drager. Lubeck, Alemania) utilizando los
siguientes parametros iniciales: PEEP 5 cmH20, frecuencia respiratoria 30 rpm, tiempo
inspiratorio 0,5 seg. Se ajustd el pico inspiratorio de presion (PIP) para obtener
volumenes corrientes (Vt) de 6 mL/Kg. La FiO2 se fijo inicialmente en 0,21 y
posteriormente se ajustd para mantener presiones arteriales de oxigeno (Pa02) de 60-
90 mmHg y saturaciones de 02 (SatO2) de 90-95%. La frecuencia respiratoria se
modificé para mantener la PaCO2 entre 35 y 45 mmHg. Se disecd y canulé la arteria
femoral derecha con un catéter Pulsiocath de 3F de didametro externo (Pulsion.
Munich, Alemania) para monitorizacién hemodindmica y para la obtencién de
muestras de sangre arteriales. Se disecd y canuld la vena yugular derecha con un
catéter de doble luz Nutriline Twinflo de 2F de didmetro externo (Vygon. Valencia,

Espafia) para la infusion de medicaciones y para medicién de gasto cardiaco (GC) y
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agua extravascular pulmonar (EVLW, extravascular lung water) en combinacion con la
arteria femoral. Se canalizé una vena periférica en la oreja con un catéter Abbocath
21F de didmetro externo (Vygon. Valencia, Espafia) para administracion de
fluidoterapia. Se mantuvo la temperatura corporal entre 37,5 y 38,52C mediante el uso

de sdbanas de aire caliente (Bair Hugger. Agustine Medical Inc. Eden Prairie. MN. USA).

2. Monitorizacion respiratoria y hemodindmica:

Se midié de forma continua Vt, presion media en la via aérea (PMVA), distensibilidad
dinamica (Cdin) y resistencia en la via aérea mediante un neumotacografo integrado
en el respirador Evita 4. Se monitorizé el CO2 exhalado (EtCO2) y la SatO2 mediante un
monitor con capnografo y pulsioximetro integrados (Ohmeda 5250 RGM. Louisville.
CO. USA). Se midié de forma continua el GC, tension arterial media (TAM) y la
frecuencia cardiaca (PiCCO. Pulsion Medical Systems. Munich, Alemania). Mediante el
PiCCO se midié EVLW en situacidn basal, al final de la hipoxia-isquemia (HI) y de forma

horaria durante el experimento.

3. Monitorizacion cerebral:

Se monitorizé la actividad cerebral (amplitud integrada) y la impedancia mediante un
monitor de EEG de dos canales (BRM2, BrainZ Instruments. Auckland, Nueva Zelanda).
Se determiné la saturaciéon regional de oxigeno cerebral (rSO2) mediante

espectroscopia cercana al infrarrojo (Invos. Colorado. USA).
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4. Protocolo experimental:

Tras la estabilizacion posterior a la instrumentacién, los animales fueron asignados de

forma aleatoria a uno de los siguientes grupos experimentales:

- Grupo de tratamiento con vehiculo (VEH) (n=8): se indujo hipoxia-isquemia (HI)
mediante la compresion de ambas cardtidas con oclusores vasculares (Vessel Loops.
Bard Nordic. Helsingborg. Sweden) y con la reduccién de la FiO2 a 0,10 durante 30
minutos. Tras los 30 min de HI se permitié que los animales se recuperaran con 02
ambiental. 30 minutos tras la finalizacién del periodo de Hl se administré una solucién

de etanol:solutol:salino 2:1:17.

- Grupo de tratamiento con cannabidiol (CBD) (n=10): Se procedid de forma idéntica al
grupo VEH, salvo que 30 minutos tras la finalizacidon del periodo de HI se administré 1

mg/Kg de CBD iv, mediante una solucion de CBD en vehiculo a 5 mg/mL.

- Grupo control o sham (SHM) (n= 5): se utilizaron lechones instrumentados pero no

sometidos a HI como grupo control.

Seis horas tras la HI o el periodo equivalente en SHM, los animales fueron sacrificados

mediante una inyeccién intravenosa de cloruro potasico.

5. Obtencion y procesamiento de liquido de lavado broncoalveolar:

Se realizo lavado broncoalveolar (LBA) en situacion basal y tras el sacrificio mediante la

técnica descrita por la ERS Task Force on bronchoalveolar lavage in children. (2000). Se
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instilaron 3 mL/Kg de suero salino fisioldgico dividido en 3 alicuotas a través del tubo
endotraqueal mediante una sonda de aspiracion controlada de 6 F (Vygon. Valencia,
Espafia) y una jeringa de 5 mL BD Plastipak (Becton Dickinson. Madrid, Espafia). Cada
una de las alicuotas se recuperd inmediatamente tras su instilacién utilizando la misma
jeringa con que fue administrada. Se deseché la primera alicuota, que tiene un origen
predominantemente bronquial, y las otras dos se agruparon. Se centrifugd la muestra
(1000 rpm durante 10 min a 49C), se recogio el sobrenadante y se congeld a -209C

hasta su procesamiento definitivo.

5.1 Determinacion de la concentracion de proteinas totales en LBA:

Para la medida de proteinas se utilizd el BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific),
siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Se realizdé una curva estandar de BSA
(2 mg/mL). A continuacién se incubd la placa durante 30 minutos a 37°C.
Posteriormente se atemperaron las muestras a temperatura ambiente. Tras ello se
analizo la absorbancia a 562 nm mediante espectrofotometria. Los datos obtenidos de
las muestras se extrapolaron a la curva estandar calculando asi la concentracién total
de proteinas. Se determind el incremento de concentracidn de proteinas en el lavado

final con respecto al lavado basal.
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6. Procesamiento de los pulmones:

Tras el sacrificio, los pulmones y el corazén fueron extraidos en bloque. Los pulmones
fueron hinchados con una presion continua de distension de 30 cmH20 vy
posteriormente la traquea fue ligada. Tras realizar una incisidn en la auricula izquierda
se infundid suero salino a través de la arteria pulmonar para extraer la sangre del lecho
vascular pulmonar. Posteriormente el pulmdn izquierdo fue extraido y congelado a -
802C para el analisis posterior de citokinas proinflamatorias. El pulmén derecho fue
infundido con paraformaldehido al 4% a través de la arteria pulmonar y fijado en un
bafio de paraformaldehido al 4% durante 24h. Una vez fijados los pulmones, éstos
fueron incluidos en parafina. Se obtuvieron secciones de los l6bulos superior, inferior y

porciones anterior y posterior del medio que fueron tefiidas con hematoxilina-eosina.

6.1 Histologia de los pulmones:

Se aplicdé un sistema de puntuacién semicuantitativo basado en la severidad de la
lesidon (negativo = 0, leve = 1, moderado = 2, severo = 3) tal como ha descrito Merz U
et al. (2000). Se evaluaron 4 caracteristicas principales que comprenden un total de 15
apartados: atelectasia, edema (edema septal, edema intersticial,
linfangiectasia,exudado intralveolar), inflamacién (infiltracién alveolar de neutréfilos,
infiltracion intersticial de neutréfilos, infiltracion intersticial de linfocitos, adhesidon de
granulocitos) y otros (hemorragia alveolar, hiperemia congestiva, agregacién de

plaguetas, depdsito de fibrina, formacidon de membranas hialinas, descamacién del
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epitelio bronquial y bronquiolar). La suma del total de los 15 parametros obtenida en
todos los animales de cada grupo se dividié por el nUmero de animales en cada grupo

para calcular la puntuacidn total de dafno pulmonar.

7. Procesamiento del cerebro:

Tras el sacrificio, los cerebros fueron perfundidos con suero salino frio heparinizado a
través de las arterias cardtidas y a continuacion extraidos. Un hemisferio fue dividido
en cuatro secciones de 1.5 cm de grosor y fijado con paraformaldehido al 4% para ser
almacenado a 49C. El otro hemisferio fue seccionado de forma similar, y los segmentos

congelados inmediatamente y guardados a -809C.

7.1 Histologia cerebral:

Los cerebros una vez fijados, fueron cortados en secciones de 5 mm de anchura e
incluidos en parafina. Se hicieron cortes coronales de 4 um que se tifleron en portas
con la técnica de Nissl. Para la preparacion de la tincidon de Nissl se calentaron en
horno a 602 durante 10 minutos, 10 mL de violeta de cresilo con una gota de acido
acético para cada 8 preparaciones. Se desparafinaron las secciones manteniéndolas
durante una noche en horno a 602 y lavandolas secuencialmente mediante xilol, etanol
100%, etanol 98%, etanol 80% y agua. Cada lavado duré 20 minutos. A continuacién las
secciones se cubrieron con la tincidon de Nissl durante 1 minuto y posteriormente

fueron calentadas en horno a 602 durante 5 minutos. Tras ello, las secciones fueron
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lavadas secuencialmente con H20, etanol 96% y etanol 100%. Cada lavado durd 1
minuto. Finalmente, las secciones se introdujeron en xilol durante 2 minutos y fueron
colocadas en portas. Para determinar necrosis neuronal precoz se examinaron areas
de 1mm? de los tres I6bulos centrales del cortex parietal a 3 mm del plano posterior,
tal como se muestran en el atlas estereotaxico del cerebro del cerdo de Felix B et al.
(1999), centrandose en las capas IlI-1ll, utilizando un microscopio éptico (400x) y una
cuadricula de 50 compartimentos; se calculd la media de 3 compartimentos. Se
identificaron las neuronas normales por la presencia de los tipicos nucleos con
nucleoplasma claro y un nucléolo diferenciado rodeado por un citoplasma tenido de
purpura. Se identificaron las neuronas danadas cuando no era posible la distincidn

entre nucleo y citoplasma (picnético o necrético).

8. Valoracion de citokinas proinflamatorias en tejidos pulmonar y cerebral:

Se utilizaron 30 mg de tejido para la extraccion de proteinas y posterior cuantificacidon
de distintas citoquinas mediante un panel que nos permitié medir hasta 10 citoquinas
en cada muestra. Para la extraccion se utilizé el T-PER (Tissue Protein Extraction
Reagent. Thermo Scientific). Posteriormente se cuantific6 la concentracion de
proteinas de cada muestra utilizando el BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific), para
ajustar la concentracion de proteinas a 500ug/ml por pocillo. Para detectar y
cuantificar las citoquinas en tejido, se utilizd un panel de citoquinas especifico para

muestras de tejido porcino (Quantibody Porcine Cytokine Array, RayBiotech, Inc.).
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9. Anadlisis estadistico:

Todos los datos se presentan como media + error estandar. Mediante la prueba de
Kolmdgorov-Smirnov se comprobd que los datos no seguian una distribucion normal,
por lo que se seleccionaron desde entonces tests no paramétricos para el analisis
estadistico. Asi, para la comparacion entre dos medias se empled el test de Mann-
Whitney. En caso de comparaciones multiples, se compararon las medias mediante el
test de Kruskall-Wallis para andlisis de rangos con el test post-hoc de Dunn para
comparaciones multiples. Para el andlisis de la correlacion entre variables numéricas se
empled la R se Spearman. Se considerd significativo un valor de p< 0.05. Para el andlisis

estadistico se utilizo el paquete informatico SPSS 15.0.0.
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VI. RESULTADOS

1. GENERALIDADES

Todos los animales fueron machos. Los del grupo SHAM tuvieron una media de edad
de 1.8+0,2 dias y un peso medio de 1.8+0.1 kg; los el grupo VEH fueron de 1,7+0,2 d y
1.740,1 kg. Los del grupo CBD fueron de 2+0,1 d y 1,8+0,1 Kg. (todos p>0.05). Las
caracteristicas de edad y peso de los diversos grupos experimentales se muestran en la

Tabla 1.

Tabla I. Caracteristicas de los grupos de estudio.

Grupo SHM (n=5) VEH (n=8) CBD (n=10) p

Macho 5 (100%) 8 (100%) 10 (100%) p>0.05
Edad (dias) 1.8+0,2 1,7+0,2 210,1 p>0.05
Peso (Kg) 1.8+0.1 1.7+0,1 1,8+0,1 p>0.05

Datos de edad y peso expresados como media + desviacién estandar. SHM, sham; VEH,

vehiculo; CBD, cannabidiol.
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2. DISENO DE UN MODELO DE DANO PULMONAR SECUNDARIO A LESION

CEREBRAL HIPOXICO-ISQUEMICA

2.1 Dano cerebral hipdxico-isquémico

2.1.1. Alteracion de la funcién y flujo cerebrales

Todos los animales en el grupo de VEH desarrollaron una alteracidon profunda de la
actividad eléctrica y de la oxigenacion cerebral durante el periodo de HI, evidenciada
por una disminucion de la amplitud media en el aEEG y de las rSO2 respectivamente
respecto a los valores basales (Figuras 8 y 9). En el grupo SHAM hubo un discreto
descenso de la amplitud del aEEG respecto al basal al final del periodo de estudio,
atribuible a la sedacién; en el grupo VEH, la amplitud cayd hasta valores inferiores a 5
KV durante la HI, sin que se apreciara una recuperacién significativa durante el periodo

de estudio (p<0,05) (Figura 8).

Amplitud aEEG
% del basal

120,00
100,00 + —OAQT
80,00 .

% 60,00 =44—SHM
40,00 . T* S VEH
20,00 — - *540,05
0,00 ; ; ; ; ; .

Figura 8. Porcentaje de cambio de la amplitud media
del aEEG durante el periodo de estudio respecto a los
valores basales en los grupos de hipoxia-isquemia (VEH)
y control (SHM). B= basal; HIl= hipoxia-isquemia; D=
administracion de droga
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La rSO2 cerebral, que se mantuvo estable en SHAM, caydé de forma significativa
durante la HI en los VEH (Figura 9). Sin embargo, tras este episodio retornd a los

valores basales y se mantuvo sin cambios significativos durante el resto del estudio.

rSO2 cerebral
% respecto al basal

140
120 s
100——*—-——,—"—-'-‘——
80 +—

o e=f=SHM
AGO —k

40 . VEH

20

*p<0,05

Figura 9. Porcentaje de cambio de la saturacion
regional de oxigeno cerebral (rSO2) durante el periodo
de estudio respecto a los valores basales en los grupos
vehiculo (VEH) y control (SHM).

B= basal; Hl= hipoxia-isquemia; D= administracion de
droga
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2.1.2. Alteracion de la histologia cerebral:

La proporcion de neuronas muertas (picndticas), respecto a las viables observadas en
las secciones de cerebro tenidas con Nissl fue 5 veces superior en VEH que en SHAM
en la corteza frontoparietal, y mas de 10 veces superior en hipocampo (figuras 10a,

10b y 10c).

Figura 10a. Microfotografias de tejido cerebral con

tincidon de Nissl. A y B muestran respectivamente cortex
cerebral e hipocampo de animal del grupo SHM con
neuronas viables de aspecto normal (flechas). C y D
muestran cortex cerebral e hipocampo de animal del
grupo HI+VEH con neuronas picndticas no viables
(flechas).
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Figuras 10b y 10c. Relacién entre el nUmero de neuronas
muertas y viables con la tincion de Nissl, en cértex
frontoparietal y en el drea CA1l de hipocampo en los
grupos VEH y SHAM, al final del experimento.



2.1.3. Expresién de citokinas proinflamatorias en tejido cerebral:

La concentracion de IL-1, IL-6 y TNF-a fue significativamente mds alta en tejido
cerebral de los animales sometidos a hipoxia-isquemia y tratados con vehiculo que en

los controles (p<0,05) (figuras 11 a 13).

IL-1 en cerebro
160
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140 |
2 120 B SHM
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& 100 - VEH

80 - *p<0,05
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Figura 11. Concentracion de IL-1 en cerebro en los
grupos VEH y SHM.

IL-6 en cerebro
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Figura 12. Concentraciéon de IL-6 en cerebro en los
grupos VEH y SHM.
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TNF-a en cerebro
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Figura 13. Concentracion de TNF-a en cerebro en los
grupos VEH y SHM.

2.2. Repercusion hemodindmica de la hipoxia-isquemia cerebral

No se encontraron diferencias significativas en cuanto al gasto cardiaco o la frecuencia
cardiaca entre los grupos VEH y SHM a lo largo del estudio (Tabla 2). Sin embargo, la
tension arterial media cayo significativamente durante el periodo de observacion en el
grupo VEH en comparacion con el grupo control (-21,1% * 5,5% frente a 16,4% + 5,1%;
p<0,05) (Figura 14), pese a que recibieran farmacos vasoactivos (dopamina y/o
dobutamina) en la mitad de los casos (4 de 8), frente a ningun caso en los SHM (0/6;

p<0,05).
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TAM
% respecto al basal
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Figura 14. Porcentaje de cambio de la tension
arterial media durante el periodo de estudio
respecto a los valores basales en los grupos de
hipoxia-isquemia + vehiculo (VEH) y control

(SHM).

B= basal; HI= hipoxia-isquemia; D= administracion

de droga

Tabla Il. Variables hemodinamicas

Parametro Grupo Basal D HI 1h 3h 6h
FC (Ipm) VEH 162,1+20,2 189,9+18,3 173,4+15 189,6+14,2 183,9+20,1 163,1+13,2
SHM 150,8+11,9 167+16,1 174,2+18 166,6+16,1 166,2+15 174,8+13,4
GC VEH 35,6£1,7 39,946,2 35,6+4,5 36,516,2 35,1+4,3 34,4+4,4
(mL/Kg/min)
SHM 34,8+1,9 35,5£2,7 34+2,9 35,4127 32,9+£3,5 35,04

Datos expresados como media + desviacién estandar. FC, frecuencia cardiaca; GC,

gasto cardiaco; HI, hipoxia-isquemia; VEH, vehiculo; SHM, sham. Todos p>0,05 frente a

sham.
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2.3. Daiio pulmonar en la hipoxia-isquemia cerebral

2.3.1. Afectacion de la distensibilidad pulmonar y el intercambio de gases; edema

pulmonar

La distensibilidad dindmica (Cdin) permanecié estable a lo largo del estudio en SHM,
mientras que cayd casi un tercio en VEH (p<0,05) (Figura 15). Similarmente, el indice
de oxigenacién (10) se mantuvo sin cambios significativos con respecto a la situacién
basal durante el periodo de observacion en SHAM, mientras que aumentod
progresivamente hasta casi un 50% en los animales sometidos a hipoxia-isquemia y

tratados con vehiculo (p<0,05) (Figura 16).
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Figura 15. Distensibilidad dindmica (Cdin).
Evolucién de la Cdin en los grupos VEH y SHM a
lo largo del periodo de observacién.

Hl= hipoxia-isquemia; D= administracion de
droga
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Figura 16. Indice de oxigenacion (I0). Porcentaje
de cambio del 10 durante el periodo de estudio
respecto a los valores basales en los grupos de
hipoxia-isquemia + vehiculo (VEH) y control
(SHM).

El agua extravascular pulmonar (EVLW) aumentd discretamente a lo largo del estudio

en el grupo SHM; este aumento fue mas del doble en VEH (p<0,05) (Figura 17).

Agua extravascular pulmonar
(incremento respecto al basal)

30,00

_[*
B SHM
10,00 - — VEH
*p<0,05
0,00 -

Figura 17. Agua extravascular pulmonar (EVLW).

20,00 -
%

Incremento del EVLW durante el periodo de
estudio respecto a los valores basales en los
grupos vehiculo (VEH) y control (SHM).
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2.3.2 Valoracién del dafno histolégico pulmonar

Los animales del grupo VEH evidenciaron signos de dafo pulmonar histoldgico leve-
moderado (Figura 19). La puntuacién media de severidad en VEH casi duplico la de

SHM (p< 0,05).

Figura 18. Histologia pulmonar. (A y B) Animal del grupo VEH en el que se objetiva
edema bronquial e infiltracidn celular intersticial. (C y D) Histologia pulmonar

normal en animal del grupo control.
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Puntuacion de severidad del dafio
histolégico pulmonar
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Figura 19. Puntuacion de severidad del dafio
histoloégico pulmonar. Puntuacién de severidad del
dafio histolégico pulmonar en los grupos VEH y SHM
al final del estudio.
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2.3.3. Estudio de pardmetros de inflamacién pulmonar

2.3.3.1 Concentracion de proteinas en lavado broncoalveolar

La concentracién de proteinas en LBA durante el experimento aumentd 4 veces mas en

VEH que en SHM (p<0,05) (Figura 20).

Proteinas en LBA
(incremento de la concentracion)
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Figura 20. Variacion de la concentraciéon de
proteinas medida en LBA, al inicio y al final del
estudio, en los grupos VEH y SHM.

2.3.3.2. Expresion de citokinas proinflamatorias en tejido pulmonar

Se encontré un aumento significativo de la expresién tanto de IL-1 como de IL-6 en
tejido pulmonar en el grupo VEH (Figuras 21y 22) en comparacién con los animales del
grupo control (p<0,05). No se encontraron diferencias significativas en la

concentracién de TNF-a en pulmdén entre ambos grupos (Figura 23).
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IL-1 en pulmdn
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Figura 21. Concentracion de IL-1 en pulmdn en los
grupos VEH y SHM.

IL-6 en pulmdn

B SHM

= VEH

*p<0,05

Figura 22. Concentracién de IL-6 en pulmén en los
grupos VEH y SHM.

TNF-a en pulmon

B SHM
T VEH

125 -

Figura 23. Concentracién de TNF-a en pulmdn en los
grupos VEH y SHM.
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2.3.3.3. Relacion entre inflamacion cerebral y pulmonar

Al comparar la expresion de citokinas proinflamatorias en tejidos pulmonar y cerebral,
se encontrd una correlacidén directa entre las concentraciones de IL-1 en cerebro y

pulmén (figura 24).
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Figura 24. Correlacion entre las concentraciones de IL-
1 en pulmén y cerebro. (y=6.77x+443,5; R2=0,68;
p<0,05).
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3. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON CANNABIDIOL SOBRE EL DANO PULMONAR

TRAS HIPOXIA-ISQUEMIA CEREBRAL

3.1. EFECTO NEUROPROTECTOR DEL CANNABIDIOL

3.1.1. Efecto del cannabidiol sobre la alteracion de la funcién y flujo cerebrales

A diferencia de los tratados con vehiculo, los animales tratados con CBD
experimentaron un aumento progresivo de la amplitud del aEEG tras la HI,

acercandose a los valores observados en los SHM (Figura 25).

Amplitud aEEG
% del basal
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Figura 25. Porcentaje de cambio de la amplitud
media del aEEG durante el periodo de estudio
respecto a los valores basales en los grupos control
(SHM), hipoxia-isquemia + vehiculo (VEH) e hipoxia-
isquemia + CBD.

B= basal; Hl= hipoxia-isquemia; D= administracién
de droga
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No se encontraron diferencias significativas en la evolucion de la rSO2 entre los grupos

VEH y CBD durante el experimento (Figura 26).

rSO2 cerebral
% respecto al basal
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Figura 26. Porcentaje de cambio de la saturacion
regional de oxigeno cerebral (rSO2) durante el
periodo de estudio respecto a los valores basales
en los grupos vehiculo (VEH), cannabidiol (CBD) y
control (SHM).

B= basal; Hl= hipoxia-isquemia; D= administracion
de droga
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3.1.2. Efecto del cannabidiol sobre la alteracién de la histologia cerebral

La administracion de CBD redujo significativamente el dafio cerebral tras la HI, de
modo que la proporcién de neuronas picnodticas, tanto corteza frontoparietal como en
hipocampo, fue similar a la del grupo SHM, y de 3 a 10 veces menor que en VEH

(Figuras 27a, 27b y 27c).

Figura 27a. Microfotografias de tejido cerebral con tincidn de Nissl.

A y B muestran respectivamente cértex cerebral e hipocampo de
animal del grupo SHM con neuronas viables de aspecto normal
(flechas). C y D muestran coértex cerebral e hipocampo de animal
del grupo HI+VEH con neuronas picndticas no viables (flechas). Dy
E muestran respectivamente cortex cerebral e hipocampo de
animal del grupo CBD con neuronas viables de aspecto normal
(flechas).
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Figura 27b y 27c. Relaciéon entre el numero de
neuronas muertas y viables con la tincién de Nissl,
en coértex frontoparietal y en el drea CAl del
hipocampo, en los grupos CBD, VEH y SHAM, al final
del experimento.
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3.1.3. Efecto del cannabidiol sobre la expresidon de citokinas proinflamatorias en

tejido cerebral

La administracion de CBD tras la HI previno el aumento de la concentracion de II-1 e IL-
6 observado en tejido cerebral en VEH (Figuras 28 y 29). Este efecto, sin embargo, no

fue visible en relacion al TNFa (Figura 30).
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Figura 28. Concentracién de IL-1 en cerebro en los
grupos VEH, CBD y SHM.
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Figura 29. Concentracion de IL-6 en cerebro en los
grupos VEH, CBD y SHM.
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Figura 30. Concentracién de TNF-a en cerebro en los
grupos VEH, CBD y SHM.

3.2. Efecto del cannabidiol sobre la repercusion hemodindmica de la hipoxia-

isquemia cerebral

Los animales tratados con CBD presentaron una mayor estabilidad hemodinamica, de
modo que la caida de la tensién arterial media fue significativamente menor que en los
tratados con vehiculo (Figura 31). Ningun animal del grupo CBD recibié fadrmacos
vasoactivos (dopamina y/o dobutamina) al contrario que el grupo VEH en el que fue

necesario en la mitad de los casos (4 de 8) (p<0,05).
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Figura 31. Porcentaje de cambio de la tensién arterial
media (TAM) durante el periodo de estudio respecto a
los valores basales en los grupos de HI + vehiculo
(VEH), HI + cannabidiol (CBD) y control (SHM).

B= basal; Hl= hipoxia-isquemia; D= administracion de
droga

3.3. Efecto del cannabidiol sobre el daiio pulmonar en la hipoxia-isquemia cerebral

3.3.1. Efecto del cannabidiol sobre la afectacién de la distensibilidad pulmonar y

del intercambio de gases y el edema pulmonar

Tras la caida inicial de distensibilidad tras la HI, ésta se mantuvo estable en los
animales tratados con CBD, en los que no se apreci6 la caida observada en VEH a las 6
horas de la HI (p<0,05) (Figura 32). Similarmente, el indice de oxigenacién disminuyd
progresivamente en los animales tratados con CBD tras la HI hasta valores similares a

los SHM (p<0,05 respecto de VEH) (Figura 33).
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Figura 32. Distensibilidad dinamica (Cdin). Evolucidon de

la Cdin en los grupos VEH, CBD y SHM a lo largo del

periodo de observacion.

Hl= hipoxia-isquemia; D= administracion de droga
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Figura 33. Indice de oxigenacién (10). Porcentaje de

cambio del 10 durante el periodo de estudio respecto a

los valores basales en los grupos de hipoxia-isquemia +

vehiculo (VEH), hipoxia-isquemia + cannabidiol (CBD) y

control (SHM).

B= basal; Hl= hipoxia-isquemia; D= administraciéon de

droga
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Los animales tratados con CBD experimentaron una disminucion progresiva del agua
extravascular pulmonar, que llegd a ser inferior al basal al final del experimento, lo que
no solo resultd significativamente diferente de lo observado en VEH, sino también en

SHM (Figura 34).

Agua extravascular pulmonar
(incremento respecto al basal)
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20,00 B SHM
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Figura 34. Agua extravascular pulmonar (EVLW).
Incremento del EVLW respecto a los valores basales
durante el periodo de estudio en los grupos vehiculo
(VEH), cannabidiol (CBD) y control (SHM).

HI= hipoxia-isquemia; D= administracién de droga
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3.3.2. Efecto del cannabidiol sobre el dafio histolégico pulmonar

El tratamiento con CBD redujo la lesidn histoldgica pulmonar observada en los VEH, de
modo que la puntuaciéon de dafio histolégico pulmonar fue similar en CBD y SHM

(Figuras 35ay 35b).

Figura 35a. Histologia pulmonar. (Ay B) Animal del grupo VEH en el que se
objetiva edema bronquial e infiltracion celular intersticial (10x y 20x aumentos
respectivamente). (Cy D) Histologia pulmonar normal en animal del grupo control
(10x y 20x aumentos respectivamente). (E y F) Histologia pulmonar normal en
animal del grupo CBD (10x y 20x aumentos respectivamente).
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Figura 35b. Puntuacién de severidad del dafio
histolégico pulmonar. Puntuaciéon de severidad del
dafo histoldgico pulmonar en los grupos VEH, CBD y
SHM al final del estudio.

3.3.3. Efectos del cannabidiol sobre los parametros de inflamacion pulmonar

3.3.3.1.  Efectos del cannabidiol sobre la variacion de concentracion de proteinas

en lavado broncoalveolar

El tratamiento con CBD previno el incremento en la concentracidon de proteinas en el
lavado broncoalveolar observado en VEH al final del experimento respecto a la

concentracion (p<0,05) (Figura 36).
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Figura 36. Variacion de la concentracion de proteinas
medida en LBA, al inicio y al final del estudio, en los
grupos VEH, CBD y SHM.

3.3.3.2. Efectos del cannabidiol sobre la expresion de citokinas proinflamatorias

en tejido pulmonar

El tratamiento con CBD previno el aumento de concentracion de IL-1 observado en
tejido pulmonar en VEH (Figura 37). En relacion con IL-6, el efecto protector de CBD
fue tan intenso que la concentracién pulmonar de esta citoquina fue incluso menor
gue en SHM (Figura 38). Sin embargo, y al igual que en cerebro, el CBD no modifico la

concentracién de TNF-a en pulmdn (Figura 39).
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Figura 37. Concentracion de IL-1 en pulmdén en los
grupos VEH, CBD y SHM.
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Figura 38. Concentraciéon de IL-6 en pulmdén en los
grupos VEH, CBD y SHM.

TNF-a en pulmén

375
325 T
275 |  SHM
< " VEH
oo
S 225 - m CBD
175 -
125 -

Figura 39. Concentraciéon de TNF-a en pulmén en los
grupos VEH, CBD y SHM.
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Vil.  DISCUSION

1. LA HIPOXIA-ISQUEMIA PRODUCE DANO PULMONAR DE ORIGEN

INFLAMATORIO

1.1. Daio cerebral

Como se esperaba y de la misma forma que en estudios previos (Alvarez FJ et al. 2008,
Kurth CD et al. 2009, Lafuente H et al. 2011), la exposicién de los animales a Hl durante
30 minutos produjo dafio cerebral severo, tanto desde el punto de vista
neurofisiolégico, con afectacién importante de la actividad eléctrica (aEEG) y de la
oxigenacion cerebral (NIRS), como desde el punto de vista histoldgico. Al igual que en
otros trabajos, en el presente estudio se produjo una disminucion severa de la
amplitud del aEEG que no se recuperd en las 6 horas de observacion tras la Hl en los
animales que recibieron vehiculo frente a los controles (Alvarez FJ et al. 2008, Lafuente
H et al. 2011). Sin embargo, la rSO2, tras una caida inicial durante la HI, se recuperé
hasta valores basales. Este hallazgo es similar al encontrado por otros grupos (Alvarez
FJ et al. 2008, Kurth CD et al. 2009, Lafuente H et al. 2011), e indica el restablecimiento
del flujo cerebral y por tanto del aporte de oxigeno al cerebro. De hecho, Kurth et al
(2009) encuentran un incremento de la rSO2 por encima de los valores basales durante
la fase de reperfusion que traduce el disbalance entre aporte de 02 y actividad
metabdlica cerebral. Lafuente et al (2011) observan una caida progresiva de la
extraccion fraccional tisular de oxigeno (FTOE, Fractional Tissue Oxygen Extraction)

medida por NIRS a lo largo de las 6 horas siguientes a la HI, mientras que en el
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presente trabajo, tras la recuperacion de la Hl no se encontraron cambios significativos
en la oxigenacién cerebral respecto a los niveles basales en ninguno de los grupos a lo
largo del periodo de 6 horas de observacién. Estudios en recién nacidos con EHI
relacionan las alteraciones de la oxigenacién cerebral, tanto FTOE como rSO2 con el
fallo energético secundario, mientras que el aEEG se correlaciona estrechamente con
el prondstico (Toet MC et al. 2006). Desde un punto de vista histoldgico, en el presente
estudio, los animales sometidos a HI cerebral presentaron un menor nimero de
neuronas viables y un incremento de células muertas tanto en corteza frontoparietal
como en hipocampo, en comparacién con los controles. Estas dreas son especialmente
vulnerables a la lesidon HI en recién nacido, y particularmente la regién del hipocampo
(Volpe JJ. 2001). De la misma manera, Lafuente et al (2011), observaron 6 horas tras el
insulto HI en lechones, una pérdida de neuronas viables y un mayor nimero de
neuronas muertas, hallazgo que resultd mas evidente a las 72 horas. La apoptosis es
un fendmeno caracteristico del dafio cerebral por Hl en el cerebro inmaduro que
aparece poco después de la agresion y que coexiste con la necrosis (Alvarez-Diaz A et
al. 2007). La necrosis neuronal selectiva es la variedad de lesién mas frecuente en la
EHI neonatal y se demuestra de forma precoz, entre 5 y 30 minutos tras el inicio de la
HI, por la aparicidon de vacuolizacion citoplasmatica (Brown AW y Brierley JB. 1973, Levy
DE et al. 1975). Son hallazgos mas tardios la pérdida del reticulo endoplasmico o la
condensacién y fragmentacién del nucleo, que pueden aparecer en el humano a las

24-36 horas del insulto (Volpe JJ. 2001).

En el presente estudio, la HI cerebral indujo una respuesta inflamatoria local con

aumento de la concentracion de las citokinas proinflamatorias IL-1, IL-6 y TNF-a, asi
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como dafio histolégico. En efecto, la agresion sobre el cerebro, ya sea de origen
hipdxico-isquémico, hemorrdgico, o traumatico, provoca una respuesta inflamatoria
con activacion de la microglia, liberacion de aminodcidos excitatorios, ROS, dxido
nitrico, proteasas y citokinas proinflamatorias (Allan SM y Rothwell NJ. 2001, Volpe JJ.
2001, Martinez-Orgado J et al. 2007, A Castillo et al. 2010). Entre estas ultimas, la IL-13
juega un papel importante en la activacién de moléculas de adhesién como ICAM-1, y
TNF-a presenta un efecto citotéxico directo. La acumulacién de neutrofilos favorece, a
su vez, la liberacién local de ROS vy citokinas. (Allan SM y Rothwell NJ. 2001, Volpe JJ.

2001).

1.2. Afectacion hemodinamica

La HI cerebral se acompafié de afectacion hemodinamica evidenciada por una caida de
la tension arterial media a lo largo del periodo de observacién de 6 horas. De hecho, la
mitad de los animales del grupo VEH precisaron soporte inotrépico mientras que este
tratamiento no fue necesario en ninguno de los controles. Por el contrario, no se
encontraron diferencias en cuanto al gasto cardiaco o la frecuencia cardiaca entre los
grupos. De igual modo, estudios experimentales previos demuestran que la Hl cerebral
induce hipotension arterial y daifio miocardico evidenciado por un incremento de la
concentracién plasmdtica de troponina cardiaca T, este ultimo hallazgo atribuido a
lesidn cardiaca por isquemia-reperfusion (Alvarez FJ et al. 2008). Es conocido el hecho
de que la afectacién hemodinamica es una de las manifestaciones de la repercusién

extracerebral de la EHI y diversos estudios clinicos encuentran una frecuencia variable
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de aparicion de hipotension arterial en recién nacidos en esta situacién (Perlman JM et
al. 1989, Shankaran S et al. 1991, Martin-Ancel A et al. 1995, Shah P et al. 2004). La
inestabilidad hemodindmica, al igual que el resto de las complicaciones
extracerebrales de la EHI, se atribuye a un mecanismo compensatorio de
redistribucion del flujo sanguineo (Peeters LL et al. 1979, Sheldon RE et al. 1979,
Bocking AD et al. 1988) y, como se ha dicho en otros lugares del texto, no se han
investigado mecanismos alternativos para explicar su aparicién. Aunque no es el
objetivo de este trabajo, cabe especular que el desarrollo de una respuesta
inflamatoria sistémica tras el dafio cerebral podria provocar alteracion hemodinamica,
ya sea por disfuncion endotelial o por lesion miocardica (Wort SJ y Evans TW. 1999,

Alvarez FJ et al. 2008, Kitamura Y et al. 2010).

1.3. Daiio pulmonar

La agresion hipdxico-isquémica sobre el cerebro dio lugar a un dafio histoldgico
pulmonar, que se tradujo clinicamente en una alteraciéon de la mecdnica respiratoria,
evidenciada por una caida en la distensibilidad pulmonar, asi como por una alteracién
en el intercambio de gases con un aumento del indice de oxigenacion. No hay
evidencias de trabajos previos que describan un estudio histolégico pulmonar en
modelos animales de HI cerebral. A pesar de que la severidad del dafio histolégico fue
mayor en los animales sometidos a Hl en comparacion con los controles, el grado de
lesidn fue, en conjunto, leve-moderado. Esto puede explicarse por la corta duracién

del periodo de observacion, que fue de tan solo 6 horas. No existen precedentes de
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estudios que relacionen fisiopatolégicamente el dafio cerebral HI neonatal con dafio
pulmonar, mas alld de la consabida redistribucién del flujo sanguineo. Alvarez et al
(2008) encontraron una caida de la distensibilidad y un aumento del indice de
oxigenacion en lechones sometidos a HI cerebral, aunque estos hallazgos fueron
atribuidos a dafio pulmonar inducido por la ventilacién mecanica y éste no era el
objetivo principal del estudio. El presente trabajo, sin embargo, demuestra que la
afectacién histoldgica, del intercambio de gases y de la mecdnica pulmonar, no pueden
ser atribuidos exclusivamente a la ventilacion mecanica, ya que todos los grupos de
estudio fueron sometidos al mismo protocolo de soporte ventilatorio. En modelos
animales adultos de dano cerebral de distinta etiologia, como hemorragia cerebral o
dafo cerebral traumatico (Le Tulzo. 1997, Wu S et al. 2006, Kalsotra A et al. 2007), si se

ha establecido esta relacidon y se comentara a continuacion.

1.4. Lalesion pulmonar tras la hipoxia-isquemia es de origen inflamatorio

Se observé un incremento significativo de la concentracion de proteinas totales en el
lavado broncoalveolar en los animales sometidos a HI. La concentracién de proteinas
totales en lavado broncoalveolar es un indicador directo de la integridad del epitelio
alveolar y de la permeabilidad vascular (Kalsotra A et al. 2007, Dodd JM et al.2009).
Este incremento de la permeabilidad vascular puede producirse como consecuencia
de la lesidn vascular o debido a la respuesta inflamatoria mediada por células (Martin
TR et al. 1989). En este sentido, en el presente estudio también se objetivé un

aumento del EVLW en el grupo HI en comparacion con los controles. La medicién de
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EVLW se correlaciona con el grado de edema pulmonar, siendo una medida mas
sensible que la radiografia de térax o el indice de oxigenacién (Baudendistel L et al.
1882, Halperin BD et al. 1985). De hecho, en pacientes politraumatizados el
incremento de EVLW es un indicador de extravasacion de albumina que se altera
precozmente cuando otros pardmetros, como la oxigenacion, no muestran signos de
deterioro respiratorio (Sturm JA et al. 1986). Por otro lado, el aumento de EVLW se
correlaciona con una disminucién de la supervivencia en el paciente adulto critico
(Sakka SG et al. 2002). Los animales en el grupo Hl mostraron concentraciones
significativamente mas altas de IL-1 e IL-6 en pulmdn, dato que apoya el origen
inflamatorio de la lesién. De la misma manera, el dafio cerebral traumatico provoca un
aumento de la expresién de IL-1 e IL-6 en pulmdn (Kalostra A et al. 2007). En el
presente estudio no se encontrd un aumento de la concentracion de TNF-a en pulmén,
a pesar de que sus niveles estaban elevados de forma significativa en cerebro. Este
hallazgo es similar al encontrado por otros autores (Wu S et al. 2006) que especulan
gue puede ser debido, bien a que esta citokina quiza no juega un papel significativo en
el desarrollo de esta lesion pulmonar, o bien a que su elevacién podria ser mas tardia,
pasadas 24 horas de la lesidn. Otros mediadores inflamatorios como COX-2, LTB4 o
ICAM-1, se encuentran elevados en tejido pulmonar tras lesién cerebral (Wu S et al.

2006, Kalostra A et al. 2007).

Como ya se ha mencionado, es conocido el hecho de que la EHI neonatal se acompafia
en un alto porcentaje de casos de lesidn tisular a distancia (PerIman JM et al. 1989,
Shankaran S et al. 1991, Martin-Ancel A et al. 1995, Shah P et al. 2004). Si bien, el

desarrollo de esta complicacion se ha relacionado con un fendmeno de redistribucién
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del flujo sanguineo (diving reflex) a drganos como el cerebro, miocardio o
suprarrenales (Peeters LL et al. 1979, Sheldon RE et al. 1979, Bocking AD et al. 1988),
estudios en modelos animales de lesidn cerebral sugieren que la respuesta
inflamatoria antes referida no se limita solo al cerebro sino que por el contrario se
extiende a otros érganos (Wu S et al. 2006, Kalsotra A et al. 2007). De hecho, se ha
demostrado que el dafio cerebral severo estimula la liberacion de mediadores
inflamatorios como TNF-q, interleukinas e ICAM-1, a la circulacién sistémica (Donnelly
SC et al. 1996, Gong C et al. 2000). Se ha visto que determinadas agresiones sobre el
cerebro, se acompafian de un aumento de la permeabilidad de la barrera hemato-
encefdlica, lo cual apoyaria la hipdtesis de que la liberacion sistémica de mediadores
inflamatorios tras el dafio cerebral conduce al desarrollo de dafio tisular a distancia

(Fisher AJ et al. 1999, Lampl Y et al. 2005, Kalsotra A et al. 2007).

Hasta este trabajo no se habia investigado la relacidon entre la lesion cerebral por
hipoxia-isquemia y la lesion pulmonar a distancia. Sin embargo, si que se ha estudiado
el efecto de la isquemia-reperfusion en otros drganos sobre el desarrollo de dafio
pulmonar. La lesidn renal aguda por isquemia-reperfusion, por ejemplo, produce lesidn
histolégica pulmonar, alteracidn en la expresion de citokinas en pulmdén y aumento de
la permeabilidad vascular pulmonar (Kramer AA et al. 1999, Hoke TS et al. 2007). De la
misma manera, varios estudios demuestran una relacion entre isquemia-reperfusion

intestinal y dafio pulmonar (Schmeling DJ et al. 1989, Kadesky KM et al. 1995).
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1.5. Relacion entre inflamacién cerebral y pulmonar

En este estudio se objetivé una correlacion positiva entre las concentraciones de IL-1
en cerebro y pulmén. En consonancia, se ha descrito en ratas expuestas a un dafio
cerebral hemorragico que también se produce un incremento transitorio de los niveles
de IL-1B en pulmédn, que coinciden con un aumento significativo de esta citokina en
cerebro (Wu S et al. 2006). Esto apoyaria la hipdtesis de que el incremento de citokinas
en cerebro originadas durante la respuesta inflamatoria secundaria a la hipoxia-
isquemia, serian liberadas a la circulacidon sistémica induciendo, en ultimo término,

dafio pulmonar.

2. EL TRATAMIENTO CON CANNABIDIOL REDUCE EL DANO PULMONAR TRAS

HIPOXIA-ISQUEMIA CEREBRAL

2.1. El tratamiento con cannabidiol mejora el dafo cerebral de origen

inflamatorio secundario a hipoxia-isquemia

En el presente estudio, la administracién de CBD tras la agresion hipdxico-isquémica se
acompafié de una mejoria progresiva de la amplitud del aEEG, de un descenso de la
concentracién de IL-1, IL-6 y TNF-a en cerebro y de una disminucidon de la muerte
neuronal en la histologia. De la misma forma, trabajos previos en lechones sometidos a
HI cerebral, demuestran una mejoria progresiva del aEEG y una disminucién del dafio

histolégico cerebral con la administraciéon de CBD (Alvarez FJ et al. 2008, Lafuente H et
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al. 2011). El efecto neuroprotector del CBD tras el dafio cerebral por hipoxia-isquemia
se ha relacionado con su accidn antiinflamatoria y antioxidante (Martinez-Orgado J et
al. 2007, Alvarez FJ et al. 2008, Castillo A et al 2010, Lafuente H et al. 2011). Asi, la
administracion de CBD tras el dafio cerebral por HI disminuye la produccién de
citokinas proinflamatorias y la expresion de COX-2 e iNOS, mejora la actividad
metabodlica cerebral, disminuye la alteracién hemodinamica, asi como el desarrollo de
edema y la aparicion de convulsiones (Alvarez FJ et al. 2008, Castillo A et al 2010).
Estos efectos parecen mediados a través del receptor CB2 y por la activacidon de

receptores de adenosina en el animal inmaduro (Castillo A et al 2010).

2.2. El tratamiento con cannabidiol mejora la situacion hemodindamica tras la

hipoxia-isquemia cerebral

Los animales tratados con CBD experimentaron una menor caida de la tensién arterial
media a lo largo del periodo de observacion que los que recibieron vehiculo. Ademas,
ninguno de los animales que recibieron CBD precisé soporte inotrdpico. Estudios
previos demuestran un beneficio del uso de CBD sobre la situacién hemodindamica en
lechones sometidos a HI cerebral, asi como en modelos animales de isquemia
miocardica (Durst R et al. 2007, Alvarez FJ et al. 2008). Este efecto se ha atribuido a la
activacion de receptores de adenosina (Durst R et al. 2007). Por otro lado, varios
trabajos demuestran un efecto protector miocardico y de preservacion de la funcion
endotelial coronaria de los endocannabinoides que parece mediado a través de

receptores CB1 y CB2 (Krylatov AV et al. 2001, Ugdyzhekova DS et al. 2001). Aunque

73



se considera que CBD tiene muy baja afinidad por receptores CB1 y CB2, estudios en
modelos animales inmaduros demuestran que los efectos antiinflamatorios y
neuroprotectores de CBD estdn en parte mediados por CB2 (Castillo A et al. 2010). Por
tanto, los efectos hemodinamicos observados en el presente estudio tras la
administracion de CBD podrian estar relacionados tanto con receptores de adenosina
como CB2. Sin embargo, al no ser éste un objetivo del estudio, esto pertenece al

terreno de la especulacién.

2.3. El tratamiento con cannabidiol mejora el daio pulmonar secundario a la

hipoxia-isquemia cerebral

La administracion de CBD tras la HI cerebral produjo un incremento significativo de la
distensibilidad pulmonar dindmica y un mejor intercambio de gases, con una
disminucién del indice de oxigenacion tras la administracion de la droga hasta alcanzar
valores similares a los de los controles. Asi mismo, el dafio histolégico fue inferior en
los animales tratados con CBD en comparacién con los que recibieron vehiculo. El
Unico antecedente en la literatura del beneficio de los cannabinoides en el dafo
pulmonar a distancia proviene de un estudio realizado en lechones sometidos a
hipoxia-isquemia cerebral (Alvarez FJ et al. 2008). En ese trabajo, se evidencié una
mejoria de la mecanica pulmonar y del intercambio de gases tras la administracién de
CBD, sugiriendo la hipétesis de que esto podria deberse al efecto antiinflamatorio de
esta droga, aunque al no ser el objetivo del estudio esta posibilidad no pudo ser

confirmada. Ademas, la apariciéon de afectacién respiratoria en este modelo de HI
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cerebral fue atribuida a dafo pulmonar inducido por la ventilacién mecdnica.
Curiosamente, un trabajo previo con perros adultos ventilados mecanicamente
describié que el CBD a 1 mg/kg IV reducia la distensibilidad pulmonar (Pertwee RG,
2004); las diferencias en especie animal, grado de maduracion y método de

ventilacidn, sin embargo, impiden la comparacién de estos resultados con los nuestros.

2.4. El tratamiento con cannabidiol disminuye Ila inflamacion pulmonar

secundaria a hipoxia-isquemia cerebral

La administracion de CBD se acompaid de una disminucion de los parametros
inflamatorios antes referidos. Observamos un descenso de la concentracién de
proteinas en LBA y del EVLW, lo cual sugiere una disminucion de la permeabilidad
vascular, asi como una disminucién de la expresion de IL-1 e IL-6 en pulmdn y una
disminucién del dafio histolégico. No hay estudios en la literatura que valoren el efecto
antiinflamatorio del CBD en pulmén. Las citokinas proinflamatorias inducen la
expresion de moléculas de adhesion tales como ICAM-1 por parte de las células
endoteliales favoreciendo la adhesién y extravasacién de leucocitos (Kataoka H et al.
2004). Rajesh et al demostraron que la estimulaciéon del receptor CB2 atenua la
activacion de las células endoteliales humanas mediada por TNF-a, la migracién
transendotelial de monocitos y la adhesién de éstos al endotelio (Rajesh M et al.
2007). Dado que se ha descrito la presencia de receptores CB2 en células endoteliales
de pulmdn (Zoratti C et al. 2003), cabe especular que la disminucion de la produccién

de citokinas proinflamatorias derivada del tratamiento con CBD podria ser responsable
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de la disminucién de la permeabilidad vascular observada en el presente estudio a
través de este mecanismo. La disminucidn de la expresion de citokinas
proinflamatorias y la reduccién del dafio histoldgico en pulmdn observada en este
estudio tras la administracién de CBD es similar a la encontrada en modelos de lesidn
en otros organos (Borrelli F et al. 2009, Pan H et al. 2009, Castillo A et al. 2010),
aungue como se ha dicho previamente es la primera vez que se describe en pulmon.
Queda por determinar si la disminucidn de la concentracidn de IL1 e IL-6 en pulmon, la
reduccién del dafio histolégico y de la permeabilidad vascular observados con el
tratamiento con CBD se deben a un efecto local en el pulmdn o a la disminucion del
proceso inflamatorio en cerebro. La presencia de una correlacién positiva en este
trabajo entre la concentracion de IL-1 en cerebro y pulmén sugiere que la liberacién de
citokinas en cerebro es en parte responsable del dafo pulmonar, y que por tanto, la
reduccion de la inflamacién en cerebro con el tratamiento con CBD tendria como
efecto una reduccion del dafio pulmonar. Por otro lado, en el presente estudio se
observd que los animales tratados con CBD presentaron una concentracion de IL-6 y
un incremento del EVLW significativamente menor que los controles, lo cual sugeriria
un efecto protector antiinflamatorio local sobre el dafio pulmonar inducido por la
ventilacién mecdnica independiente de su accidén sobre el cerebro. En favor de esta
hipdtesis, varios estudios han demostrado efectos antiinflamatorios de CBD fuera del

SNC (Borrelli F et al. 2009, Pan H et al. 2009).
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Vill. CONCLUSIONES

1. El dafio cerebral hipdxico-isquémico induce lesién pulmonar a distancia de

origen inflamatorio:

1.1 Disminuye la distensibilidad pulmonar dindmica, altera el intercambio de

gases e induce edema pulmonar.

1.2 Provoca lesidn histolégica pulmonar.

1.3 Da lugar a un incremento de la permeabilidad vascular pulmonar.

2 Provocaincremento de citoquinas proinflamatorias en pulmén.

3 El tratamiento con cannabidiol tras el episodio hipdxico-isquémico cerebral reduce

el dafio pulmonar:

3.1 Disminuye el edema pulmonar, mejora el intercambio de gases e

incrementa la distensibilidad dindamica.

3.2 Disminuye el dafio histoldgico pulmonar.

3.3 Disminuye la alteracién de la permeabilidad vascular pulmonar.

3.4 Disminuye la inflamacién pulmonar con reducciéon de las citoquinas en

tejido.
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4 Se ha caracterizado un nuevo modelo de dafio pulmonar secundario a lesidn
cerebral hipdxico-isquémica en lechones recién nacidos que induce eficazmente

lesidn cerebral y pulmonar demostrable funcional e histolégicamente.
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IX. SINTESIS FINAL

La lesion cerebral por hipoxia-isquemia produce una respuesta inflamatoria en el
pulmon caracterizada por aumento de la permeabilidad vascular, edema pulmonar,
alteracion histoldgica e incremento de la concentracidn de citokinas proinflamatorias.
En este escenario, el tratamiento con CBD disminuye el dafio pulmonar, efecto que
podria derivarse de la reduccién del dafio cerebral, pero que también podria ser
resultado de una accion antiinflamatoria local en pulmén, o de una combinacién de

ambos mecanismos.

Este trabajo fue financiado mediante becas del Fondo de Investigaciones Sanitarias (FIS

PS09/01900) y de GW Pharmaceuticals (GWCRI09119-2).
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