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Frankenstein. Mary Shelley

“A veces he creido hasta en seis cosas imposibles antes del desayuno”

Alicia en el Pais de las Maravillas. Lewis Carroll






A mi padre






AGRADECIMIENTOS

Al comienzo de la Tesis he escuchado de multitud de bocas lo mucho que cambia la
vida del tesinando durante esta etapa. Cinco afios dan para mucho en todos los dmbitos. Por
eso, pese a que este libro es un informe de investigacién y no una autobiografia, no puedo
disociar la simbiosis entre las vivencias personales y las experiencias profesionales. Las muchas
horas de dedicacion que requiere la investigacion, el trabajo en equipo, la colaboracién y las
reflexiones entre pipeteos y cuantificaciones hilan una madeja que teje el esbozo de una
segunda familia. Dicho esto, quiero mostrar mi agradecimiento a todas aquellas personas que,
de un modo u otro, me han acompafiado durante este recorrido cambiando mi vida y haciendo

posible la consecucion de esta Tesis Doctoral.

Gracias, en primer lugar, a mis directoras de Tesis por darme la oportunidad de formar
parte de su equipo de investigacién. Agradezco su inestimable ayuda pues sin su orientacién y
consejos esta Tesis no hubiera sido posible. Gracias a Maribel por la confianza depositada en
mi y por su apoyo y comprensidn en todos los momentos dificiles que me han tocado vivir a lo
largo de estos afos. A Esther gracias por su carifio y gentileza, por su confianza y por su actitud
siempre dispuesta a ayudar. A Lola gracias por su complicidad y su sempiterna alegria

contagiosa que da los microlitros de buen rollo necesarios para animar el dia.

A mis compafieros de laboratorio. A Franci y Ana gracias por todos los momentos
compartidos, por tantas sonrisas y ldgrimas que nunca olvidaré. A ellas y también a Maria,
gracias por haberme ayudado a aprender y descubrir tantas cosas de la vida y de mi misma
gue desconocia. Al actual reparto, gracias por haber estado al pie del cafién en esta segunda
parte del partido, la mdas dura para mi y que sin eleccidon habéis tenido que sufrir vosotros
también. A Rebeca gracias por esa sacudida a tiempo (lo siento, itenia que decirlo!) que toda
buena amiga acaba dando a la otra, aun antes de saber que lo son. Gracias neniia por ser
como eres, como cientifica, como compariera y sobre todo como persona. A Pableras gracias
por haber aparecido un dia para trastocar un poco mi mundo, intentando comprender lo
incomprensible y reveldndome nuevas perspectivas basadas en el carifio y un companerismo
de 10. A Cris gracias por estar ahi, por tu apoyo, tu compafiia y tu camaraderia. Al resto de
compafieros y a la chavalada que ha pasado mas o menos fugazmente por el laboratorio a lo

largo de los afios, gracias por todos los buenos momentos compartidos.

A Manolo, M2 Luisa y Fernando gracias por su asistencia técnica y su amabilidad

durante todos estos afios. A M2 Elena gracias por su ayuda y su gentileza.



A Marién, con quien he compartido largas horas de experimentacién, gracias por su

inestimable ayuda siempre con una sonrisa y un gesto amable.

A mis colegas de departamento, tanto a los que aun permanecen como a los que ya
volaron, gracias por los buenos ratos y las risas durante las horas de la comida que hemos
compartido en multitud de ocasiones. Gracias a todos por tanta amabilidad que me demuestra

gue el compafierismo llega mas allad del propio laboratorio.

A mi familia al completo y a todos mis amigos de fuera del gremio gracias por todo el
apoyo recibido. A mi madre le agradezco el haberme inculcado esa necesidad imperiosa de
comprender y razonar todo cuanto me rodea que tan necesaria es en el mundo de la
investigacion cientifica. Gracias madrecita del alma querida por ensefiarme y demostrarme
cada dia que tras hallar obstaculos siempre es posible encauzar el camino y continuar adelante
por lo que quieres o por los que amas. Gracias por ser la creadora de esta pifia con tantos
pifiones y mantenerla unida. Gracias por tu coraje. Gracias por tu amor. A mi padre quiero
agradecerle la mejor herencia del mundo: la capacidad creativa y el autodidactismo que me
permiten ser cada dia un poquito mas aprendiz de todo, aunque maestro de nada. Gracias
papichulo por demostrarme lo importante que son en la vida las ilusiones, aunque a veces no
se lleguen a alcanzar. A ellos dos, gracias por darme esa mezcla de cualidades y aptitudes que
me orientan profesionalmente, ademds de por haber conseguido con su esfuerzo y sacrificio
qgue yo haya podido llegar hasta aqui. A mis hermanos, hermanas, sobrinos, tios, primas y
gatos, asi como a mi nueva familia gracias por vuestro carifio, vuestra confianza en mi y

vuestro apoyo incondicional.

Y por ultimo, porque lo bueno se hace esperar, gracias a Carmen por absolutamente
todo. Por haber sido la otra parte de un puzzle de dos piezas que me ha mantenido a flote
frente a todos los altibajos que he experimentado durante esta embajada. Gracias por no dejar
nunca de confiar en mi, aun cuando ni yo misma lo hacia. Gracias por saberlo todo antes que
yo sin reprocharlo, por ayudarme a ser consciente de las cosas, por comprenderme en muchos
momentos y por respetarme en otros menos comprensibles. Pero sobre todo, Carmelilla
gracias por haberme dejado con vida durante la escritura de la Tesis a costa de tu increible

infinita paciencia.









ABREVIATURAS

a-MeDa: a-metildopamina

pm: Micrémetro

5-HIAA: acido 5-hidroxiindolacético
5HT: 5-hidroxitriptamina o serotonina
ACh: Acetilcolina

ACTH: Hormona Adrenocorticotropa
ADC: Coeficiente de difusion aparente
ADH: Hormona antidiurética

ADN: Acido desoxirribonucléico
ANOVA: Andlisis de la varianza

AP: Proteina adaptadora

AQP4: Aquaporina-4

ATP: adenosin trifosfato

BBG: Brilliant blue G

BHE: Barrera hematoencefalica

BOE: Boletin oficial del Estado

BSA: Albumina de suero bovino

CB2: Receptores de cannabinoides tipo-2

CIA: Agencia Central de Inteligencia
CYP1A2: Citocromo 1A2

CYP2D: Citocromo 2D

CYP450: Citocromo P-450

DA: Dopamina

DAMP: Patrones moleculares asociados a
dafio

DAT: Transportador de dopamina
DB: Distrobrevina

DEA: Agencia estadounidense para el
Control de Estupefacientes

DG: Distroglicano

DUSP: Fosfatasa de especificidad dual
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
EEG: Electroencefalografia

EEM: Error estandar de la media
EE.UU: Estados Unidos

ERK: Kinasa regulada por sefiales
extracelulares

g: gramo
GFAP: Proteina 4cida fibrilar glial

GSH: Glutation

GTAasa: Trifosfatasa de guanosina

h: hora

HHA: 3,4-dihidroxianfetamina

HHMA: 3,4- dihidroximetanfetamina
HMA: 4-hidroxi-3-metanfetamina

HMMA: 4-hidroxi-3-metoximetanfetamina

HMGB-1: Proteina del grupo 1 de alta
movilidad



HPLC: Cromatografia liquida de alta
resolucidn

i.c.v.: Intracerebroventricular

I1gG: Inmunoglobulina G

IL-1B: Interleuquina-1B

IL-6: Interleuqina-6

iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible
i.p.: Intraperitoneal

IRM: Imagen por resonancia magnética
i.v.: Intravenoso

JAM: Moléculas de unién por adhesién
JNK: Kinasa c-jun N-terminal

kDa: Kilodalton

Kg: Kiligramo

LCR: Liquido cefalorraquideo

L/min: Litro por minuto

LRP-1: receptor de lipoproteinas de baja
densidad tipo 1

M: Molaridad
MAO: Monoaminoxidasa

MAPK: Proteina kinasa activada por
mitégenos

MAPS: Asociacion multidisciplinar para
estudios psicodélicos

MDA: 3,4-metilenodioxianfetamina
MDEA: 3,4-metilenodioxietanfetamina

MDMA: 3,4-metilenodioximetanfetamina

Meth: Metanfetamina

min: Minuto

mg: Miligramo

mg/Kg: Miligramo/kilo

ml: Mililitro

mM: Milimolar

MMP: Metaloproteinasa

MT-MMP: Metaloproteinasas de membrana
NA: Noradrenalina

NAT: Transportador de noradrenalina
NF-kB: Factor nuclear — kB

ng: Nanogramo

N-Me-a-MeDA: N-metil-a-metildopamina
NO: Mondxido de nitrégeno u éxido nitrico
NOS: Oxido nitrico sintasa

OAP: Conjunto ortogonal de particulas

p: p-valor

p38 MAPK: Proteina kinasa activada por
mitégenos p38

PAI-1: Inhibidor del activador del
plasmindgeno-1

PBN: a-fenil-N-tercbutilnitrona

PDGF: Factor de crecimiento derivado de
plaguetas

PET: Tomografia por emisidon de positrones

PTSD: Trastorno de estrés post-traumatico



RAGE: Receptor de productos finales de
glicacién avanzada

RL: Radicales libres

ROI: Region de interés

ROS: Especies reactivas de oxigeno
RNS: Especies reactivas de nitréogeno

SB-3CT: 2-[[(4-fenoxifenil)sulfonillmetil] -
thiirano

SDS: Dodecilsulfato sédico
SERT: transportador de serotonina
SNC: Sistema nervioso central

SPECT: Tomografia computarizada de
emisién monofotdnica

syn: Sinucleina

T,: Tiempo de relajacién transversal
TCA: Acido tricloracético

TE: Tiempo de eco

TGF-B: Factor de crecimiento transformante
beta

TIMP: Inhibidor tisular enddgeno de
metaloproteinasas

TLR: Receptorde tipo Toll

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa
tPA: activador tisular del plasmindgeno
TPH: Triptéfano hidroxilasa

TR: Tiempo de repeticion

UCM: Universidad Complutense de Madrid

uPA: Activador del plasmindgeno tipo
uroquinasa

VEGF: Factor de crecimiento endotelial
vascular

VEH: vehiculo
VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

VMAT:  Transportador  vesicular de

monoaminas
Vs: versus
Z0-1: Zonnula occludens

[3H]: Tritio






INDICE

Y U L 1
SUMMARY ...coiiiiiinnnniiisinnniansiissssnnensisssnsntemssssssansssssssssssnssssssssns sssssssnsssanes 7
INTRODUCCION ....ouereininnnsssensssssssnse e sssss s ssssssssssassssssssssssssassssssssans 13
BLOQUE [: MDA ...ttt ettt s st st v snaae s 13

1. ASPECLOS BENEIAIES ..ottt sttt et st st se et e s e e e st sreee e s aesnens 13

2. Historia de 1a MDIMA ...ttt e st s s 13

3. MDMA €N ESPAMNA weecceeeiieeiectieccee sttt sttt e et e st st beae e et e ste s s e e neennan 14

L o] o KU 4T RO TTPPIN 15

5. FOrMatos oottt s 16

6. QUIMICA Y SINEESIS cvvriieieiiece et e ettt e ste s re s e es et s een e s 18

7. FArMQACOCINGTICA ouviveeeeeeeeeiet ittt sttt st st bt st e e s 18

8. Toxicidad y Mortalidad ........coeeiveiieiniriiiecece e 20

9. AdIiCCION Y AEPENUENCIA vuovviveeeecre ettt et e eer et e e saesteesaeesseraesaennns 21

10. Efectos de la administracion de MDMA en rata .......ccceeeevneeenecninece s 22
10.1. Disfuncién neuroquimica y neurotoxicidad ........cccecvvvieieiceiveseceeeenn, 22

10.2. EStrés oXidatiVo ...ccceeeieeirececieceiciie e e 25

10.3. Neuroinflamacion ...ttt e s 26

O o Yo =T o (= o o V- TS 27

10.5. Efectos fiSiOIOZICOS ....ceoeieriieecietetstet sttt et 28

10.6. Efectos comportamentales y alteraciones cognitivas .........cccceeevenenee. 28

11. Efectos de la MDMA en primates N0 humanos ........ccceeveeceeceveeeee e e, 28

12. Efectos del consumo de MDMA en humanos ........c..cecevveeieenneeineneece s 29
12.1. Efectos neuroquimicos Y NEUIrOtOXICOS ......ccvvveerveviiereinrecrecreeeeeerreseennens 30

12.2. Efectos fisioldgicos y pSiCOIOZICOS .....cvvririrrireirrieeieeee e 31
BLOQUE Il: BARRERA HEMATOENCEFALICA ..ot e 34

1. ASPECLOS BENEIAIES ..ottt sttt s re e s et e e e steseesnneneannens 34

2. Fisiologia de [a BHE .....cccooiiiiiee ettt e s st b e 35

3. Estructura de la BHE: UniOn NeUrovasCular .........oveveenncineinecne e 36

I R =] 10| T =Y o o) =] [ =1 [=T PR 38



I IF- 10 011 o = I o 1 1= PR 40

3.3, ASTIOCITOS ittt 42
3.4, PEIICITOS vttt e 44
3.5, NEUFONAS ..ottt e et et e s sn e ea e 44
3.6. Microglia perivascular y pericitos circulantes ........ccccoeeveveeiecceivievveeienns 45
4. Regulacidny alteracion patolégica de la BHE .......oooeeveeiceeeeerieeeeeee e, 45
4.1. Modulacién de la integridad de la BHE por protedlisis .......c.ccccevuenenneeee. 47

4.1.1. Metaloproteinasas de Matriz .....ccceevveeccecveecene e, 48

4.1.2. Activador tisular del plasminOgeno .......ccccceieivrereireeie e e 50

4.2, ESrés OXidatiVO ....ceeeieierie e e e e 51

O T =T 0 o] o 1= - L (U1 - OO RPRSUROPRPOPPR 52

4.4, INFIAMACION ..ot e s e e e 52

5. Consecuencias de la alteracion patoldgica de la BHE: edema. ... 55

6. MDMA y alteracion de 1a BHE ........oovivininereieece e e e 56
HIPOTESIS Y OBJETIVOS ......ouecriricnecnnsnensssesssesssssssssssssssssssssssssssssessensssen 59
MATERIAL Y METODOS ......uoviereerienerenensessssssssesesssssssssssssssssssssssassssssens 61
Lo ANIMAIES et e et st er et e b e e e b e 61

2. Compuestos admMiNISTrAdOS ........euvevieeeineirecee ettt et ee b e e e sreere e 61

3. DiseNo eXpPerimental ... e e s 62

3.1. Estudio del efecto de la administracién de MDMA sobre la

permeabilidad de la BHE mediante Azul de Evans ........ccoooeeevvievecnnenen. 63
3.2. Estudio del efecto de la MDMA sobre la actividad enzimatica y la

expresion de proteinas implicadas en la integridad de la BHE ................ 64
3.3. Estudio del efecto de la MDMA sobre la formacion de edema

mediante resonancia magnética: parametros T y ADC .....cccevevevervennne 65
3.4. Estudio del efecto de la inhibicion de la actividad MMP-9

mediante la administracion de SB-3CT sobre los cambios

INAUCIAOS POr IMIDIMIA ...ttt sae st st e 66
3.5. Estudio del antagonismo de receptores P2X; sobre los efectos

inducidos por la administracion de MDMA .........ccccovveeeeevecieciee e 67

4. Medida de la temperatura rectal ... 68



5. Extravasacion de Azul de EVans ... 69
6. Extravasacion de IZG enNdOZENG .....ccccvvevriciiieertvietieeecee et sre v s 69
7. Estudios de expresiéon mediante inmunohistoquimica .........cccceveverieineeenenee. 70
8. Estudios de actividad enzimatiCa .......cccvveieeiveeiine e e 72
8.1. Extraccidn y preparacion de mMUESLIas ......ceveveereereevieeerersesies e e een e, 72
8.2. Zimografia en gel para la determinacion de la actividad gelatinasa
de MIMP-2 Y MIMP=9 ..ot s s s e e 72
8.3. Zimografia en gel para la determinacién de la actividad
caseinolitica de MIMP-3 ... e 73
8.4. Zimografia en gel para la determinacidn de la actividad del
activador tisular del plasminOgENO .......ccueccveeeeieciceereeee e 73
9. Estudios de expresion proteica mediante Western Blot .......c.ccevveeveeveeneeenen, 74
10. Estudios de resonancia MagnétiCa .......c.cceveeveeceeceeieecese e e, 76
11. Determinacion de pardmetro de neurotoxicidad .......ccccevveeiiievececceenreeii 77
11.1. Determinacidn de los niveles hipocampales de 5-HT y 5-HIAA ........... 77
11.2. Determinacidn de los lugares de recaptacion de 5-HT marcados
con [3H]-paroxetina .................................................................................. 78
12. Determinacién de la concentracidn proteica de las muestras ..........ccccuuu.e..e. 79
0720 W |V 1= € o [o T [T Ko 1YY/ OO 79
13.1. Modificacidn del método de LOWIY .......cueceeceevecceeeeeeeee et e 79
13. Analisis estadistico de [0S resultados ..........cccooeveueeiieninincininee e 80
RESULTADOS ......cooiiiiiiiinnniiisissssnanteisssssnsnsssssssssanssssssssssssssssssans osssssssasssoss 81
BLOQUE I: Efectos de la MDMA sobre la BHE .........ccccooiviiniicncicniene. 81
1. Efecto de la MDMA sobre la permeabilidad de la BHE ..........ccccccvevevvrveneeenenne. 81
1.1. Extravasacion del colorante Azul de Evans ..........ccccccveveinncicineecnennenn 81
1.2. Efecto sobre la extravasacion de 1gG enddgena ......cccceeveeeeeereivennnne. 82
2. Efecto de la MDMA sobre la integridad de [a BHE ........ccooooveve e veveeseeenee, 83
2.1. ExXpresion de clauding-5 .......eviiceie ettt eer e ere e 84
2.2. Expresion de proteinas de la ldmina basal ... 88
3. Efecto de la MDMA sobre la generacion de edema .......coccovvvevevcenenenieiennnns 90

3.1. Estudios de resonancia MagneétiCa .....ccocevrreereeiienievene s s, 90



3.2. Efecto de la MDMA sobre la expresion de AQP4 ........ccceveeveceevreerveceennne. 92
4. Efecto de la MDMA sobre las proteasas que regulan la integridad
E 1A BHE ...ttt e s e e 94
4.1. Actividad y expresion de metaloproteinasas de matriz .......cccccvvvveennee. 94
4.2. Actividad y expresidn de tPA. Expresidn de plasmindgeno y de LRP-1... 97
4.3. MAPKs: p38 MAPK, ERK1/2 ¥ INK ..ccveviiririieeecini ettt s 98
5. Efecto de la administracién del inhibidor de gelatinasas, SB-3CT

sobre la alteracion de la BHE inducida por MDMA .........cccoveiveveiveececneeeeeees 100
5.1. Efecto de la administracion de SB-3CT sobre los cambios inducidos

por MDMA en la actividad y en la expresién de MMP-9 ...........ccccueune.e. 100
5.2. Efecto de la administracion de SB-3CT sobre los cambios inducidos

por MDMA en la fosforilazion de p38 MAPK ........cccveveveereceenreervvenerennen 102
5.3. Efecto de la administracion de SB-3CT sobre los cambios

inducidos por MDMA en la expresidn de claudina-5 ........ccoceveevecveeeneene, 102
5.4. Efecto de la administracion de SB-3CT sobre los cambios inducidos

por MDMA en la generacion de edema .......ceceueieieivenineneeeeneeieeeseenens 103
5.5. Efecto de la administracion de SB-3CT sobre los cambios

inducidos por MDMA en la expresion de AQP4 ..........ccoveeevevevennenne. 104
5.6. Efecto de la administracidn de SB-3CT sobre los cambios

Inducidos por MDMA en expresion de LRP-1 .........cocoeeveveeecceeceieeieene, 105

5.7. Efecto de la administracion de SB-3CT sobre los cambios

inducidos por MDMA en la temperatura rectal ........cccceevvve e cceeereernnenne. 106
BLOQUE II: BHE, neuroinflamacién y neurotoxicidad ............ccceeuvenee. 108
6. Efecto de la MDMA sobre la respuesta neuroinflamatoria .......ccccccevveeveennenne. 108

6.1. Activacion mMicroglial .......ccccueoeieieicicieeee e 108
6.2. ACtiVaCioN aStrOCItaria ......cccccevrueiriire ettt s s 110
6.3. EXpresion del reCeptor P2X7 ..ot 112
.4, IL-1B Y HMGB 1 .o ceeeee e ees e eseeeeeseescesseseesese s s eesseeses s 114

7. Efecto del antagonismo de receptores P2X; sobre los cambios
inducidos por MDMA en la respuesta neuroinflamatoria ......ccccccoeeee e 114
7.1. Efecto de BBG y A-438079 sobre la expresion del receptor P2X;............ 114

7.2. Efecto de BBG sobre la activacion microglial y astrocitaria ........cc.......... 116



7.3. Expresiéon de BBG sobre la expresion de IL-1B .....ccoveeveeveeveieceecceeereeennnen. 119
8. Efecto del antagonismo de receptores P2X; sobre los cambios
inducidos por MDMA en 1a BHE ......ccooiioieeeecee ettt s 119
8.1. Efecto de la administracion de BBG sobre la alteracion de la
permeabilidad de la BHE inducida por MDMA: IgG enddgena ................ 120
8.2. Efecto del antagonismo de receptores P2X7 sobre la alteracion
inducida por MDMA en la expresidn de laminina y colageno-IV ............ 121
8.3. Efecto del antagonismo con BBG sobre los cambios inducidos por
MDMA en la actividad de MMP-9y MMP-3 .......cccooviriieeceeeecen, 125
8.4. Efecto de la administracion de BBG sobre los cambios inducidos
por MDMA en la expresion de tPA y plasmindgeno ........ccevvevvvvenen. 125
9. Efecto de lainhibicién de la actividad MMP-9 mediante SB-3CT sobre
los cambios inducidos por MDMA en la respuesta neuroinflamatoria ....... 126
9.1 Efecto de SB-3CT sobre la activacidn microglial y astrocitaria ............. 126
10. Efecto del antagonismo de receptores P2X7 sobre la
neurotoxicidad inducida por MDMA .......cccceirinernrenceeee e 129
10.1. Niveles tisulares de 5-HT, 5-HIAA y densidad SERT .......c.cccceveveennne. 129
11. Efecto de la administracion de BBG y A-438079 sobre la

hipertermia inducida por MDMA ...t st 129
DISCUSION ....ccuvierinsnsissss s sssssssssssssssssssssssssssssssmassssmsssssessssssssssssssses 133
CONCLUSIONES .......cuiiiiiiiiiiiinniiiiniiennsnssssisssssiessssssnsssssns essssssasssssessness 153
REFERENCIAS ...ttt snnssssns s e s sssnessssssssssssnsssssnssasnne e 155






RESUMEN






RESUMEN

Cambios en la actividad metaloproteinasa y en la
integridad de la barrera hematoencefalica inducidos por
MDMA

INTRODUCCION

La 3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA), comunmente denominada éxtasis, es una
droga psicoactiva de disefio cuya administracion periférica produce liberacion masiva e
inmediata de monoaminas [1] y neurotoxicidad serotoninérgica a largo plazo [2-6]. A corto plazo
activa la respuesta neuroinflamatoria [7-10] e induce hipertermia [1, 11] en correlacién a la
magnitud del dafio neurotdxico en ratas. Tanto el metabolismo de la MDMA como el de las
monoaminas induce de forma inmediata la generacidon de especies reactivas de oxigeno que
participan notablemente en la neurotoxicidad [1]. Algunos de estos efectos, concretamente el
intenso estrés oxidativo, la activacién de la respuesta inflamatoria y la hipertermia cerebral, son
factores implicados en la alteracion de la barrera hematoencefalica (BHE) en patologias como la
isquemia, la esclerosis multiple, la epilepsia o las enfermedades neurodegenerativas, [12-20]. Las
citoquinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6 y TNF-a) y las especies reactivas de oxigeno pueden
modificar la permeabilidad o integridad de la BHE a través de la produccién o activacién de
proteasas [15, 21]. La microglia y los astrocitos son capaces de producir estos mediadores
durante la respuesta neuroinflamatoria. Uno de los principales receptores involucrados en la

activacion glial en condiciones de dafio tisular es el receptor P2X;[22-25].

Las enzimas proteoliticas metaloproteinasas (MMPs) y serin-proteasas como el activador
tisular del plasminégeno (tPA) pueden modular la permeabilidad de la BHE al degradar proteinas
de la ldmina basal y de las uniones estrechas. El incremento en la actividad de estas proteasas es
frecuente en patologias que cursan con alteracién la de la barrera [14, 26-29]. Las principales
MMPs involucradas en este contexto son las gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) y la estromelisina-1
(MMP-3) [15, 30-32]. El tPA participa en la produccién y activacion de MMP-9 mediante su
interaccion con el receptor de lipoproteinas de baja densidad tipo 1 (LRP-1) y en la activacién de
MMP-3 por plasmina que se genera a partir del plasmindgeno, su principal sustrato [31, 33, 34].
La alteracion de la BHE puede facilitar la entrada de agua al tejido desde la sangre y producirse
un desequilibrio electrolitico que desencadenaria la formacién de edema vasogénico [35-37]. En
conjunto, todas las consecuencias derivadas de la alteracién de la BHE contribuirian, en dltima
instancia a producir o agravar el dafio tisular, la disfuncidon neuronal y la neurodegeneracion

[16].
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En base a las evidencias de que la MDMA produce estrés oxidativo, hipertermia y la
activacion de la respuesta neuroinflamatoria, factores todos ellos que median la alteracion de la
BHE, parece razonable pensar que esta droga pueda inducir la alteracién de la BHE en el
hipocampo de la rata. Por lo tanto, esta Tesis Doctoral se centra en el estudio del efecto de una
dosis neurotdxica de MDMA sobre la permeabilidad de la BHE y la integridad de las uniones
estrechas y la [dmina basal, ademads de su regulacién mediante proteasas. También se analizé la
implicacion de la respuesta neuroinflamatoria en dichos cambios y su efecto sobre la

neurotoxicidad a largo plazo.

MATERIAL Y METODOS

Para responder a los objetivos planteados se estudio el efecto de una dosis neurotoéxica
de MDMA (12,5 mg/Kg i.p.) sobre la BHE en el hipocampo de ratas macho Dark Agouti. Se
analizo el efecto temporal (1, 3, 6 y 24 h) de la MDMA sobre la extravasacion de trazadores (Azul
de Evans e IgG enddgena), la expresion de proteinas (claudina-5, laminina, colageno-IV y AQP4) y
la generacién de edema. También se estudid la progresiéon temporal de la expresién y la
actividad proteolitica de MMP-2, MMP-9, MMP-3 y del tPA, determindandose ademas la
expresién de su sustrato, plasmindgeno y del receptor LRP-1, asi como la expresién de las
principales MAPKs (p38, ERK1/2 y JNK). Para evaluar la implicacion de MMP-9 en los cambios
inducidos por MDMA se administré el inhibidor SB-3CT (25 mg/Kg i.p.). Por otro lado, se estudid
el efecto temporal de la droga sobre la respuesta neuroinflamatoria analizando la expresién de
marcadores especificos de microglia (OX-42) y astrocitos (GFAP), asi como la de receptores P2X5,
de IL-1B y de la proteina asociada a dano tisular, HMGB-1. Para evaluar el papel de la respuesta
neuroinflamatoria en los cambios inducidos por MDMA sobre la BHE, se administraron los
antagonistas de receptores P2Xy, Brilliant Blue G (BBG, 50 mg/Kg i.p.) y A-4378079 (2 inyecciones
de 30 mg/Kg, i.p.). Finalmente, se evalud el efecto de BBG sobre la disminucidn de los niveles de

5-HT y 5-HIAA y del transportador SERT producida por MDMA a los 7 dias.

RESULTADOS

La administracién de una Unica dosis neurotdxica de MDMA produce, en el hipocampo

de la rata, un incremento de la extravasacién de azul de Evans (2 h) y de IgG enddgena (1y 3 h)
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que revelan la alteracién de la permeabilidad de la BHE. Ademas, la integridad de la BHE esta
alterada puesto que la expresién de claudina-5 (1 y 3 h), laminina y colageno-IV (1, 3, 6 y 24 h)
estdn disminuidas. Por otro lado, MDMA produce edema difuso determinado mediante
imagenes de resonancia magnética. El incremento en el parametro T, (desde 2,5 hasta al menos
6 h) indica la formacion de edema, que desaparece a las 24 horas. El parametro ADC se modifica
de forma temporal mas sutilmente apreciandose diferencias entre 3 (valor maximo) y 6 horas
(valor minimo). La expresion de AQP4 perivascular varia tras la administracion de MDMA en
aparente correlacién con la progresion del edema. En primer lugar ocurre una disminucién de la
expresion del canal (1 h) concomitante con los cambios detectados en la BHE, mientras que
posteriormente (6 h) se encuentra sobreexpresado. Esto sugiere que el edema transitorio
generado como consecuencia de los cambios en la BHE podria estar resolviéndose por la

sobreexpresion de AQP4 (6 h) que mediaria la acumulacién de agua intracelular.

Aunque la MDMA no afecta a la expresidon ni a la actividad de la metaloproteinasa
constitutiva MMP-2, produce un incremento en las de MMP-9 (1 h) y MMP-3 (3 h), asi como en
la expresion (1y 3 h) y actividad (3 h) de tPA. En correlacién temporal al aumento en la actividad
tPA se encuentra disminuida la expresion de plasmindgeno. Aparte de contribuir a la alteracidn
de la BHE al producir plasmina a partir de plasminégeno, tPA podria estar participando en la
activacion de MMP-3. Ademas, su interaccion con el receptor LRP-1, cuya expresion esta
incrementada a la hora, podria ser la responsable de la activacién MMP-9. La expresion de
MAPKs también se analizd, observandose que Unicamente la fosforilacion de p38 esta
incrementada por la droga (1 h), mientras que disminuyn pERK1/2 (1 h) y pJNK (3 y 6 h).
Atendiendo a los resultados la primera proteasa que parece estar involucrada en la alteracidn
inicial de la BHE inducida por MDMA es la MMP-9, puesto que su expresidn y actividad se
encuentran incrementadas ya a la hora, tiempo al cual ocurre la disminucién en la expresién de
claudina-5, laminina y coldgeno-IV. En base a esto, se estudid el efecto de su inhibicién mediante
SB-3CT sobre algunos de los cambios inducidos por MDMA. El tratamiento con el inhibidor
previene la disminucidn de claudina-5, el aumento en LRP-1 y los cambios en la expresién de
AQP4, ademas del incremento inicial en el parametro T,, es decir, en la formacion de edema. Sin
embargo, no modificd el incremento en la fosforilacion de p38 por MDMA, ni en el parametro T,
a las 6 horas. Este ultimo resultado indica que podria estar generandose edema de caracter
intracelular a partir de las 6 horas por causas independientes de la alteracion de la BHE inducida

por MDMA.
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Por otro lado, la administracion de MDMA produce la activacion de la respuesta
neuroinflamatoria detectdndose un aumento en la expresion de OX-42 microglial (3 y 6 h), de
GFAP astrocitario (6 h) y de los receptores P2X; (1, 3 y 6 h) ademas de producir un incremento
(3h) en la expresién de IL-18 y HMGB-1. El antagonismo de receptores P2X; mediante BBG
previene el aumento de la expresién tanto de los propios receptores como de OX-42 microglial,
aunque no previene los cambios inducidos por MDMA sobre GFAP ni IL-1f. Esto sugiere que tras
la administracion de MDMA la sefializacién a través de receptores P2X; desencadena la
activacion de la microglia en el hipocampo, mientras que el aumento en la expresién de GFAP y
la produccidn de la citoquina proinflamatoria IL-1B ocurririan mediante otro mecanismo
independiente. Ademds, BBG previene la sobreexpresion y sobreactivacion de MMP-9 y MMP-3
producidas por MDMA, asi como los cambios en la expresién de tPA y plasmindgeno. En
concordancia con estos resultados, el uso de antagonistas de receptores P2X; previene la
degradacion de laminina y colageno-IV y el incremento en la extravasacién de 1gG que produce
la droga. Estos resultados muestran la implicacion de la seializacidn a través de receptores P2X,
en la alteracion inicial de la BHE tras la administracion de MDMA. No obstante, la inhibicion de
MMP-9 no afecta a la expresion ni de OX-42, ni de GFAP, por lo que la respuesta
neuroinflamatoria producida por MDMA podria contribuir a la induccidn de la alteracion de la
BHE, pero no ser consecuencia de ella. Aunque la IL-1B es un factor que induce la produccidén de
MMPs, los resultados indican que la IL-1B no es el factor responsable del incremento inducido

por MDMA en la expresidn y/o actividad de las proteasas estudiadas.

Considerando la proteccion ejercida por BBG se ensayd su efecto sobre la disfuncion
serotoninérgica que produce MDMA para determinar si dicha disfuncidn estd relacionada con los
cambios en la BHE y en la activacion microglial detectados a corto plazo. El tratamiento con BBG
no previno la disminucidon de 5-HT, 5-HIAA ni de SERT que produce la droga, por lo que la
neurotoxicidad serotoninérgica parece desarrollarse independientemente de los procesos
inmediatos relacionados con la activacion de receptores P2X;. Estos resultados no excluyen la
posibilidad de que la sobreexpresién de IL-1B pueda estar involucrada en la neurotoxicidad

producida por MDMA en el hipocampo de la rata.

CONCLUSIONES

Los resultados de esta Tesis Doctoral permiten concluir que la administraciéon de una
Unica dosis neurotéxica de MDMA produce a corto plazo y de manera transitoria, en el

hipocampo de la rata, la alteracion de la integridad y la permeabilidad de la BHE. La
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sobreactivacién de proteasas tras la administracion de MDMA seria la responsable de la
disminucién de la expresion de proteinas de la l[dmina basal y de las uniones estrechas,
produciéndose el incremento de la permeabilidad de la barrera a proteinas plasmaticas y agua
que generaria edema transitorio. Estas alteraciones en la BHE parecen estar relacionadas con la
activacion microglial inducida por MDMA, mediante un mecanismo que involucra la

sefializacidon por receptores P2X,.
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SUMMARY

Metalloproteinases activity and blood-brain barrier
integrity changes induced by MDMA

INTRODUCTION

3,4-Methylenedioxymethamphetamine (MDMA), commonly named ecstasy, is a
psychoactive designer drug. MDMA peripheral administration induces the immediate massive
release of monoamines [1] and a long-term serotoninergic neurotoxicity [2-6]. In addition,
MDMA activates a short-term neuroinflammatory response [7-10] and induces hyperthermia [1,
11] correlating with the long-term cerebral neurotoxicity in rats. Furthermore, both MDMA and
monoamine metabolism produce oxygen and nitrogen reactive species which are strongly
implicated in MDMA neurotoxicity [1]. Various of the consequences of MDMA, in particular the
intense oxidative stress, the inflammatory response and the cerebral hyperthermia, are factors
involved in blood-brain barrier (BBB) integrity and permeability disruption in ischemia, multiple
sclerosis, epilepsy or neurodegenerative disorders [12-20]. There are evidences showing
proinflammatory cytokines (IL-1B, IL-6 y TNF-a) and oxygen reactive species could modify BBB
permeability or integrity through the production or activation of proteases [15, 21]. As a result
of the activation of the neuroinflammatory response, microglia and astrocytes are capable of
producing these mediators. One of the receptors involved in activating glial cells during tissue
injury is the purinergic receptor, P2X;. High extracellular ATP levels released after cellular injury
could activate P2X; receptors, which subsequently increase glial reactivity through

inflammasome activation [22-25].

Proteolytic enzymes metalloproteinases (MMPs) and serine proteases such as tissue
plasminogen activator (tPA), could modulate BBB permeability by degrading tight junction and
basal lamina proteins. The increase in proteolytic activity of these proteases is often detected in
pathologies that are accompanied by BBB alterations [14, 26-29]. In this context, the most
studied MMPs are gelatinases (MMP-2 and MMP-9) and stromelysin-1 (MMP-3) [15, 30-32]. The
interaction between tPA and low density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP-1) induces
MMP-9 production, whereas plasmin formed from tPA-induced plasminogen proteolysis
stimulates MMP-3 activation [31, 33, 34]. BBB alteration could facilitate the access of water from
blood vessels to tissue and disrupt the electrolytic balance leading to vasogenic edema [35-37]
and seizures [16, 17, 38]. Overall, BBB disruption could contribute to damaging or enhancing

tissue injury, to neuronal dysfunction and to neurodegeneration [16].
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HYPOTHESIS AND OBJECTIVES

On the basis of the evidence that MDMA induces hyperthermia, oxidative stress and a
neuroinflammatory response, all of which are factors that disrupt the BBB, it is reasonable to
propose that MDMA could induce alterations in BBB permeability in rat hippocampus. This
Doctoral Thesis is therefore focused on determining the effect of a neurotoxic dose of MDMA on
BBB permeability and on tight-junction and basal lamina integrity as well as evaluating the role
of proteases in mediating the effects. Furthermore, we explore the involvement of the

neuroinflammatory response in the aforementioned effects and in the long-term neurotoxicity.

MATERIALS AND METHODS

In order to achieve the proposed objectives, we studied the effect of a single neurotoxic
dose of MDMA (12.5 mg/Kg i.p.) on BBB integrity in the hippocampus of Dark Agouti male rats.
We determined the temporal effect (1, 3, 6 and 24 hours after MDMA administration) of the
drug on tracer extravasation (Evans Blue and endogenous IgG), protein expression (claudin-5,
laminina, collagen-IV and AQP4) and edema formation. In addition, we studied the time-course
of MDMA-induced effects on MMP-2, MMP-9, MMP-3 and tPA expression and activity. We also
assayed the major tPA substrate, plasminogen, and LRP-1 expression, as well as MAPK (p38,
ERK1/2 and JNK) expression. To determine MMP-9 participation in the MDMA-induced changes,
we administered the selective gelatinase inhibitor SB-3CT (25 mg/Kg i.p.). Furthermore, we
studied the temporal effect of MDMA on the neuroinflammatory response by analyzing
expression of microglial (0OX-42) and astrocytic (GFAP) markers, as well as P2X; receptor, IL-1B
and tissue damage-associated protein HMGB-1 expression. To evaluate the role of
neuroinflammatory response on BBB MDMA-induced changes we administered the P2X,
receptor antagonists Brilliant Blue G (BBG, 50 mg/Kg i.p.) and A-4378079 (2 injections of 30
mg/Kg i.p). Finally, we studied the effect of BBG on the long-term MDMA-induced decreases in

5-HT and 5-HIAA concentrations and SERT density determined.

RESULTS

The administration of a single neurotoxic dose of MDMA increases Evans Blue (2 h) and
endogenous 1gG (1 and 3 h) extravasation in rat hippocampus indicative of disruption of BBB

permeability. Besides the permeability, MDMA also modifies BBB integrity, since it decreases
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claudin-5 (1 and 3 h), laminin and collagen-IV (1, 3, 6 and 24 h) expression. Furthermore, MDMA
produces edema determined by magnetic resonance imaging. The increase in T, from 2.5 to
almost 6 hours after MDMA administration indicates edema formation which disappears after
24 hours. MDMA induces subtle temporal alterations in the ADC value between 3 (maximum
value) and 6 hours (minimum value). Perivascular AQP4 expression changes temporally where
also detected in apparent association with edema progress. MDMA first reduces AQP4
expression (1 h) concomitant with BBB integrity and permeability changes, and subsequently
increases it (6 h). These results suggest that transitory edema is formed after MDMA-induced
disruption of the BBB and is suppressed at 6 hours possibly as a consequence of increased AQP4

expression and intracellular water content.

In addition to changes in BBB permeability and integrity, MDMA increases both activity
and expression of the inducible MMPs, MMP-9 (1 h) and MMP-3 (3 h), but not of the
constitutive MMP-2. Moreover, MDMA produces an increment in tPA activity (3 h) and
expression (1 and 3 h). MDMA-induced tPA overactivation is temporally correlated with
decreased plasminogen expression. According to these results, tPA, as well as contributing to
BBB disruption by producing plasmin from plasminogen, could also be participating in the
activation of MMP-3. In addition, LRP-1 expression is augmented 1 hour after MDMA
administration and the interaction LRP-1/tPA at this time might be responsible for MMP-9
activation. We also determined the effect of MDMA treatment on MAPK expression. Only p38
phosphorylation is increased (1 h) after MDMA administration, whereas pERK1/2 (1 h) and pJNK
(3 and 6 h) are decreased. These results suggest that MMP-9 might be the first protease involved
in the initial MDMA-induced BBB alteration since its activity and expression are increased at the
same time that we detect decreases in claudin-5, laminin and collagen-IV expression. Based on
this, we determined the effect of inhibiting MMP-9 activity with SB-3CT on the MDMA-induced
changes. SB-3CT prevents the MDMA-induced claudin-5 decrease, the LRP-1 increase and the
changes in AQP4 expression, as well as the early T, augmentation that is, edema formation.
Nevertheless, MMP-9 inhibition by SB-3CT modifies neither the increase in p38 expression, nor
the T, increase at 6 hours due to MDMA. This last result seems to indicate that MDMA could be
producing intracellular edema 6 hours after its administration, in a different manner to the

earlier BBB disruption-induced vasogenic edema.

MDMA administration also activates a neuroinflammatory response which is reflected by
the increases in microglial OX-42 (3 and 6 h), astrocytic GFAP (6 h) and P2X; receptor (1, 3 and 6

h) expression. Furthermore, MDMA augments hippocampal levels of IL-1B and the tissue
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damage-associated protein HMGB-1 at 3 hours. P2X; receptor antagonism by BBG
administration prevents MDMA-induced increases in receptor and OX-42 expression, but not
GFAP and IL-1B increments. This suggests that P2X; receptor signalling triggers microglial
activation in hippocampus after MDMA administration, whereas increases in GFAP and IL-1B
expression may be produced by other independent mechanisms. Moreover, BBG prevents the
MDMA-induced overexpression and overactivation of both MMP-3 and MMP-9, as well as the
changes in tPA and plasminogen expression. Additionally, P2X; receptor antagonism prevents
laminin and collagen-IV degradation and IgG extravasation produced by MDMA. These results
suggest that signalling though the P2X; receptor is involved in the early MDMA-induced BBB
disruption. However, MMP-9 activity inhibition by SB-3CT does not alter the effects of MDMA on
OX-42 and GFAP expression. Consequently, activation of the neuroinflammatory response
induced by MDMA could contribute to altering the BBB, but it is not a result of BBB disruption.
Although it is known that IL-18 may induce MMP expression, the results obtained following P2X;
receptor antagonism indicate that this cytokine is not implicated in the MDMA-induced increase

in protease expression and activity.

Taking into account the preventative action of BBG, we evaluated the effect of the
antagonist on the serotoninergic depletion induced by MDMA 7 days after its administration,
with the aim of determining if there is a connection between said effect and the short-term
microglial activation and BBB disruption. BBG treatment fails to prevent MDMA-induced 5-HT, 5-
HIAA and SERT decreases, indicating that the long-term serotoninergic neurotoxicity is
independent of the P2X; receptor signalling related events following MDMA administration.
These results, however, do not exclude the possibility that IL-1B overexpression might be

involved in the modulation of MDMA-induced neurotoxicity in rat hippocampus.

CONCLUSIONS

The results presented in this Doctoral Thesis enable us to conclude that a neurotoxic
dose of MDMA produces short-term transitory disruption of BBB integrity and permeability in
rat hippocampus. MDMA-induced protease overactivation may be responsible for decreasing
tight-junction and basal lamina protein expression leading to an increase in BBB permeability to
plasmatic protein and water that ultimately produces transitory edema. These BBB alterations
appear to be related to MDMA-induced microglial activation involving a P2X; receptor signalling

mechanism.
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SUGGESTED MECHANISMS
INVOLVED IN MDMA-
INDUCED BBB DISRUPTION
AND EDEMA FORMATION

A) MDMA increases
microglial activation and
P2X; receptor expression,
one hour after its

administration. MMP-9
overactivation decreases
claudin-5, collagen-1V,

laminin and AQP4 protein
expression leading to initial
BBB alteration. B) Plasmatic
protein and water enter
tissue because of enhanced
BBB permeability leading to
edema formation. At 3
hours MDMA increases
MMP-3 and tPA activities,
which contribute to
maintaining low expression
of basal lamina proteins. C)
Six hours after MDMA
administration, AQP4
overexpression leads to the
resolution of vasogenic
edema. Microglial
activation and P2X5
receptor expression are
maximal at this time.






INTRODUCCION






INTRODUCCION

BLOQUE 1. MDMA

1. Aspectos generales

La 3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA) es un derivado anfetaminico con caracter
psicoactivo. Comunmente a esta droga se la conoce como éxtasis, XTC, Adam (en América), E
(en Europa)[39] y actia como un estimulante del sistema nervioso central (SNC) con

propiedades simpaticomiméticas.

La MDMA, pertenece al grupo de las denominadas “drogas de sintesis” o “drogas de
disefo”. Con este nombre se denomina al grupo de sustancias que no existen en la naturaleza,
cuya sintesis en el laboratorio se comenzd a llevar a cabo por quimicos clandestinos con la
intenciéon de producir moléculas de semejanza estructural y fisiolégica con otras drogas

psicoestimulantes y alucindgenas sin fines médicos [40].

2. Historia de la MDMA

A pesar de que el consumo de esta droga se puso de moda a mediados de los afios 80,
fue sintetizada mucho antes, en 1912 por la compaiiia farmacéutica alemana Merck como un
producto intermediario en la produccién de otros compuestos con posible valor comercial, pero
sin tener por si misma ningun tipo de aplicacién farmacoldgica [41, 42]. Los documentos
referidos a los primeros estudios farmacolégicos de la MDMA que realizd la empresa en 1926 se
perdieron como consecuencia de los bombardeos de la Segunda Guerra Mundial [42].
Posteriormente, en los afios 50 se estudié su toxicidad, conservdndose datos de estas fechas
sobre el primer estudio de la droga en animales de experimentacién [41]. En estas fechas, la
MDMA fue una de las muchas drogas ensayadas en los procedimientos de experimentacidn
llevados a cabo por la Armada Militar de EE.UU. [40]. Fue incluida en el proyecto de
investigacion ilegal secreto MK-ULTRA de la Agencia Central de Inteligencia (CIA) de los EE.UU.
en el que, mediante experimentaciéon en humanos se buscaba identificar y desarrollar drogas y
procedimientos para interrogar y torturar prisioneros y debilitar su resistencia a la confesion. No
obstante, nunca llegd a utilizarse realmente debido a que uno de los voluntarios del programa
de pruebas murié accidentalmente por una sobredosis. La Armada Militar estadounidense
perdidé entonces el interés en la MDMA y destruyé muchos de los documentos acerca de estas

investigaciones [42].
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El primer documento cientifico conocido sobre los efectos fisioldgicos de esta droga en
humanos fue publicado en 1978 por Shulgin y Nichols [43]. Desde entonces y a principios de la
década de los 80, la MDMA fue utilizada en EE.UU. por algunos psicoterapeutas con el fin de
incrementar la autoestima del paciente y facilitar la comunicacién con el terapeuta [44]. Debido
a su habilidad para promover la comunicacién emocional e incrementar la empatia, la MDMA y
otras drogas relacionadas, comenzaron a denominarse “entactégenos” o “empatdgenos” [42].
También fue en estas fechas cuando la droga llegd a la calle y por primera vez en California, en el
ano 1984 comenzdé a conocérsela como éxtasis [44]. A pesar de las argumentaciones sobre los
beneficios de la droga por algunos de los psicoterapeutas de la época, en 1985 la Agencia
Estadounidense para el Control de Estupefacientes (US Drug Enforcement Administration, DEA)
prohibid su uso y la clasificé en la Lista | de sustancias controladas al considerarla una droga con
alto potencial de abuso, cuestionar su valor clinico y evidenciar que su principal metabolito, la
MDA induce degeneracidn de los terminales de neuronas serotoninérgicas en el cerebro. De
manera andloga, fue igualmente clasificada en otros paises como Canada y Reino Unido [45]. A
pesar de ello, la polémica que generé el uso de MDMA para la apertura emocional en

psicoterapia hizo que comenzara a distribuirse en la calle como droga recreativa [42].

Actualmente, la asociacion norteamericana MAPS (Multidisciplinary Association for
Psychodelic Studies; www.maps.org) estd realizando ensayos clinicos para probar su potencial
como una posible ayuda farmacoldgica para el tratamiento del trastorno de estrés

postraumatico en psicoterapia [46-48], bajo la aprobacién de la DEA [49].

3. MDMA en Espaiia

La MDMA es una droga de uso social y su consumo se ha visto frecuentemente asociado
a fiestas “raves” (fiestas de baile con musica electrénica y espectaculo de luces de larga
duracidn) [50]. La mayor polémica sobre la MDMA surge en los afios 90 con la aparicién de la
llamada “ruta del bakalao”, una ruta por carretera que unia Madrid y Valencia, por la que
circulaban miles de jévenes todos los fines de semana recorriendo muchos kildmetros de
discoteca en discoteca y cuya principal droga de consumo era el éxtasis. Actualmente la droga
afecta a una gama mds amplia de usuarios y se restringe a fines recreativos no sélo en fiestas

raves, sino también en clubes nocturnos y discotecas [40].

En Espafa, la MDMA considerada como psicotrdpico (por estar incluida en las listas I, Il,

Il o IV del Convenio sobre Sustancias Psicotrépicas de 1971) estd regulada por el Convenio
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Internacional sobre Sustancias Psicotropicas de Viena de 1971 (BOE num. 218/1976, de 10 de
septiembre de 1976) y por el Real Decreto 2829/1977 de 6 de octubre de adaptacién a la

legislacién espafiola [51].

Figura 1. Derecha: porcentaje de
prevalencia del consumo de éxtasis entre
adultos jévenes (de 15 a 34 afios) en
Europa durante 2014. Se estima que
consumieron éxtasis 1,8 millones de
adultos jévenes (el 1,4 % de este grupo
de edad), oscilando las estimaciones
nacionales ente el 0.1% y el 3.1%. Datos
obtenidos del Observatorio Europeo de
las drogas y las Toxicomanias [52].
Debajo: prevalencia del consumo de
éxtasis entre la poblacidn espariola (15 -
64 afios): Tras su descenso en los ultimos
afnos, actualmente se mantiene estable.

Datos extraidos de la encuesta sobre
alcohol y drogas en Espafia, EDADES
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4. Consumo

El éxtasis, junto a la metanfetamina y la cocaina, es el estimulante mds consumido en
Europa. Se estima que 10,6 millones de la poblacién adulta de la Unién Europea han consumido
éxtasis en algin momento de su vida. En Europa, el consumo alcanzé su maximo a principios del

ano 2000, estableciéndose una tendencia a la baja entre 2007 y 2012 debido a la deteccién y
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desmantelamiento de laboratorios clandestinos localizados en los principales paises
exportadores (Bélgica y los Paises Bajos), asi como al exhaustivo control de sus precursores [52].
Esta misma tendencia ocurrié también a nivel mundial [53]. Sin embargo, mas recientemente ha
habido signos de recuperacion del mercado del éxtasis debido al comienzo de la utilizacion de
nuevos precursores “enmascarados” que puedan importarse legalmente como sustancias no
controladas para luego convertirse en precursores quimicos de MDMA, en la produccién
clandestina [52]. Ademds, como consecuencia de las nuevas vias de sintesis la droga
comercializada actualmente presenta mayores niveles de pureza [52, 53] Estos datos junto al
incremento en la tendencia indexada de las infracciones relacionadas con la MDMA suponen

signos indicativos del resurgimiento del mercado de la MDMA [52].

5. Formatos

La MDMA es una amina que puede existir como base libre o como sal de varios acidos.
Las bases libres son aceites incoloros insolubles en agua [54] mientras que las sales de MDMA
son hidrosolubles y pueden administrarse por via intravenosa o nasal (inhalacién), aunque por
via oral es la mas frecuente [50, 55]. La sal de MDMA mas comun es el clorhidrato (MDMA-HCI),

aunque también puede encontrarse como fosfato [54].

Durante los ultimos 20 afios, el principal formato de distribuciéon de la MDMA ha sido en
comprimidos de pureza variable. Las pastillas (en argot pastis, pirulas, rulas, tostis) suelen
producirse con distintas formas geométricas y colores. Ademas estan troqueladas con una gran
variedad de simbolos, logos e incluso personajes populares que les dan diferentes nombres
(Supermanes, Simpsons, Obamas) segun las modas, para hacerlas mas llamativas e incentivar su
consumo (Figura 2) [40, 56]. La presentacion de la MDMA en forma de comprimidos es uno de
los factores que han contribuido a su difusién, al resultar atractiva y de sencilla administracidn
oral, ademas de ser mas econdmica que otras drogas (5-10 euros la pastilla) lo que las hace

accesibles a una amplia variedad de consumidores [54].

La composicion y pureza de las pastillas es muy variable y suelen estar adulteradas
incluyendo mezclas de otras sustancias activas como la mefedrona, MDEA, metanfetamina [57],
MDA, cafeina, paracetamol [58, 59] o parametoximetanfetamina (PMMA) [52]. El rango de dosis
para uso recreativo varia entre 75-150 mg [40, 55, 58]. Gracias al analisis quimico de las pastillas
incautadas se sabe que ha existido un aumento del contenido de MDMA por pastilla en los tres

ultimos afios. De modo que en 300 mg de producto, de 80 a 150 mg suele ser MDMA, vy llega a
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ser incluso mas de 200 mg en algunos casos [57-59]. Es activa en humanos a partir de los 75 a
100 mg (1-1,5 mg/Kg de peso) [55]. Lo mas frecuente es que los consumidores tomen una o mas
pastillas, e incluso en algunos casos (25% de los consumidores) mas de 4 [57, 58], aunque la
cantidad consumida es altamente variable de un consumidor a otro. Los efectos de la droga
suelen apreciarse a partir de los primeros 20 minutos desde su ingestion, siendo su efecto
maximo a la hora [1]. Sus efectos duran de 3 a 6 horas, y no es raro que los usuarios repitan la

dosis cuando los efectos de la primera comienzan a disiparse.

Figura 2. Principales formatos de la MDMA: en polvo (en bolsa de plastico o cdpsula) y pastillas con
multiples formas, colores y troquelados. Imdgenes tomadas de www.ectasydata.org

A parte de su presentacion en forma de pastillas, cada vez es mas frecuente encontrar
esta sustancia en forma de sal cristalizada en polvo (Figura 2) [52]. En este formato se la conoce
como cristal, eme o Molly entre los consumidores, y se distribuye en capsulas o en el interior de
bolsitas de plastico para que el consumidor la esnife o bien introduzca el dedo, lo impregne con
la droga y después se lo lleve a la boca [58, 60]. Esta reaparicién en Europa de la MDMA en
forma cristalina o en polvo de alta pureza parece deberse a su fabricacion a partir de

precursores no controlados o “enmascaradas” por parte de los productores ilegales [52].

Comunmente se toma en combinacidn con otras sustancias legales (alcohol y tabaco) o
ilegales (cannabis, cocaina, anfetaminas, alucinégenos), lo que dificulta la interpretacion de los

resultados obtenidos en estudios de consumidores [46, 60] debido a las interacciones [58].


http://www.ectasydata.org/

INTRODUCCION

6. Quimica y sintesis

Como su nombre indica, la 3,4-metilendioximetanfetamina (C;1H1sNO,) es un derivado
de la metanfetamina (comunmente denominada crystal o meth) que presenta un grupo
metilendioxi (-O-CH,-O-) unido en las posiciones 3 y 4 del anillo aromatico de la molécula (Figura
3), motivo por el cual también es considerada una anfetamina de anillo sustituido. Por su

estructura, es similar a compuestos de caracter alucindgeno como la mescalina [40].

Existen 4 precursores principales para la sintesis de MDMA: safrol, isosafrol, piperonal y
3,4-metilendioxifenil-2-propanona [54], todos ellos contenidos en la Tabla | de Convenio de las
Naciones Unidas contra el Trafico llicito de Estupefacientes y Sustancias Psicotrdpicas de 1988

[53].

T or OxT

_0 mescalina Anfetamina metanfetamina
(Speed) (Meth, Crystal)
o N\ _Hs o NH, 2o NHCH,
SOt SORTEES SR
3,4-metilendioxietanfetamina 3,4-metilendioxianfetamina 3,4-metilendioximetanfetamina
(MDEA, Eva) (MDA, droga del amor) - (MDMA, éxtasis o cristal)

--------------------------------------

Figura 3. Estructura quimica de la mescalina y de la anfetamina y algunos de sus derivados, entre ellos
la MDMA.

7. Farmacocinética

Tras su consumo por via oral, la absorcion de MDMA ocurre en el tracto
gastrointestinal, alcanzandose la concentracién maxima en plasma 2 horas después de la
ingestidn, siendo su vida media en sangre de 8 horas [40, 55, 61]. La MDMA es activa a dosis de
1-1,5 mg/Kg en humanos [50, 61]. En animales de experimentacion las dosis letales ensayadas

son 98 y 48 mg/Kg i.p. en ratones y ratas respectivamente, y de 22 mg/Kg i.v. en primates [55].

El metabolismo de MDMA tiene lugar en higado y en cerebro a través del citocromo P-
450 (CYP450) que produce su desmetilacion a metabolitos catecol [1, 56, 61-63]. El metabolismo
de la MDMA resulta en la formacidn de al menos 5 metabolitos principales (Figura 4). Algunos de

ellos pueden ser oxidados a o-quinonas que entran en ciclos de oxidacién-reduccién y generan
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radicales libres, especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species) y de nitrégeno
(RNS, Reactive Nitrogen Species) ademas de formar conjugados con glutation (GSH) reduciendo

las defensas antioxidantes [1, 50, 56, 62-64]

N-demetilacion

0 NH (CYP1A2) o NHz
LU > (LT T
[o] [o]
MDA

MDMA Alquilacion

de proteinas  Conjugacion
y/o ADN con GSH

O-demetilenacién
(cYP2D)

O-demetilenacion
(CYP2D)

N-Me-a-MeDA-o-quinona (R=NH,)
HHMA a-MeDA-o-quinona (R=NHCH,)

‘o ‘l’ .
Conjugacion “Um Conjugacién

O-metilacion con dcrdo N-Me-a-MeDA-o-semiquinona (R=NHZ) con GCJdO O-metilacion
(comr) glucurénico a-MeDA-o-semiquinona (R=NHCH;) glucurdnico (comr)
Hscom NH. Hacom NH;
HO ROS HO
HMMA RNS HMA

Figura 4. Principales vias metabdlicas de MDMA. 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDA) y 3,4-
dihidroximetanfetamina (HHMA), 3,4-dihidroxiamfetamina (HHA), 4-hidroxi-3-metoxianfetamina
(HMA) y 4-hidroxi-3-metoximetanfetamina (HMMA), N-metil-a-metildopamina (N-Me-a-MeDA), ao-
metildopamina (a-MeDA); Referencias utilizadas: Green et al., 2003; de la Torre et al., 2004; Capela et
al., 2009; Green et al., 2012.

La MDMA es un compuesto quiral. Sus enantiémeros presentan diferencias
farmacoldgicas entre si respecto a su actividad, al tiempo de vida media y a la proporcién en que
se metabolizan a MDA; no obstante se consume o se administra en animales de
experimentaciéon como mezcla racémica, lo que minimiza la variabilidad en relacion a la
farmacocinética [40, 50, 61]. Existen dificultades a la hora de establecer una equivalencia entre
la dosis de consumo humano y la administrada en animales de experimentacion, debido
principalmente a las diferencias metabdlicas entre especies. La comparacién de la dosis en
relacién a los niveles plasmaticos de MDMA Unicamente se correlaciona a dosis bajas (2 mg/Kg
en humanos frente a 7 mg/Kg en la rata) [65], puesto que a dosis mas altas las diferencias
metabdlicas hacen que sea preciso incrementar la dosis en rata para lograr niveles plasmaticos
de la droga similares a los obtenidos en humanos [50, 61, 65]. Las principales diferencias
metabdlicas entre rata y humano son el tiempo de vida media de MDMA en plasma (45 minutos

en rata frente a 8 horas en humano) y la proporcién de MDA generada (24 % del metabolismo



TN NTRODUCCION

total en rata frente al 10 % en humano) [50]. Ademas, existen diferencias entre géneros para el
metabolismo de MDMA [50] que podrian explicar las discrepancias entre sexos, tanto en ratas

como en humanos, respecto a la toxicidad que produce la droga [64].

La eliminacion de MDMA y sus metabolitos tiene lugar por via renal de forma
moderadamente lenta, aunque también pueden detectarse en saliva, sudor e incluso en el pelo
[61]. A pesar de que su vida media en sangre es alrededor de 8 horas, tarda unas 40 horas en
eliminarse del organismo en un 95 % [50, 61]. Ademas, el 40 % de la concentracion de
metabolitos excretados y el 15 % de la propia MDMA pueden recuperarse desde la orina [61].
Esto, junto al hecho de que muchos de sus metabolitos son farmacoldégicamente activos explica

la persistencia de efectos adversos tras uno o dos dias de su consumo [40].

8. Toxicidad y mortalidad

La toxicidad por MDMA puede existir a varios niveles en funcion del sistema fisioldgico
mas afectado. Existen casos graves registrados de ictericia y fallo hepatico con necrosis. Esta
toxicidad hepatica ocurre como consecuencia de la metabolizacion hepatica de la droga a

metabolitos reactivos y generacion de estrés oxidativo [40, 46, 56].

Debido al efecto de la MDMA sobre neurotransmisores como la serotonina, dopamina
(DA) y especialmente la noradrenalina (NA), su consumo se relaciona con efectos adversos sobre

el sistema cardiovascular. Concretamente ocasiona hipertensién, con el riesgo asociado de

rotura de vasos sanguineos y de hemorragia interna y taquicardia, llegando a producir fallo

cardiaco y edema pulmonar [40, 46].

El consumo de MDMA puede tener consecuencias graves a nivel cerebral como el
desarrollo de convulsiones y ataques epilépticos que es el problema neurolégico mas

frecuentemente asociado. Aunque quizd, el efecto mas peligroso sea la respuesta hipertérmica

[40, 46, 61, 66]. Esta manifestacion es el resultado de la accion directa de la droga sobre los
centros reguladores de la temperatura del SNC como el hipotdlamo, del aumento en el
metabolismo cerebral y de la vasoconstriccion periférica de la piel [19, 61]. Ademas, se relaciona
con el incremento de la actividad fisica y muscular producida por la droga [19] e incentivada por
el entorno social de su consumo: locales de baile con ambiente caluroso por el gran acumulo de
gente que predisponen a la deshidratacién [46, 61]. Los consumidores necesitan ingerir grandes

cantidades de agua para evitar el sobrecalentamiento y la principal consecuencia es la
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hemodilucién e hiponatremia con desarrollo de edema cerebral, que se potencian con la pérdida
de sodio durante la sudoracidn y por el hecho de que MDMA produce una secrecion alterada de
la hormona antidiurética ADH que agrava la sintomatologia [40, 56]. Cuando se produce
hipertermia fulminante que supera temperaturas de 42 °C, se desencadena una serie de efectos
interrelacionados muy graves: rabdomiolisis (dafio muscular con mioglobinuria y fallo renal
asociados), dafio hepatico debido a la alta temperatura y a las alteraciones metabdlicas, y
coagulopatia intravascular diseminada con hemorragias y microinfartos; es decir, fallo

multiorgdnico que termina en muerte [40, 46, 56, 66, 67].

Las visitas a urgencias y los casos de muertes asociadas a MDMA se relacionan
principalmente con todas estas formas de toxicidad [42]. En estos casos, los niveles plasmaticos
de MDMA llegan a ser 40 veces superiores a los detectados en consumidores habituales, si bien
también se han registrado casos con niveles equivalentes al rango de consumo recreacional.
Esto implica que la gravedad de los efectos del consumo de éxtasis es altamente dependiente
de factores ambientales distintos a la concentracién plasmatica de la droga. El tratamiento de la
toxicidad por MDMA es principalmente sintomatico y consiste en enfriar el cuerpo con agua
helada y administrar suero salino intravenoso para reducir la hipertermia y sus efectos, asi como
realizar un lavado de estémago [39, 40, 61], aunque también puede resultar Gtil administrar
farmacos a y B-bloqueantes y relajantes musculares [39]. Por otro lado, también se han descrito
muertes por casos de suicidio debidas al desarrollo de un estado de depresién inducida por el
consumo de éxtasis o muertes por accidentes debidos a comportamientos arriesgados bajo la

influencia de la droga [40].

9. Adiccion y dependencia

Hasta ahora, las investigaciones sobre las propiedades adictivas de la MDMA han tenido
resultados variables, aunque los usuarios informan tener sintomas de dependencia, incluyendo
el consumo continuado a pesar de conocer el dafio fisico o psicoldgico, tolerancia (o la
disminucién de la respuesta a la droga), dificultad para reducir o dejar de consumir y los efectos

del sindrome de abstinencia [46, 60].

Estudios con animales de experimentacion indican que tanto roedores como primates
no humanos se auto-administran MDMA, lo cual indica que la droga tiene efecto sobre los

sistemas de recompensa y sugiere su abuso potencial [1, 46, 56, 60]. Ademas, la administracién
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repetida de MDMA resulta en una neuroadaptacidon a largo plazo de la via mesolimbica

dopaminérgica [56].

Por otro lado, se argumenta la improbabilidad de que el desarrollo de dependencia por
consumo de MDMA llegue a ser un problema ya que los efectos beneficiosos o placenteros de la
droga disminuyen cuando ésta comienza a consumirse con mas frecuencia y se acompafa de un
incremento en los efectos desagradables que no incentiva, en ningln caso, el consumo con

comportamiento dependiente de la droga [40].

En Europa, durante 2014 iniciaron tratamiento de drogodependencia tan sélo unos
pocos consumidores por problemas relacionados con el éxtasis: esta droga se mencioné como la

principal en menos del 1 % de los consumidores que iniciaron tratamiento por primera vez [52].

10. Efectos de la administracion de MDMA en rata
10.1 Disfuncidn neuroquimica y neurotoxicidad

La administracion periférica de MDMA produce un incremento inmediato en la
liberacion de las monoaminas: de serotonina (5-HT) en hipocampo, corteza e hipotadlamo y de
dopamina en estriado, nlcleo accumbens y corteza prefrontal [1, 46, 56, 68-71] y segun algunas
evidencias también de noradrenalina [1]. Este efecto ha sido demostrado in vitro mediante
estudios en sinaptosomas y en cortes de cerebro, y en el caso de la liberacién de 5-HT y DA
también in vivo mediante estudios de microdidlisis [69, 70]. Ademas, la MDMA produce la
liberacion de acetilcolina (ACh) mediante su efecto directo sobre receptores de histamina H1
[68]; asi como de glutamato desde los astrocitos por un mecanismo dependiente de receptores

5-HT,4[72, 73] en el hipocampo de la rata.

Este efecto sobre la liberacién masiva de monoaminas es mediado por la MDMA y/o sus
metabolitos a través de la inhibicion de transportadores de la recaptacion de 5-HT (SERT), y con
menor potencia también de NA (NAT) y de DA (DAT). A través de estos transportadores acceden
al interior de los terminales nerviosos y como consecuencia de su interaccidén revierten el
sentido del transporte, bloqueando la recaptura y favoreciendo de esta forma la salida de
monoaminas (Figura 5) [1, 46, 56, 63]. Ademas, dentro del terminal nervioso, la MDMA
interacciona con el transportador vesicular de monoaminas (VMAT) alterando la entrada de
monoaminas en vesiculas sinapticas e incrementando su concentracion citoplasmatica

disponible para ser expulsada al exterior por el funcionamiento reverso de los transportadores
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[74]. Este es el principal mecanismo mediante el cual la droga incrementa la concentracion
extracelular de monoaminas [46], aunque la fusidn de vesiculas sinapticas dependiente de calcio

también ha sido descrita [75].
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Figura 5. Mecanismo de accidn de la MDMA sobre el sistema serotoninérgico a corto y largo plazo.

La MDMA bloquea el catabolismo de las monoaminas al inhibir parcialmente la enzima
monoamino oxidasa (MAO) de la membrana mitocondrial externa incrementando el pool de
monoaminas citoplasmaticas [1, 56]. Ademas, inhibe de forma inmediata e irreversible la
actividad de la triptéfano hidroxilasa (TPH), enzima limitante en la sintesis de 5-HT a partir de
triptéfano (Figura 5). La inhibicién de esta enzima se mantiene durante al menos 8 semanas,
recuperandose 32 semanas después [56, 76]. Al producir una inhibicidn irreversible es necesaria
la sintesis de nuevas enzimas para recuperar los niveles basales de 5-HT. Como consecuencia, los
niveles tisulares de 5-HT y de su metabolito el acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), se
mantienen reducidos a largo plazo (4 — 12 dias después de la administracion de MDMA) de
forma dependiente de la dosis y de la frecuencia de administracidon. Este efecto se pone de
manifiesto en el hipocampo y la corteza de rata mediante estudios de cromatografia liquida de
alta resolucion (h.p.l.c., High-performance liquid chromatography) [2, 77]. Ademas, a largo plazo
se detecta también una disminucidon en la densidad de transportadores SERT y en su afinidad por
el ligando [2, 4, 11, 78], asi como la reduccién en los niveles de VMAT [79] y la sobreexpresion de
receptores 5-HT,, corticales (Figura 5) como mecanismo de adaptacién a la depresion de la
transmisidon serotoninérgica producida por la MDMA [56]. Estos efectos a largo plazo son
especificos para el sistema serotoninérgico, ya que otros neurotransmisores y sus

transportadores no se ven afectados [2, 77].
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Estas alteraciones a largo plazo son duraderas y pueden apreciarse varias semanas,
incluso meses después de la administracién de MDMA [1], estando recuperadas de forma region
dependiente tras un afio [56]. En conjunto, estos efectos suponen evidencias del potencial

neurotdxico selectivo para el sistema serotoninérgico que tiene la MDMA.

La neurotoxicidad serotoninérgica producida por MDMA a largo plazo se previene
mediante el pretratamiento con la droga [80, 81] o con fluoxetina, sin verse modificada la
hipertermia [82]. Ademas es consecuencia de la accién de un metabolito activo de la MDMA
generado periféricamente y no de la propia molécula de MDMA, ya que su infusidn directa en el
SNC no produce las alteraciones neurotéxicas selectivas indicadas anteriormente, a pesar de
inducir la liberacion aguda de 5-HT [61, 83]. Concretamente, se ha visto que la a-MeDA
conjugada con glutatién o con tioéteres y administrada directamente en el SNC, produce perfiles

neurotoxicos [63, 84].

Otras evidencias indican que varios dias después de la administracion de MDMA ocurre
una pérdida de terminales axdnicos serotoninérgicos procedentes del nucleo dorsal del rafe [6]
en corteza, hipocampo y estriado de la rata. Mediante el marcaje histoldgico selectivo de 5-HT,
TPH y SERT se aprecian rasgos de degeneracion axonal [85] tras 36 — 48 horas de la
administraciéon de MDMA y disminucién de la densidad de fibras axonicas tras 1-2 semanas [5,
6] que se recupera a los 2-8 meses [5] mediante una re-inervacién alterada en algunos casos.
Otra evidencia a favor de la alteracidn de axones serotoninérgicos a largo plazo es la

disminucion del transporte anterégrado tras la administracion de MDMA [86].

Respecto a las neuronas propiamente dichas, estudios in vitro determinan que la
aplicacién de MDMA induce apoptosis en cultivos celulares de corteza e hipocampo [56, 87].
Esta apoptosis tiene lugar a 40°C en asociacién a la activacion de caspasa-3 y -8, y puede
prevenirse mediante el antagonismo de receptores 5-HT,» o con el uso de antioxidantes,
precursores de glutation (GSH) e inhibidores de la dxido nitrico sintasa (NOS) [88, 89]. In vivo,
estudios inmunohistolégicos con Fluorolade (marcador de muerte neuronal) revelan
neurodegeneracion en la corteza parietal y perirrinal y en el tdlamo 3 dias después de la
administracion de MDMA (20mg/Kg); mientras que la dosis de 10mg/Kg Unicamente produce
degeneracion neuronal en animales que sufrieron hipertermia superior a 40,6°C [90]. También
se ha descrito el incremento de las proteinas Bax y Bcl-2 implicadas en los procesos
apoptaéticos, en el hipocampo de rata tras 7 dias [91]. Mas especifica y recientemente se ha

visto que el tratamiento con varias inyecciones de MDMA produce una disminucion de
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interneuronas GABAérgicas positivas para parvoalbimina en el giro dentado [73] y afecta al

proceso de neurogénesis [56].

10.2 Estrés oxidativo

El metabolismo de MDMA conduce a la generacién de ROS, RNS y a la disminucién de las
defensas antioxidantes en cardiomiocitos [92] y hepatocitos [93] induciendo la apoptosis de

estas células, siendo este el mecanismo principal de toxicidad hepatica y cardiovascular [94].

A nivel del SNC puede detectarse, mediante microdidlisis, la produccién inmediata de
radicales libres en los terminales serotoninérgicos del hipocampo de la rata [95, 96] y un
incremento en el grado de peroxidacion lipidica 3 y 6 horas después de la administracion
periférica de MDMA [95, 97]. A parte del metabolismo de MDMA, en el cerebro el metabolismo
de monoaminas por la enzima MAO, la activacién de la NOS vy la hipertermia contribuyen a la
generacion de radicales libres y estrés oxidativo tras la administracidon periférica de la droga
(figura 6). Los radicales hidroxilos y el peroxinitrito generados por estos mecanismos alteran la
funcién mitocondrial y pueden oxidar moléculas de ADN, lipidos y proteinas (como la TPH, VMAT
y proteinas de la cadena de transporte electrénico mitocondrial) perturbando la funcidn celular

e iniciando cascadas de sefializacion que medien los procesos de neurotoxicidad [56, 74, 87].

Conjugacion
con GSH

quinonas e

GLUTAMATO

HVA

|

DOPAC «—— DOPAL

Figura 6. Mecanismos de generacidon de estrés oxidativo tras la administracion de MDMA. 5-HT,
serotonina; 5-HIAL, 5-hidroxiindolacetaldehido; 5-HIAA, dcido 5-hidroxiindolacético; DA, dopamina;
DOPAL, 3,4-dihidroxifenilacetaldehido; DOPAC, dcido 3,4-dihidroxifenilacético, HVA, dcido
homovalinico; HHMA, 3,4-dihidroximetanfetamina.

De hecho, la generacién de estrés oxidativo tras la administracion periférica de MDMA

o de sus metabolitos, parece ser el principal mecanismo responsable de la neurotoxicidad
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serotoninérgica a largo plazo [68, 74]. La coadministracion de MDMA con el agente captador de
radicales libres, el a-fenil-N-terbutilnitrona (PBN) [3], con inhibidores de la NOS [56, 98] o con
inhibidores de la MAO-B [56] previenen la formacidn de radicales libres y como consecuencia, la
neurotoxicidad. Ademas, la formacion de radicales libres tras la administracion de MDMA puede
inhibirse al prevenir la hipertermia inducida por la droga [99]. Estudios in vitro determinan que
la citotoxicidad producida por MDMA en relacién a la producciéon de ROS y RNS, la disminucidn
de GSH, la alteracion mitocondrial y la deplecién de las reservas de ATP estd exacerbada por la
hipertermia [100]. Por lo que, su prevencidon [101, 102] o la generacidon de hipotermia [103],
protegen parcialmente frente a la neurotoxicidad serotoninérgica a largo plazo; si bien es posible

observar neurotoxicidad por MDMA en ausencia de hipertermia [2, 67].

10.3 Neuroinflamacion

Tras la administracién de MDMA, en las regiones donde ocurre dafio de los terminales
serotoninérgicos, se dispara la respuesta neuroinflamatoria [87]. El término neuroinflamacion se
refiere generalmente a la cascada de eventos que genera modificaciones celulares (microglia,
astroglia y células inmunes infiltradas) y moleculares (citoquinas proinflamatorias, quimioquinas)

a modo de respuesta inmune dentro del SNC.

Existen evidencias de la induccidn de la activacién microglial como consecuencia de la
administracion de MDMA [7]. Los estudios de Orio y cols., (2004) demuestran el incremento en
la expresion del marcador microglial OX-42 y de |la densidad de los receptores periféricos de
benzodiacepinas, desde 3 horas después de la administracion de MDMA hasta 24 y 48 horas
respectivamente para cada marcador, tanto en la corteza frontal como en el hipotalamo.
Ademds, existe un incremento inmediato de los niveles de la citoquina proinflamatoria IL-18 en
dichas areas [8, 74] que puede prevenirse de forma regidon dependiente mediante el tratamiento
con minociclina, un inhibidor de la actividad microglial [10]. También puede observarse a
tiempos cortos la colocalizacion de los marcadores microgliales con el receptor de cannabinoides

tipo 2 (CB2), cuya sefializacion inhibe la activacion microglial [7, 9, 87, 104].

Respecto al efecto de la MDMA sobre la astroglia, algunos estudios indican que la
expresion del marcador astrocitario GFAP (Glial Fibrilary Acidic Protein) no estd alterada [8, 105].
Sin embargo, otras publicaciones revelan un incremento en la expresion de GFAP en el contexto
de la neurotoxicidad inducida por la droga [56, 106-108], manteniéndose en algunos casos esta

astrogliosis incluso a largo plazo [109, 110].
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Junto al estrés oxidativo, la respuesta neuroinflamatoria supone uno de los factores que
contribuyen parcialmente a la neurotoxicidad serotoninérgica a largo plazo por MDMA [7, 9, 10].
La administracién de IL-13 exdgena i.c.v. potencia la neurotoxicidad inducida por MDMA a través
de una potenciaciéon de la hipertermia [111], mientras que la inhibicion de la activacién

microglial la previene en la corteza frontal, pero no en el hipotalamo [10].

10.4 Hipertermia

Tras la administracion de MDMA se produce una caracteristica respuesta hipertérmica
aguda [1, 11]. Esto se debe, en parte, a la alteracidon de la termorregulacicon producida por la
activacion de receptores a-adrenérgicos centrales y periféricos que producen vasoconstriccién
periférica limitando la disipacion de calor por vasodilatacién de los vasos de la cola (principal
mecanismo termorregulador de la rata) [67, 69, 112]. El mecanismo por el cual la MDMA media
la respuesta hipertérmica es multifactorial y parece involucrar a los sistemas de
neurotransmisién por 5-HT, DAy NA [56, 71, 112]. El incremento de los niveles de 5-HT induce lo
gue se denomina sindrome serotoninérgico (ver mds adelante) y se relaciona con un aumento
de temperatura [1, 66]. No obstante, aunque esté involucrada, la 5-HT no parece ser
directamente la inductora de la respuesta hipertérmica [112, 113]. De igual forma, el rdpido y
agudo incremento en los niveles de IL-1B, que ademds de ser proinflamatoria es pirdgena [67],

tampoco parece ser el responsable sino mas bien una consecuencia de esta [8, 67, 111].

Esta respuesta hipertérmica es profundamente dependiente de la temperatura
ambiental [1, 19, 112, 114]: una temperatura ambiental de 4-15°C previene la hipertermia [8,
67, 102, 115], mientras que una temperatura elevada superior a 28°C la potencia hasta el punto
de constituir una amenaza para la vida del animal [56, 67, 102]. Ademas, la temperatura
ambiental también afecta a la tasa metabdlica y a la pérdida de calor por evaporacién [1, 67,
115] alterando la capacidad termorreguladora de los animales de forma duradera incluso hasta

varias semanas después de la administracion de MDMA [116].

La respuesta hipertérmica puede estar ademas influenciada por lo que se denomina
toxicidad por agregacion. Se trata del efecto de potenciacion de la hipertermia, de la toxicidad y
de la letalidad que ocurre cuando, durante el tratamiento con MDMA, los animales se disponen
agrupados o agregados frente a lo que ocurriria si estuvieran aislados [1, 19, 56, 67, 112]. Este
efecto es andlogo a la potenciacion de la toxicidad que ocurre en humanos que consumen la

droga en ambientes de fiesta atestados de gente [1, 56].
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10.5 Efectos fisioldgicos

Por sus propiedades simpaticomiméticas, la administracion de MDMA en rata tiene
efectos sobre el sistema cardiovascular (taquicardias, arritmia, incremento en la presion arterial
y vasoconstriccién) [1, 56, 117] y endocrino (incremento en la secrecidn de corticosterona y

prolactina). También media el aumento en los niveles de aldosterona, renina y vasopresina [1].

Ademds, como consecuencia del incremento inmediato de serotonina extracelular, los
animales manifiestan lo que se denomina sindrome serotoninérgico [1, 56, 68] que incluye los
siguientes sintomas: incremento en la actividad locomotora, hipertermia, piloereccion,
proptosis, ereccién peneana, eyaculacién, salivacion, defecacion y dependiendo de la dosis
convulsiones e incluso la muerte. El incremento en la actividad locomotora también es
consecuencia de la liberacién aguda de DA [1]. La mayoria de estos sintomas pueden prevenirse

mediante el tratamiento con fluoxetina o antagonistas del receptor 5-HT,4 [1].

10.6 Efectos comportamentales y alteraciones cognitivas

Inmediatamente después de la administracién de MDMA, los animales incrementan su
actividad locomotora y manifiestan una respuesta ansiogénica determinada en campo abierto y
en el laberinto de brazos en cruz elevado [56, 118], mientras que varias semanas después su
efecto es ansiolitico en estas mismas pruebas [119] y la actividad locomotora se encuentra

disminuida [120].

Varios dias después de producirse el sindrome serotoninérgico inducido por MDMA, se
pone de manifiesto un comportamiento depresivo [56]. Ademas, como consecuencia de la
reducciéon de la sefalizacidon serotoninérgica en regiones como el hipocampo, se observan
déficits en el aprendizaje, alteracion de la memoria espacial [120] y de reconocimiento no

espacial [120, 121] y disminucidn de las interacciones sociales [56].

11. Efectos de la MDMA en primates no humanos

La administracion de MDMA en primates no humanos induce una respuesta
hipertérmica a corto plazo [112] y una disfuncién preferente del sistema serotoninérgico a largo
plazo, equivalentes a las descritas en rata, si bien los primates requieren dosis menores de la

droga para obtener efectos similares respecto a la disminucién en el contenido de 5-HT y 5-HIAA
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y en la densidad de transportadores SERT en varias dreas cerebrales [1, 56, 122]. Los efectos
neurotéxicos en primates no humanos se aprecian también tras la administracion de una Unica
dosis y tienen lugar a concentraciones plasmaticas equivalentes a las encontradas en
consumidores de MDMA [123]. Ademas, existen evidencias de alteraciones neuronales, asi como
de una marcada reduccién de axones serotoninérgicos en neocortex y en hipocampo 2 semanas
después de la administracion de MDMA que se mantiene durante anos, apreciandose
reorganizacion de las proyecciones con patrones de inervacién anormales tras 18 meses [56,

124, 125].

A nivel comportamental, se han descrito manifestaciones en primates no humanos
equivalentes a las observadas en consumidores, tales como disminucién del apetito, temblores,
bruxismo (apretar y chirriar de dientes) o distonia (contracciones musculares involuntarias que
causan movimientos repetitivos o posturas anormales). Estas alteraciones son consecuencia del
sindrome serotoninérgico generado por MDMA vy, al igual que en humanos, no se correlacionan

con los niveles plasmaticos de la droga [126].

12. Efectos del consumo de MDMA en humanos

Las evidencias sobre el efecto de la MDMA en humanos proceden de una gran
diversidad de estudios. Existen datos sobre consumidores que asistieron a centros de
emergencia tras intoxicacion por MDMA [127, 128], estudios post-mortem [129-131] y estudios
retrospectivos [132-137] sujetos a una alta variabilidad entre consumidores respecto a las
caracteristicas del consumo (duracidn y dosificacion), a la adulteracidn de las pastillas ingeridas y
al policonsumo, pardmetros que dificultan la interpretacion de los resultados. Por otro lado, los
estudios prospectivos estdn sujetos a estrictas consideraciones éticas, habiendo sido
cuestionado incluso el uso de dosis bajas [138, 139], si bien en la ultima década han sido
aprobados por la DEA ensayos clinicos con MDMA para determinar el potencial de la droga
como tratamiento farmacolégico coadyuvante a la psicoterapia en individuos con trastorno de

estrés post-traumatico [46-49].

En cualquier caso, los estudios sobre los efectos de la MDMA en humanos incluyen
analisis comportamentales y el uso de técnicas poco invasivas como determinaciones
plasmaticas o del liquido cefalorraquideo (LCR) y estudios de imagen mediante tomografia por
emision de positrones (PET), tomografia computarizada de emision monofotdénica (SPECT) vy

resonancia magnética.
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12.1 Efectos neuroquimicos y neurotodxicos

Al igual que en rata, el consumo de MDMA induce a corto plazo el incremento de los
niveles extracelulares de monoaminas, especialmente de serotonina, pero también de DA y NA
[112]. Esto se pone de manifiesto por la disminucion en la concentracién de 5-HIAA en el LCR
detectada en consumidores como reflejo indirecto de una elevada liberacion de 5-HT durante la
actividad neuronal [40, 125]. Mediante SPECT también se observa una disminuciéon de
receptores 5-HT,, postsindpticos inversamente correlacionada con el periodo de abuso de la
droga [56, 125], como respuesta adaptativa a la liberacién masiva de 5-HT en la corteza cerebral

[40].

Existen evidencias del efecto neurotdxico a largo plazo de la MDMA sobre el sistema
serotoninérgico en el cerebro humano [40, 56], mientras que su posible efecto sobre las
neuronas dopaminérgicas no estd confirmado [140, 141]. El estudio postmortem de un Unico
individuo que consumié MDMA durante un largo periodo de tiempo, revela una reduccién de un
50-80% en los niveles de 5-HT y sus metabolitos en varias regiones cerebrales, mientras que los
niveles de DA no se encuentran alterados [40, 56, 131]. Por otro lado, las técnicas de PET y
SPECT permiten estudiar in vivo la densidad de SERT como marcador fiable de la integridad
axonica y de daio presinaptico [56] y por tanto, de neurotoxicidad serotoninérgica inducida por
el consumo de MDMA en humanos [142]. Los consumidores en periodo de abstinencia muestran
una reducciéon dosis dependiente en la disponibilidad de SERT en regiones corticales y
subcorticales, que se puede recuperar parcialmente a largo plazo [125, 143]. También se ha
demostrado un incremento en la densidad de receptores 5-HT,, postsindpticos en varias areas
corticales, en compensacién a la reduccion de la sefial serotoninérgica y el dafio presindptico
inducidos por la droga. Este aumento es mayor cuanto mas largo fue el periodo medio de
consumo [144]. Ademas, los niveles de SERT son menores en las regiones en que el receptor 5-
HT,a estd incrementado [145]. Puesto que la sefializacién serotoninérgica neocortical tiene un
papel inhibitorio, la disminucién crénica de dicha sefializacién que tiene lugar a largo plazo tras
el consumo de MDMA, induce un incremento en la excitabilidad que se confirma con estudios de

resonancia magnética funcional en consumidores [56, 125, 143].

Esta disfuncion del sistema serotoninérgico tras el consumo de MDMA parece ser mas
marcada en mujeres que en hombres, tanto a corto [56] como a largo plazo [125], por lo que

aparentemente son mas susceptibles a los efectos neurotéxicos de la droga.



INTRODUCCION

A pesar de la variabilidad, los estudios en humanos muestran alteraciones a largo plazo,
principalmente sobre el sistema serotoninérgico, por el consumo de MDMA que, pese a no ser
siempre concluyentes si son preocupantes ya que pueden suponer cambios funcionales que
contribuyan a las afecciones psiquidtricas clinicas o subclinicas y a cambios comportamentales

[56, 125].

12.2 Efectos fisiologicos y psicolégicos

Por lo general, el consumo recreativo de MDMA estd dirigido a la obtencidn de una serie

de efectos psicolégicos y fisiolégicos deseables por el consumidor (Tabla 1). Psicolégicamente,

tiene los efectos propios de una droga empatégena o entactégena es decir, euforia, bienestar,
percepcién sensorial agudizada, mayor sociabilidad, extroversidon, un aumento de la cercania
emocional y de la tolerancia hacia los sentimientos de los demas. Este estado de conciencia
alterado incluye connotaciones emocionales [40, 46, 55, 56, 61], ademas de producir
alteraciones perceptivas visuales, temporales y tactiles [39, 46]. Al ser una droga estimulante,
produce un incremento del estado de vigilia, de la resistencia fisica y la excitaciéon sexual,
reduciendo la sensacion de la fatiga y la somnolencia. No obstante, la exageracidon de estas

manifestaciones culmina en el desarrollo de efectos indeseables que en ocasiones perduran

hasta varios dias después del consumo (Tabla 1) [40, 46].

Al igual que en animales de experimentacion, el consumo de MDMA produce
hipertermia que puede llegar a superar los 41°C [66, 67]. Esta respuesta hipertérmica puede
agravarse resultando en la forma de toxicidad aguda por MDMA asociada a mortalidad mas
frecuente [40, 56, 61]. El sindrome serotoninérgico y el incremento en la actividad metabdlica
conducen al aumento de la temperatura corporal en humanos, segun estudios clinicos o
estudios en fiestas de baile o discotecas. Los mecanismos por los que se genera hipertermia son
similares a los que tienen lugar en animales de experimentacidn, salvando las diferencias

respecto a los mecanismos termorreguladores para la disipacion de calor [66].

A pesar de estos efectos agudos desagradables, la mayoria de los consumidores
consideran el consumo de MDMA una experiencia mas positiva que negativa. No obstante, la
repeticion cada vez mas frecuente del consumo hace que los efectos perjudiciales tengan una

mayor manifestacion frente a los beneficiosos [40].

Los efectos emocionales y sociales deseables producidos por la droga son,

probablemente causados directa o indirectamente por la liberacion de 5-HT, prolactina y
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oxitocina; mientras que el incremento de dopamina se relaciona con la actividad motora y el
estado de euforia. Los cambios fisioldgicos serian consecuencia de la liberacién de noradrenalina

[40] y del incremento agudo en las concentraciones plasmaticas de la hormona

adrenocorticotropa (ACTH), cortisol, hormona del crecimiento y vasopresina [56, 61, 125].
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boca
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Tabla 1. Clasificacién de los principales efectos psicoldgicos y fisiolégicos producidos por el consumo de
MDMA. Datos extraidos de las revisiones de Kalant et al, 2001; Meyer, 2013.

El agotamiento de las reservas de 5-HT tras su liberacion masiva y la disminucién de la
transmision serotoninérgica conduce al desarrollo de confusién, trastornos del suefio vy
depresion a los pocos dias del consumo de MDMA [40], mientras que a largo plazo se asocia a

alteraciones psicopatoldgicas (Tabla 1) [56, 61, 125]. De este modo, el abuso de MDMA
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mantenido en el tiempo supondria un factor de vulnerabilidad al desarrollo de trastornos

psicoticos, a parte de los efectos psicéticos agudos que de por si produce la droga [87].

En términos clinicos, se ha relacionado el dano neurotéxico con la pérdida gradual de
algunas funciones cognitivas (aprendizaje, memoria y capacidad para el desarrollo de pruebas
complejas [56, 61]. Estudios de electroencefalografia (EEG) y PET revelan alteraciones en los
espectros de frecuencias de las ondas cerebrales [146], disminucidon del transportador SERT
[147] e hipometabolismo de la glucosa [148, 149] en corteza e hipocampo, efectos relacionados
con empeoramiento de la atencién, déficits de la memoria verbal y visual, del procesamiento
I6gico y la toma de decisiones en consumidores de MDMA sometidos a pruebas cognitivas [40,
87, 142, 148]. Aunque en muchos casos estos déficits cognitivos sean sutiles o subclinicos,
podrian contribuir a acelerar el proceso de empeoramiento cognitivo propio del envejecimiento

[125].
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BLOQUE 2. BARRERA HEMATOENCEFALICA

1. Aspectos generales

El SNC es el mas sensible del organismo. La senalizacion quimica y eléctrica entre las
neuronas requiere un microambiente controlado indispensable para una adecuada
funcionalidad. Por ello, para mantener la homeostasis existen barreras que separan el fluido

intersticial cerebral de la sangre y regulan de forma muy precisa el paso de sustancias [150].

Figura 7. Tipos de barrera dentro del
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regulacion del flujo de agua [152]. PLEXO
Imagen modificada de Abbott et al, COROIDEO
2006.

La primera evidencia experimental de la existencia de la barrera hematoencefalica (BHE)
fue descrita por Paul Ehrlich en 1885 cuando al administrar un marcador coloreado en la
circulacion sistémica observé que todos los drganos se coloreaban a excepcion del SNC. Sin
embargo, no fue hasta 1913 cuando él y su discipulo Edwin Goldman sugirieron la existencia de
una barrera entre el SNC y la sangre tras observar que la inyeccion de azul tripan en el LCR teiiia

el SNC pero no el sistema periférico. El médico aleman Lewandowsky fue el primero en utilizar el
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término bulthirnschranke (barrera hemato-encefdlica) para definir esta estructura, a pesar de
gue experimentos con sustancias, como las anilinas basicas para las que la BHE es permeable,
crearon gran controversia acerca de la realidad de su existencia fisica y de sus propiedades
selectivas. Por ello, no fue hasta 1961 con la llegada del microscopio electrénico que se atribuyé
la cualidad de barrera selectiva a las propiedades especiales de las células endoteliales [13]. En
1967, Reese y Karnovsky observaron que el trazador electrodenso HRP (Horseradish Peroxidase)
de 40kDa, administrado por via intravenosa, no alcanzaba inmediatamente el SNC, pero tras
tiempos de circulacion mds largos aparecia en el LCR, en el espacio extracelular de los plexos
coroideos, en los vasos sanguineos de la piamadre y en algunas regiones del diencéfalo, zonas

todas ellas con vasos sanguineos fenestados sin propiedades de barrera hematoencefalica [153].

2.Fisiologia de la BHE

Actualmente sabemos que, en la mayoria de los vertebrados, las barreras selectivas que
separan la sangre del tejido nervioso o del fluido intersticial se localizan a nivel del endotelio de
la microvasculatura del SNC, en el epitelio de los plexos coroideos, en el epitelio aracnoideo
(Figura 7) y en los tanicitos de los érganos circunventriculares (drea postrema, eminencia media,
glandula pineal, érganos subfornical y lamina terminal) [18, 151, 154-156]. Todas estas barreras,
incluidas las que existen entre la sangre y la médula espinal y la barrera hematorretiniana,
restringen el paso de sustancias entre la sangre y el tejido en que se encuentran [18]. De todas
ellas, la BHE establecida a nivel del endotelio vascular es la que constituye la mayor y mas
extensa superficie de control de los flujos moleculares directamente entre la sangre y las células
del SNC [155]. Esta barrera estd presente en todas las regiones cerebrales a excepcion de

aquellas reguladas por el sistema nervioso auténomo y las glandulas endocrinas [29].

La especializacion de la BHE permite regular el flujo de sustancias entre la sangre y el
parénquima cerebral al limitar el transporte paracelular, estableciendo el transporte
transcelular como la via de paso mayoritaria [155]. La BHE dispone de mecanismos de
transporte especializados (Figura 8) que permiten la entrada de los nutrientes requeridos y
favorece la expulsidon al torrente sanguineo de metabolitos o sustancias tdxicas. Ademas, la
combinacion de enzimas intracelulares (CYPP450) y extracelulares (peptidasas y nucleotidasas),
pueden inactivar muchos compuestos neuroactivos téxicos [151, 157]. Muchos de los
transportadores de la cara luminal del endotelio pertenecen a la familia ABC (ATP-binding
Cassette) que median la expulsion de muchas toxinas y farmacos con diversas estructuras a la

sangre [157]. Pese a la baja tasa de endocitosis que tienen las células endoteliales, ciertas



IEETE NTRODUCCION

proteinas son transportadas por transcitosis mediada por receptor, mientras que las proteinas
plasmaticas que apenas se transportan a través de la BHE, podrian acceder por transcitosis

adsortiva (figura 8) [151].
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Figura 8. Rutas de acceso a través de la BHE. Imagen modificada de Abbott et al, 2006.

Como resultado de las propiedades fisico-quimicas del endotelio, la BHE actia como
barrera fisica, de transporte, enzimatica o metabdlica e inmunoldgica [151, 155], y sus

principales funciones son:

= Mantener la homeostasis del SNC regulando el balance i6nico (manteniendo una baja

concentracién de potasio y calcio en el espacio intersticial).
= Proporcionar constantemente nutrientes al cerebro.

= Evitar el acceso de xenobidticos, metabolitos y neurotransmisores periféricos al SNC, asi
como metabolizar, inactivar y expulsar metabolitos neurotdxicos del espacio intersticial,

para minimizar la muerte celular y preservar la conectividad neural.

= Impedir el paso libre de sustancias inmunoactivas o proinflamatorias y de células

inmunes, participando asi en la modulacidn de la respuesta neuroinflamatoria.

3. Estructura de la BHE: Union neurovascular

La BHE que existe a nivel del endotelio especializado de los vasos sanguineos cerebrales

constituye una barrera fisica de difusion selectiva. Ademads del endotelio, varios tipos celulares y
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no celulares del tejido nervioso participan en el mantenimiento e integridad de la BHE
formando la segunda linea de defensa. Al conjunto de todos estos elementos se le denomina
unién neurovascular (Figura 9). El término neurovascular se utilizé inicialmente para referirse a
la comunicacidn existente entre grupos de neuronas y células gliales con el endotelio vascular en
relacidn a la regulacidn del flujo cerebral. Actualmente, el concepto de unién neurovascular se
aplica a nivel de los capilares y vasos de pequeno calibre donde, ademas tiene lugar la funcién
de BHE. La unidn neurovascular asi entendida constituye la unidad funcional de la BHE [13, 16,

151, 154, 155].

CAPILAR CEREBRAL: unién neurovascular CAPILAR SISTEMICO
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Figura 9. Estructura de la unidén neurovascular. Comparacion entre las células endoteliales de
capilares cerebrales y sistémicos. La unidn neurovascular estd formada por distintas células y matriz
extracelular en estrecha asociacion anatdmica y funcional para mantener una funcién cerebral 6ptima.
[13, 16, 151, 154, 155]. Las células del endotelio neurovascular presentan baja tasa de pinocitosis y
transporte paracelular restringido por la existencia de uniones estrechas, a diferencia de las células
endoteliales de los capilares sistémicos que se caracterizan por presentar fenestraciones
citoplasmaticas y alta tasa de pinocitosis [29, 158, 159].

La asociacidon entre el endotelio y las demads células de la unidon neurovascular es
imprescindible para la formacién de la BHE. Tras la angiogénesis, pericitos y astrocitos revisten
los vasos en formacién e inducen en el endotelio las particularidades que caracterizan la barrera
selectiva. Ademads secretan los elementos que forman la matriz extracelular especializada que
envuelve al vaso y que también esta implicada en la regulacién de la permeabilidad de la BHE
[16, 160]. Los astrocitos participan en la regulacién de algunos de los sistemas de transporte
especializados que presenta el endotelio. [160]. En definitiva, las interacciones reciprocas entre
todos los componentes que constituyen la unidad neurovascular, tanto estructurales como

funcionales, son imprescindibles para una adecuada funcionalidad de la BHE y del SNC [18].
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3.1. Células endoteliales

Las células endoteliales del sistema nervioso presentan caracteristicas particulares que
las diferencian de las que constituyen los vasos sanguineos en otros tejidos (figura 9), como la
presencia uniones estrechas y adherentes que suponen contactos intimos que sellan los
espacios entre células adyacentes [12, 13, 159]. Aunque la alteracién de las uniones adherentes
puede afectar a la permeabilidad de la BHE, su funcién es la de dar estructura al vaso mediante
la adhesién de las células con la matriz extracelular [29, 154]. De modo que, son principalmente
las uniones estrechas las responsables de actuar como barrera al conferir una baja
permeabilidad paracelular para las sustancias polares y alta resistencia eléctrica a los vasos,
ademads de restringir el transporte solamente a algunas vias de paso especificas (figura 8) [151].
Ademas, al localizarse especificamente en la zona apical del endotelio impiden la difusién de
lipidos y proteinas de membrana, participando de este modo en la distribucidn diferencial de
proteinas transportadoras entre la zona apical y basolateral, lo que da polaridad al endotelio

cerebral [13, 29, 154, 161]

Respecto a su estructura (figura 10), las uniones estrechas estdn formadas por un

intrincado complejo de proteinas integrales y adaptadoras citosodlicas. Las proteinas integrales

interaccionan formando homo o heterodimeros con las de otra célula o de otro segmento de
membrana para formar los contactos intimos. Pueden ser de varias clases: moléculas de
adhesién (JAM, Junctional Adhesion Molecules), claudinas y ocludina. Existen varios miembros
de la familia de las claudinas y la presencia de uno u otro tipo determina la permeabilidad de la
union. En el endotelio neurovascular la mas expresada e involucrada en las propiedades de
barrera es la claudina-5. La presencia de claudina es imprescindible para la formacién de las
uniones estrechas, mientras que la de ocludina no lo es para la formacién, aunque si es
importante en la regulaciéon de las uniones [13, 161]. Las proteinas JAMs tampoco son esenciales
para la formacién de uniones estrechas, pero participan en el establecimiento de la polaridad

celular [29, 161].

Las proteinas adaptadoras citosdlicas son esenciales para la formacién de un complejo
multimolecular al anclar a las proteinas integrales con la actina del citoesqueleto endotelial.
Ademas, interaccionan con proteinas mensajeras como kinasas, proteinas G heterotriméricas y
pequefias GTPasas, para mediar sefalizacidn celular bidireccional. La principal proteina de este
tipo que se encuentra constituyendo las uniones estrechas del endotelio que forma la BHE es

zonula occludens-1 (ZO-1) [12, 29, 151, 159].



intropuccion [EEHE

cara luminal del endotelio

CLAUDINAS
Clau-1,-3-12
r S i, Clau-5
'”3 - o
o g
——JD
N -
Io-1
4 OCLUDINA i
E 3 - Fl.gu.ra 10. . Estructura molecular de I:j\s
=] E {:_,”___; distintas uniones presentes en el endotelio
_ - o
58 g g :) neurovascular. Uniones estrechas: formadas
701 por ocludina, claudina o JAMs que
1AMs actina interaccionan con la proteina adaptadora
B i | _-'-'-?"'_---m——‘zal citosélica (ZO-1), la cual se ancla a filamentos
w de actina [13, 151, 159, 162, 163]. Uniones
[T
W = . ,
2z  — | adherentes: formadas por la proteina
g Y — integral homodimérica VE-cadherina que
= ] q q ,
= 2 interacciona con la proteina adaptadora
TR citosodlica  B-catenina. Ambas pueden
participar en la regulacion de la transcripcion
2 [ |aminina B1-INTEGRINA génica de claudina-5 [162]. Uniones del
gg endotelio con la lamina basal: laminina y
S agrina pueden interaccionar con B1-integrina
g %? y distroglicano. Estas interacciones regulan la
. DISTROGLICANO _ R
| agrina polaridad celular y la transcripcidon génica de

claudina y por tanto, la permeabilidad de los

bluminal del endoteli .
cara abluminal del endotelio microvasos [162].

Puesto que las uniones estrechas son estructuras dinamicas pueden disociarse o
reensamblarse modificando la permeabilidad paracelular. El grado de asociacién de proteinas a
ambos lados de la membrana de la célula endotelial, especialmente en la cara interna, es
decisivo para restringir la permeabilidad y se correlaciona positiva y directamente con la
resistencia transepitelial [154]. La baja expresién de claudina-5 se relaciona con la rotura de la
BHE y el incremento de la permeabilidad [13, 29, 161]. Sin embargo, ante una pérdida de
ocludina el resto de proteinas de las uniones estrechas pueden suplir dicha carencia y mantener
la correcta funcién de la BHE [29]. Ademds, las uniones estrechas suponen una plataforma de
sefializacién bidireccional [13, 151, 159, 162, 163], de forma que, desde el interior celular la
sefializacién permite el auto-mantenimiento de las uniones, regulando asi la permeabilidad;
mientras que las sefiales extracelulares activan vias que producen la disociacién de las uniones y

modulan la expresion génica de sus componentes [156].

La permeabilidad de la BHE puede estar regulada a nivel de las proteinas de las uniones

estrechas por sefalizacion mediada por calcio, degradacion proteolitica, fosforilacion mediante
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cascadas de kinasas, modulacién por proteinas G monoméricas e internalizacion mediante
caveolas de las proteinas que las constituyen [13, 29, 159, 161]. Diversos factores como el
estrés oxidativo (RL, NO), agentes vasogénicos (VEGF), mediadores inflamatorios (TNF-a) y
lipidicos (prostaglandina E2) y agentes infectivos (VIH) desencadenan mecanismos de
sefializacién que terminan por incidir sobre las proteinas de las uniones estrechas [29, 157],

induciendo su disociacién e incrementando la permeabilidad de la BHE.

El citoesqueleto endotelial también juega un papel importante en el establecimiento de
la integridad de las uniones y en la adherencia con la matriz extracelular. Las alteraciones en la
actina pueden modular la permeabilidad de la barrera al comprometer la eficiencia de las
uniones estrechas [29, 153]. De acuerdo con las necesidades funcionales o dependiendo de
estimulos como mediadores inflamatorios, pueden ocurrir cambios dependientes de calcio y la
fosforilacion de proteinas que desencadenan la contraccion del citoesqueleto ocasionando la

retraccion de la célula endotelial y el aumento de la permeabilidad de la BHE [29, 160, 162].

3.2. Lamina basal

Ldmina basal es el nombre que recibe la matriz extracelular especializada intimamente
asociada a los epitelios. Dentro de la unién neurovascular, la ldmina basal constituye el Unico
componente no celular de la BHE [16]. Es secretada por células endoteliales, astrocitos y
pericitos a los que proporciona soporte fisico. De este modo, se puede hablar de una lamina
basal endotelial que recubre a células endoteliales y pericitos [13] y otra asociada a pies
astrocitarios [164]. Ademas de funcién estructural, la ldmina basal interviene en la regulacién del
comportamiento de las células que la secretan y contribuye a la baja permeabilidad de la BHE al
impedir el movimiento de grandes moléculas cargadas y la migracién de leucocitos y células

tumorales [164, 165].

Se compone principalmente de las proteinas estructurales laminina y colageno tipo IV
(figura 11) que se asocian generando una red en forma de lamina que envuelve el vaso, a la que
se anclan otros componentes: nidogenos, fibronectina y proteoglicanos heparan sulfato
(perlecan y agrina) [12, 29, 166]. Existen distintas isoformas de coldgeno IV y de laminina que
pueden constituir la ldmina basal. El colageno IV esta formado por 3 cadenas: al, a2 y una
tercera variable a3, 4 6 5 [167]. La laminina es una estructura heterotrimérica y presenta las
cadenas al-5, Bl y y1. El endotelio vascular expresa principalmente lamininas con cadenas a4 y

a5 [164], mientras que la lamina basal generada a partir de los pies astrocitarios se compone de
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lamininas formadas por cadenas al y a2 [164]. Si bien la presencia de una u otra isoforma no

afecta a la estructura, la existencia de distintos patrones de expresién espacial y temporal si

tiene relevancia a nivel funcional. Asi por ejemplo, la isoforma a5 de la laminina endotelial

inhibe la infiltracion leucocitaria [161], mientras que la presencia de a4 la favorece, reguldandose

de este modo, a través de la ldmina basal, la transmigracién celular y el mantenimiento de los

privilegios inmunes del SNC [164, 168].
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funcional. [164-166].

Ademds de su cardcter estructural, la laminina participa en la sefalizacion celular al

interaccionar con receptores de membrana (figuras 10 y 11) [164-166] y activar vias de

sefializacién intracelular que actlan sobre fosfatasas, kinasas como las MAPK (Mitogen-
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Activated Protein Kinases), y sobre componentes del citoesqueleto regulando la adhesion
celular, la proliferacidn, la diferenciacién y la supervivencia [169]. Alteraciones de la lamina basal

tienen como consecuencia la alteracion de las uniones estrechas y la integridad de la BHE [29].

La matriz extracelular sufre una remodelacidn constante en condiciones fisioldgicas. La
homeostasis tisular depende de un estricto equilibrio entre la sintesis y degradacién de las
macromoléculas que constituyen la matriz [170]. Un exceso de degradacién de proteinas de la
matriz se relaciona con procesos inflamatorios, invasidon tumoral y muchas otras patologias que

cursan con alteracién de la BHE [14, 26-29, 168].

3.3. Astrocitos

El 90% de la superficie abluminal de la microvasculatura cerebral estd cubierta por
procesos citoplasmaticos de los astrocitos denominados pies astrocitarios [158]. Dentro de la
unién neurovascular, los pies astrocitarios envuelven al endotelio, a los pericitos y a la [dmina

basal [29]. También participan en las otras barreras hematoencefalicas localizadas a nivel de los

ependimocitos de los plexos coroideos y en la zona subpial fomando la glia limitante (figura 8)

[152].

Los astrocitos secretan componentes de la lamina basal y participan en la induccién y el
mantenimiento de las uniones estrechas, de los sistemas enzimaticos especializados y de la
localizacién polarizada de transportadores en las células endoteliales [29, 158, 171]. También
pueden modular la permeabilidad de la BHE y producir su incremento controlado en condiciones
fisiolégicas gracias a la comunicacién quimica reciproca con el endotelio mediante factores
solubles [29, 160]. Ademas, cada astrocito individualmente sostiene la funcién de una poblacién
particular de neuronas de un territorio concreto y las comunica con los segmentos de la
microvasculatura a los que se asocia formando la unidad gliovascular [151]. De este modo,
mantienen el aporte energético a las neuronas y modulan los sistemas de transporte endotelial y
el tono vascular con el fin de favorecer la adquisicidn de sustratos energéticos [35, 160]. De igual
forma, regulan la homeostasis del agua, iones, aminodacidos y neurotransmisores controlando la

funcién sindptica y la comunicacion celular [151, 158, 172].

La homeostasia del agua es esencial para una funcién cerebral normal, ya que pequefios
cambios en el espacio extracelular pueden afectar gravemente a la concentracién idénica y como
consecuencia, alterar la excitabilidad neuronal. Por ello, el control del transporte de agua es

necesario para la recuperacion del equilibrio idnico tras la actividad neuronal [173]. El
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mantenimiento de la homeostasia por parte de los astrocitos se debe a sus particulares

caracteristicas morfoldgicas, a su polaridad y a los distintos receptores y canales especificos que

expresan [154]. A lo largo de toda la membrana, pero principalmente concentrados en los pies

astrocitarios, se expresan canales de agua acuaporina-4 (AQP4) (figura 12). Estos canales actuan

en funcion de los gradientes de iones y median el flujo bidireccional de agua entre el cerebro y

la sangre [35, 37, 173-175].
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Figura 12. Aclaramiento de glutamato y mantenimiento de la homeostasis de agua e iones sodio y

potasio por parte de los astrocitos durante las sinapsis. En el esquema se detalla la estructura de la

AQPA4 (tetramero formado por 4 canales permeables al agua, cuyo poro central permite el paso de

iones y gases) y de los OAPs (AQP4 y Kir4.1 en asociacién a un complejo proteico formado por a-

distroglicano (a-DG), B-distroglicano (B-DG), B-distrobrevina (f-DB) y sinucleina (syn). a-DG se une a

laminina y agrina de la lamina basal, mientras que B-DB y syn anclan distrofina, un componente del

citoesqueleto del astrocito [35, 37, 38, 158, 173, 176].

La localizacién polarizada de la AQP4 en los pies astrocitarios se debe a que forma

agregados supramoleculares denominados conjuntos ortogonales de particulas (OAPs,

Orthogonal Arrays of Proteins) por su aspecto al microscopio electrénico. Estas estructuras, se

localizan en paralelo a las uniones estrechas endoteliales gracias a su interacciéon con

distroglicano y sintrofina que a su vez ancla a los componentes de la ldmina basal (figura 12)

[158, 173]. Ademas, AQP4 colocaliza en los pies astrocitarios con el transportador de potasio
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Kird.1. En base a esto, y puesto que el flujo de agua a través de la AQP4 es bidireccional y
dependiente del gradiente osmoético [173], la funcidn principal de la AQP4 es la de regular la
homeostasia del agua en relacién al tamponamiento de potasio (figura 12) [158]. Por lo tanto, la
organizacion de los OAPs permite el establecimiento de estructuras especializadas a través de

las cuales se produce el aclaramiento hacia la sangre de agua y potasio captados por el astrocito.

En condiciones fisioldgicas, durante la actividad neuronal se liberan neurotransmisores y
potasio, mientras que la oxidacion de la glucosa genera agua metabdlica. Para mantener la
homeostasia iénica y el volumen de las sinapsis centrales, el agua y el potasio extracelular
generados son captados por los astrocitos y trasladados a otras zonas gracias a la red sincitial
que forma la astroglia, para ser eliminados hacia la sangre y el LCR a través de los pies
astrocitarios (figura 12) [35, 37, 158, 173]. El desensamblaje de los OAPs, como el que tiene lugar
en ratones knock-out para a-sintrofina, hace que se pierda la expresién de AQP4 de los pies
astrocitarios y como consecuencia, que ocurra una alteracidon del transporte de agua y un

aclaramiento deficiente de potasio [173].

3.4. Pericitos

Los pericitos, son células con capacidad contractil que se localizan en la superficie
abluminal del endotelio de capilares, arteriolas y vénulas que carecen de capa muscular [16, 29].
Rodean parcialmente el endotelio cubriendo aproximadamente el 22-32% de los capilares [29].
Estas células murales regulan el flujo sanguineo cerebral, controlando el diametro del capilar y
dando estabilidad al vaso gracias a las proteinas contractiles que presentan [16, 29, 177].
También pueden actuar como células inmunitarias con capacidad fagocitica [177]. Ademas
regulan la proliferacién, supervivencia, migracién y diferenciacion de células endoteliales
durante la angiogénesis y la permeabilidad vascular, gracias a la comunicacién reciproca entre
células a través de uniones de tipo gap y de factores solubles [157, 158, 177]. Dentro de la BHE,
participan en la sintesis de la ldmina basal [29, 158] e inducen la distribuciéon localizada de los
pies astrocitarios alrededor de los vasos sanguineos [178, 179]. Por ello, son esenciales en la

formacién, maduracién y mantenimiento de la BHE [16, 29, 158, 177].

3.5. Neuronas

La relacién entre neuronas y microvasculatura resulta imprescindible, ya que la

circulacion sanguinea cerebral es directamente responsable del aporte energético necesario



intropuccion [EZEHEE

para la correcta funcién neuronal. De este modo, las neuronas regulan el flujo sanguineo y la
permeabilidad de la BHE en funcidn de los requerimientos metabdlicos del tejido nervioso [13,
29, 157]. Las neuronas serotoninérgicas, noradrenérgicas, colinérgicas y GABAérgicas pueden
inervar el endotelio directamente [13, 157], aunque la sefializacién también puede llegar través
de los astrocitos que responden ante las sinapsis centrales [151]. El resultado de esta inervacién
es la modulacién de la permeabilidad de la BHE incrementando la eficiencia del endotelio en el
transporte de nutrientes desde la sangre [151]. Ademas, la pérdida de la inervaciéon neuronal
sobre el endotelio de la unién neurovascular se relaciona con un incremento en la permeabilidad
de la BHE [13]. Lesiones en el locus coeruleus que disminuyen la sefalizacidon noradrenérgica,
potencian la vulnerabilidad de la BHE a la hipertension [157]. De igual forma, en patologias
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, la pérdida de inervacidn serotoninérgica

cortical se asocia con alteracién de la funcién cerebrovascular [13, 157].

3.6. Microglia perivascular y leucocitos circulantes

En contacto con los vasos sanguineos del SNC se encuentra la microglia perivascular
controlando la respuesta inmune en el cerebro [158]. La microglia inspecciona constantemente
el microambiente local pudiendo cambiar de fenotipo y funcién en respuesta a la alteracién de
la homeostasia del SNC [29]. Se piensa que la microglia podria interaccionar con las células
endoteliales y contribuir a las propiedades de BHE, aunque los mecanismos por los que esto

ocurriria son desconocidos [17, 29].

Los leucocitos circulantes suponen una fuente de células inmunitarias disponibles ante
procesos neuroinflamatorios [158] y participan, junto a la microglia perivascular, en la respuesta

inmune dentro del SNC.

4.Regulacion y alteracion patoldgica de la BHE

Los cambios en la permeabilidad de la BHE se producen de forma fisiolédgica como
respuesta a variaciones en el pH, en la presiéon sanguinea y en el suministro de oxigeno vy
nutrientes [36]. El incremento de la permeabilidad controlado y reversible es necesario para
satisfacer los requerimientos del tejido nervioso. Esto es posible gracias a una amplia
comunicacién reciproca entre todas las células de la unién neurovascular, asi como con células
inmunes periféricas o células de otros tejidos mediante la sefalizacidon por factores solubles

(Figura 13) [18]. De este modo, el incremento en la permeabilidad de la BHE, tanto en
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condiciones fisioldgicas como patoldgicas, es consecuencia del efecto conjunto de varios
factores que actlan a distintos niveles y no necesariamente al mismo tiempo [153]. Aunque
estds conexiones estdn claras conceptualmente, los mecanismos que tienen lugar alin no estan

bien esclarecidos [18].

Ademas de los factores solubles, la lamina basal aporta sefializacién constante mediante
la interaccion de laminina y agrina con receptores de membrana (integrinas y distroglicanos). La
alteracién de esta interacciéon modifica las cascadas de sefializacidn y altera la estructura de las
uniones estrechas, del citoesqueleto endotelial [29] y de los OAPs de los pies astrocitarios,

incrementando la permeabilidad de la barrera [154].
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Figura 13. Factores solubles implicados en el control de la permeabilidad de la BHE: Factores como las
citoquinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-a), metaloproteinasas de matriz (MMP-2, -3 y -9),
activador tisular del plasmindgeno (tPA) y éxido nitrico, pueden ser secretados por varios tipos
celulares y actuar incrementando la permeabilidad de la BHE [18, 151, 153, 156, 160]. Las células
endoteliales secretan angiopoietina-1 (Ang-1) constitutivamente para el automantenimiento de la baja
permeabilidad endotelial [153, 160, 177]. La inervacidén neuronal afecta a la funcién de la barrera. La
inervacion serotoninérgica directa sobre el endotelio tiene efecto vasoconstrictor, sin embargo, a
través de los astrocitos induce la secrecién de endotelina, NO y prostaglandinas que median la
vasodilatacion [156]. Algunos mediadores activos pueden proceder de la sangre y participar en la
alteracion de la BHE e incluso iniciarla [18].

Por lo general, cualquier alteracion en la expresion y/o funcionalidad de los
componentes de las uniones estrechas y la lamina basal, o de las células que constituyen la

unidon neurovascular, puede comprometer la integridad de la barrera incrementando la
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permeabilidad [12, 14]. En algunos casos, el incremento de la permeabilidad de la BHE es
consecuencia de una patologia previa, como ocurre en la isquemia o el dafio traumdtico
cerebral, mientras que otras veces, la apertura de la barrera es el acontecimiento que ocurre

con anterioridad al desarrollo de la enfermedad, como en la esclerosis multiple [13].

Del mismo modo, tanto los mecanismos por los que ocurre la rotura de la BHE, como las
consecuencias de su alteracion, son muy variados y en ocasiones ni siquiera esta claro cudles de
ellos son causa y cuales consecuencia de la rotura [16, 177]. Por ejemplo, el desequilibrio de
iones, neurotransmisores y metabolitos en el liquido intersticial que altera la actividad neuronal,
es una de las consecuencias del aumento en la permeabilidad; pero también puede ser el
causante de la disrupcién osmética de la BHE que conduce a la generacion de ataques
epilépticos tipicos de la epilepsia, la isquemia, infecciones del SNC vy desdrdenes
neurodegenerativos [16]. Lo mismo sucede cuando hablamos de estrés oxidativo o de
neuroinflamacion. En cualquier caso, el incremento de la permeabilidad de la BHE se asocia a
una serie de alteraciones que por lo general, terminan por afectar la actividad neuronal [16]. En
la tabla 2 se esquematizan algunos de los principales factores que participan en la alteracion de

la permeabilidad de la BHE, asi como sus consecuencias, en procesos patoldgicos.
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Tabla 2: Causas, caracteristicas y consecuencias de alteracién de la BHE en procesos patoldgicos [16].

4.1. Modulacion de la integridad de la BHE por proteolisis

La degradacién de proteinas que constituyen la |lamina basal o las uniones estrechas

conduce a una alteracion de la integridad de la BHE y por tanto, a un incremento en la
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permeabilidad. Existen varios tipos de enzimas proteoliticas capaces de mediar esta funcidn,
siendo las principales las metaloproteinasas de matriz (MMPs) y las serin-proteasas como el
activador tisular del plasmindgeno (tPA). La sobreactivacion de estas enzimas es frecuente en

patologias que cursan con aumento de la permeabilidad de la barrera [14, 26-29].

4.1.1. Metaloproteinasas de matriz

Las MMPs son proteasas de accion extracelular que estdn implicadas en todos aquellos
procesos fisioldgicos que requieren la modificacion de la matriz extracelular y remodelacién
tisular tales como angiogénesis, migracién celular, regeneracion axonal, remielinizaciéon y
plasticidad sindptica [14, 26-28, 180]. Asimismo, estan involucradas en numerosos procesos

patoldgicos como la inflamacidn, la isquemia, la aterosclerosis y la metastasis, entre otros [27].

Pueden clasificarse en funcidon de los sustratos que son capaces de degradar, de sus
dominios peptidicos y de la similitud de su secuencia (tabla 3) en los siguientes grupos:
colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, matrilisinas y MMPs de membrana o MT-MMPs
(Membrane Type MMPs) [27]. Las gelatinasas (MMP-2 y MMP-9), junto con la estromelisina-1
(MMP-3), parecen ser las metaloproteinasas que mas se han estudiado en relaciéon a la

alteracion de la BHE en condiciones patoldgicas [15, 28, 181].

CLASIFICACION NOMBRE SUSTRATOS QUE DEGRADA
MMP-1 Colagenasa 1 Coldgeno |, I, Ill, VII, VI, X, gelatina

Colagenasas MMP-8 Colagenasa 2 Coldgeno I, I, Ill, VII, VIII, X, agrecan, gelatina
MMP13 Colagenasa 3 Colageno I, Il, Ill, IV, IX, X, XIV, gelatina

Gelatinasas MMP-2 Gelatinasa A Gelatina, coldgeno I, II, Ill, IV, VII, X, laminina, fibronectina
MMP-9 Gelatinasa B Gelatina, coldgeno 1V, V, laminina, agrina, fibronectina
MMP-3 Estromelisinal Fibronectina, coldgeno li, IV, IX, X, gelatina, laminina, agrina

Estromelisinas MMP-10 Estromelisina2  Coldgeno IV, laminina, fibronectina, elastina
MMP-13 Estromelisina3  Coldgeno IV, laminina, fibronectina, agrecan

Matrilisi MMP-7 Matrilisina 1 Fibronectina, laminina, coldgeno 1V, gelatina
Al MMP-26 Matrilisina 2 Fibrinégeno, fibronectina, gelatina
MMP-14 MTP1-MMP Gelatina, fibronectina, laminina
MMPs de MMP-15 MTP2-MMP Gelatina, fibronectina, laminina
b MMP-16 MTP3-MMP Gelatina, fibronectina, laminina
membrana MMP-17  MTP4-MMP Fibrinégeno, fibrina
(MTP-MMP) MMP-24 MTP5-MMP Gelatina, fibronectina, laminina
MMP-25 MTP6-MMP Gelatina
MMP-12 Metaloelastasa  Elastina, fibronectina, coldgeno IV
MMP-19 Agrecan, elastina, fibrilina, coldgeno IV, gelatina
MMP-20 Enamelisina Agrecan
Otras MMP-21 XMMP Agrecan
MMP-23 Gelatina, caseina, fibronectina
MMP-27 CMMP Desconocido
MMP-28 Epilisina Desconocido

Tabla 3. Clasificacién de las MMPs. Tabla modificada de Snoek-van Beurden & Von den Hoff, 2005.
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Las MMPs se sintetizan como zimégeno: forma proactiva bloqueada por un dominio
propéptido que mantiene bloqueado el centro activo (figura 14). Para su activacién es necesaria
la hidrdlisis del enlace formado entre la cisteina del propéptido y el atomo de zinc del centro
activo. La protedlisis del propéptido genera una MMP activa de menor peso molecular y puede

llevarse a cabo por multiples estimulos, incluso por otras MMPs activas.
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Aparte de la regulacién a través de la activacién proteolitica del zimégeno, la activacion
de las MMPs estd controlada por sus niveles de secrecion y por la actividad de inhibidores
tisulares enddgenos de metaloproteinasas (TIMPs) que forman complejos con las formas
proactivas inactivandolas [27, 182, 183]. Ademas, la expresion de las MMPs esta regulada a nivel
transcripcional. Los genes para MMP-2 contienen en su promotor sitios de unién de la proteina
activadora 2 (AP2) que determinan la expresidon constitutiva del gen. MMP-2 se expresa
constitutivamente en astrocitos y su accion proteolitica queda restringida a la proximidad
celular, debido a que su activaciéon requiere la unién a MT1-MMP (MMP14) y a TIMP-2 (figura
15) formando de este modo un complejo trimolecular asociado a la membrana [14, 26-28]. Por
lo tanto, la aparente funcién de MMP-2 seria la remodelacién y mantenimiento de la matriz

extracelular en condiciones normales [21].

Sin embargo, MMP-9 y MMP-3 son inducibles, ya que sus genes presentan sitios de
unién a AP1 y al factor nuclear-kB (NF-kB). Por ello, son regulables por ROS, citoquinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-1B) y otros estimulos que activan cascadas de MAPKs (p38, ERK1/2 y
IJNK) [14, 26-28, 184, 185], ademas de por plasmina y otras MMPs (figura 15). Tanto MMP-9
como MMP-3 son secretadas y activadas en el espacio extracelular, por lo que tienen libertad
de movimiento y propagan su accion mas alla de la zona de secrecién [14, 26-28]. MMP-9 se

expresa principalmente en células endoteliales [21] y leucocitos infiltrados [186], aunque
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también pueden expresarla astrocitos y neuronas; mientras que MMP-3 es liberada por la
microglia y los pericitos. MMP-3 también puede ser liberada en su forma activa por neuronas

apoptdticas sometidas a estrés celular, posiblemente para facilitar su fagocitosis [21].

Figura 15. Mecanismos de proMMP-9
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En muchas patologias que cursan con alteracién de la BHE, se ha puesto de manifiesto
que el incremento en la expresién o actividad de MMPs por estrés oxidativo o procesos
inflamatorios es el responsable de la degradacidn de las proteinas de la lamina basal y de las
uniones estrechas que conducen al incremento en la permeabilidad y alteracion de la integridad

de la barrera [14, 31, 187, 188].

4.1.2. Activador tisular del plasminégeno

El factor activador tisular del plasminégeno (tPA) es una serin-proteasa de accion
extracelular. Se encuentra principalmente en la sangre donde actia como enzima trombolitica
degradando su sustrato principal, el zimégeno plasminégeno, dando lugar plasmina, la cual a su
vez degrada la red de fibrina que constituye el trombo [33, 186, 189]. No obstante, el tPA
también puede expresarse dentro del SNC. Aunque las células endoteliales son la principal
fuente de tPA, practicamente todas las células de la unién neurovascular, incluyendo neuronas
y microglia, lo expresan y responden a él [31, 186]. Por otra parte, el tPA también puede
proceder de la sangre e introducirse en el SNC mediante transcitosis [186] mediada por el
receptor de lipoproteinas de baja densidad tipo 1 (LRP-1) aun estando la BHE intacta [31]. Tanto
el tPA de origen exdgeno, como el enddégeno pueden afectar la funcionalidad del cerebro y

resultar neurotéxico [31].

Dentro del SNC el tPA presenta funciones distintas a la trombolisis, generalmente

relacionadas con su actividad proteolitica. La plasmina resultante de la accién de tPA, degrada
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componentes de la matriz extracelular y puede hacerlo por si misma o bien de forma indirecta
a través de la activacion proteolitica de MMPs (figura 15) [31, 33, 186]. En cualquier caso, la
cascada tPA-plasmindgeno/plasmina, al degradar proteinas extracelulares, participa en procesos
neurotréficos de plasticidad sinaptica, aprendizaje y memoria [33, 186], en fenémenos de
migracion celular, invasidn celular y metastasis [33] y en el incremento de la permeabilidad de la

BHE o alteracion de su integridad en condiciones patolégicas [31, 190].

Tanto el tPA como el plasmindgeno parecen unirse a receptores de membrana de forma
gue la generacion proteolitica de plasmina ocurre de manera localizada y regulada sobre Ila
superficie celular [186] donde es inaccesible a inhibidores fisioldgicos [31] que sin embargo,
inactivan rapidamente a la plasmina soluble [186]. Por otro lado, la regulacion de la formacion
de plasmina también depende de la expresidén y actividad de tPA, asi como de su inhibidor

enddgeno principal PAI-1 [186].

Independientemente de su capacidad proteolitica, tPA puede modificar Ila
permeabilidad de la BHE mediante sefializacion a través de LRP-1, del cual es ligando enddgeno
[36]. Este receptor se localiza en todas las células de la unién neurovascular y su interaccién con
tPA activa la via NF-kB que conduce al incremento en células endoteliales de la expresion de
MMP-3 y MMP-9, las cuales actian degradando los componentes de la l[dmina basal y las

uniones estrechas [15, 31, 33].

4.2. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es uno de los mediadores clave en la alteracion de la BHE que tiene
lugar en procesos patoldgicos [14-16, 187]. Los radicales libres, incluyendo ROS y RNS disparan
numerosas cascadas moleculares que terminan alterando la permeabilidad o integridad de la
union neurovascular [15]. En primer lugar, producen dafio oxidativo de componentes celulares
(proteinas, lipidos y ADN), de forma que la peroxidacién de los lipidos de la membrana
endotelial incrementa la permeabilidad vascular [191]. Ademas, median la reorganizacién del
citoesqueleto de las células de la unién neurovascular y regulan al alza la expresidon de

mediadores inflamatorios [16].

Por otro lado, las especies reactivas de oxigeno activan MMPs, disminuyen los niveles de
inhibidores TIMPs [16] y median la fosforilacién de componentes de las uniones estrechas
favoreciendo su disociacién [29, 157], todo ello a través de un mecanismo que implica la

activacion de proteinas tirosina kinasa [16]. Posiblemente, la activacion de MMPs es el principal
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mecanismo por el cual los radicales libres alteran la BHE e incrementan la permeabilidad. De
forma que el tratamiento con antioxidantes o inhibidores de la NOS atenuan la alteracion de la
BHE y mejoran la disfuncién cerebral en procesos patoldgicos que cursan con estrés oxidativo,

como la isquemia [15].

4.3. Temperatura

Las alteraciones en la temperatura afectan a la permeabilidad de la BHE: una
temperatura corporal inferior a la fisioldgica (hipotermia) induce una alteracion leve de la
permeabilidad de la BHE y una reduccion del contenido de agua cerebral, mientras que su
incremento (hipertermia) se asocia a alteraciones mas graves de la barrera y desarrollo de
edema [19, 20]. Existen evidencias que demuestran un incremento en la extravasacion al
parénquima cerebral de proteinas plasmaticas como la albimina, en condiciones de hipertermia
cerebral (38.5 - 39.5°C) [20]. Esta temperatura puede alcanzarse en situaciones no patoldgicas,
como el ejercicio fisico intenso en ambientes de alta temperatura [192] o en procesos de estrés
agudo. Segun estudios en rata, en estas situaciones se aprecia un incremento en la
permeabilidad de la BHE en respuesta al aumento de la temperatura corporal y cerebral [193].
De igual modo, la hipertermia que tiene lugar durante los tratamientos antitumorales se
relaciona con el incremento en la permeabilidad vascular [194]. En condiciones patoldgicas la
alteracién de la BHE relacionada con la hipertermia resulta mds grave. De este modo, durante la
patologia por golpe de calor se altera la barrera, desarrollandose edema cerebral con alteracién
de las células del SNC [195]. En otras condiciones patolégicas en las que ocurre la alteracién de
la BHE, como la hipoxia [196] o tras el consumo de estimulantes psicomotores [193, 197], este

efecto se agrava en relacion al aumento de la temperatura.

Es razonable que la alta temperatura cerebral afecte a los componentes de la unidad
neurovascular teniendo en cuenta que induce alteraciones en el citoesqueleto,
desnaturalizacion de proteinas, modifica la fluidez de la membrana plasmatica y altera la
funcionalidad de las proteinas transportadoras; ademas de alterar la funcién nerviosa [112], el

flujo sanguineo, el aporte de oxigeno y nutrientes y la respuesta inmune celular [194].

4.4. Inflamacion

Numerosas patologias como la sepsis, infecciones por virus, encefalitis, meningitis,

esclerosis multiple, diabetes mellitus y dolor crénico se asocian con alteraciones en la BHE [18,
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21, 157]. Tanto los ROS, como el lipopolisacérido, las citoquinas y las prostaglandinas promueven
la inflamacidon [18] desencadenando la generacion de mediadores secundarios que,
independientemente de si fueron originados de forma periférica o como consecuencia de un

proceso neuroinflamatorio [18], alteran la permeabilidad e integridad de la BHE [13, 18].

Durante la inflamacion periférica, los mediadores circulantes encuentran su acceso al
parénquima cerebral restringido por la BHE. En algunas situaciones, el incremento inicial de la
permeabilidad no implica la alteracidn en la integridad de los componentes de la unidn
neurovascular, si no que se corresponde con el aumento en la expresion del transportador
especifico para el elemento inmunoactivo en cuestién o en la via de transcitosis adsortiva [18].
Cuando estas sustancias alcanzan el parénquima cerebral pueden actuar sobre las células del
SNC (microglia, astroglia y células endoteliales) produciendo la liberacién de mas mediadores
[18], ampliando y propagando de este modo la respuesta inflamatoria que altera la integridad de

la BHE.

La neuroinflamacion previa a la alteraciéon de la BHE que tiene lugar en patologias del
SNC, como la enfermedad de Alzheimer o el ictus isquémico, puede ser la responsable del
incremento de la permeabilidad desde el interior del SNC [17] y formacién de edema vasogénico
[198]. La activacién de la microglia [29, 199] y la astroglia [35, 37, 171, 172] es la consecuencia
mas caracteristica de la respuesta neuroinflamatoria y ocurre como consecuencia de la
activacion del inflamasoma inducida por ROS, altos niveles de ATP extracelular y la liberacién de
proteinas DAMP (Damage-Associated Molecular Pattern) con patrones moleculares asociadas a

dafio [22], indicadores todos ellos de dafio tisular.

Uno de los principales mecanismos de activacion glial es la sefalizacién a través de
receptores purinérgicos ionotrépicos P2X; capaces de responder a altas concentraciones de ATP
extracelular liberado tras el dafio neuronal [23-25, 200-202]. Como consecuencia de la
activacion, las células gliales sufren modificaciones morfoldgicas (engrosamiento de sus
prolongaciones o hipertrofia) y funcionales (secrecién de mediadores proinflamatorios) (figura
16). Con frecuencia, esta activacidon se correlaciona con el incremento en la expresién de
marcadores constitutivos (OX-42 microglial y GFAP (Glial Fibrillary Acid Protein) astrocitario) y de
receptores purinérgicos [23, 203-205] o de endocanabionides [9, 199] entre otros, implicados
en la modulacién de la neuroinflamacién. Las células gliales activadas secretan quimioquinas y
citoquinas, como mediadores neuroinflamatorios primarios asociadas a la produccién de

radicales libres y proteasas (mediadores secundarios) [14, 22, 23, 27, 28, 35] que promueven la
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degradacion de componentes proteicos de la unién neurovascular incrementando la

permeabilidad de la BHE [17, 21, 157].

Otro mecanismo de activacién de la respuesta neuroinflamatoria implica la sefializacion
a través de la anfoterina o HMGB-1 (High-Movility group box 1), una proteina que pertenece al
grupo de proteinas DAMP. HMGB-1 se libera por las neuronas dafiadas [206, 207] y por la
microglia activa [207, 208] y tras su oxidacién parcial en condiciones de estrés oxidativo
promueve la activacion del inflamasoma y la secrecién de mediadores inflamatorios en relacién
a la alteracidon de la BHE [209, 210]. De este modo actlua como citoquina proinflamatoria y

propaga la respuesta neuroinflamatoria [211, 212].

Astrocito en reposo Astrocito activo
AQP4 ' f]
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Leucocito
IL-1B, IL-6
TNF-a
ROS, NO
MMP-3
MMP-9

Endotelio

NEURODEGENERACION
ALTERACION DE LA BHE

Figura 16: Desarrollo del proceso neuroinflamatorio en relacion a la alteracion de la BHE. Ante las
sefiales de dafo los astrocitos y la microglia sufren un proceso de activacién gradual, produciéndose
cambios funcionales y estructurales. Las células gliales activas secretan elementos proinflamatorios
primarios (negro) cuya liberacién conduce a la produccién de mediadores secundarios (rojo) que
median la alteracién de la BHE. La constante exposicidn de los astrocitos y microglia a los factores
desencadenantes del dafio y a la secrecion de estos mediadores inflamatorios induce la activacién
mutua entre astrocitos y microglia, a lo largo del proceso neuroinflamatorio, que finalmente dispara
la muerte neuronal [172]. La alteracién de la BHE implica la apertura de la via paracelular facilitando
la entrada de leucocitos al SNC [157] que contribuyen a la neuroinflamacion.
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En respuesta a estimulos inmunes, las células endoteliales también son capaces de
sintetizar sustancias activas: IL-1, IL-6, interferdn, TNF-a, endotelina-1 y MMP-9 que alteran la
permeabilidad de la BHE [18]. Estos cambios pueden ir dirigidos al incremento de moléculas de
adhesién endotelial necesarios para que tenga lugar la infiltracion de células al SNC, pero
también contribuyen a la apertura de la BHE [153]. Las células inmunes infiltradas de este modo
producen citoquinas, quimioquinas, ROS, MMP-3 y MMP-9 que actian sobre las uniones

estrechas y la lamina basal agravando la alteracién de la BHE [21, 157].

5.Consecuencias de la alteracion patologica de la BHE: edema

El edema cerebral se define como el exceso de acumulaciéon de agua en el espacio
intracelular o extracelular del cerebro en condiciones patoldgicas. El aumento del volumen
conlleva un incremento de la presion intracraneal y la opresion de la circulacién sanguinea

pudiendo generar hipoxia e incluso la muerte [37, 213].

A pesar de que la modificaciéon de la permeabilidad de la BHE es un acontecimiento
fisiolégico, un incremento prolongado de la permeabilidad puede permitir la extravasacion y
acumulacién de proteinas plasmaticas y de fluidos en el espacio perivascular, resultando en la
formacion de edema vasogénico (edema originado por la alteracion de la BHE y caracterizado
por la acumulaciéon de agua extracelular) [35, 36]. En patologias como la isquemia [214], la
encefalomielitis autoinmune [215] o el dafio cerebral por traumatismo [213] en las que existe
una alteracién de la BHE, el incremento en la permeabilidad de los vasos sanguineos por
alteracion de las uniones estrechas conduce a la formacion de edema vasogénico [37]. En el caso
del ictus isquémico, la formacion de edema vasogénico ocurre con posterioridad a la generacién
de edema citotoxico (edema de origen celular caracterizado por la acumulacion de agua

intracelular) que se produce de forma independiente de la alteracién de la BHE [216].

La AQP4 interviene tanto en el desarrollo como en la resolucién del edema. En algunos
casos, cuando la BHE estd alterada y comienza a acumularse agua en la regién extracelular, la
AQP4 puede sufrir una reorganizacion hacia los procesos astrocitarios y disminuir su expresion
en los pies [35]. Como consecuencia, se previene la introduccién de agua en el interior celular
con riesgo de generacion de edema citotdxico, a pesar de estar favorecida la acumulacién de
agua extracelular y generacién de edema vasogénico. Esta reduccion en la expresion
perivascular de AQP4 se ha visto directamente relacionada con la disminucidn de proteinas de la

lamina basal o de las proteinas de las uniones estrechas [217]. Una vez que el edema vasogénico
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ya se ha generado, puede ocurrir la regulacién a la alza de AQP4 perivascular como mecanismo
protector en la resolucién del edema favoreciendo el movimiento de agua hacia el interior
celular y reduciendo la presidn intracerebral, contribuyendo con ello a estabilizar la BHE
alterada. Como consecuencia, ocurre un engrosamiento o hipertrofia de los astrocitos que
puede desembocar en edema citotéxicon. De este modo, la AQP4 juega un papel dual en la
resolucion del edema cerebral, ya que favorece la resolucion del edema vasogénico pero

contribuye a la generacion del edema citotéxico [35, 213].

6. MDMA vy alteracion de la BHE

Debido a su liposolubilidad, la MDMA administrada periféricamente atraviesa facilmente
la BHE [39]. Una vez alcanzan el SNC, la MDMA vy sus metabolitos inducen la formacién de
radicales libres y estrés oxidativo [74, 218, 219] y la activacion de la respuesta neuroinflamatoria
[9], factores todos ellos que, junto a la hipertermia [8, 69] podrian alterar la integridad y/o la

permeabilidad de la barrera hematoencefalica.

Actualmente, tan sélo un estudio examina el efecto de la administracion aguda de
MDMA sobre la alteracion en la BHE, describiendo el desarrollo de edema cerebral con
extravasacion de albdimina y del trazador Azul de Evans, en relacién a la alteracién celular tras la
administracion de una dosis muy alta de MDMA en rata (40 mg/Kg), préxima a la dosis letal
[106]. Sin embargo, no existen estudios sobre los mecanismos celulares y moleculares
implicados en la alteracion de la BHE inducida por MDMA, ni las circunstancias que tienen lugar

tras la administracion de dosis mas moderadas de la droga.

Por otro lado, la alteracidon de la BHE estd mejor descrita tras la administracidon de
metanfetamina, una droga cuyos mecanismos de toxicidad también implica liberacidon de
monoaminas, alto grado de estrés oxidativo e hipertermia [220, 221]. La administracién de
metanfetamina en ratones altera la BHE, incrementando la extravasacion de inmunoglobulina-G
[222], de dextrano [223] y de Azul de Evans [224]. Este incremento en la permeabilidad, asi
como la formacién de edema vasogénico, estan influenciados por la hipertermia que induce la
droga [225]. Ademas, se ha determinado la disminucién en los niveles de expresién de las
proteinas ZO-1, claudina-5 y ocludina de las uniones estrechas [223, 224] y de la laminina de la
lamina basal [222], como consecuencia del incremento en la actividad de MMP-9 tras la

administracién de metanfetamina [222, 224].
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HIPOTESIS

La administracion de una dosis neurotéxica de MDMA produce, inmediatamente
después de su administracidn, una alteracién en la integridad de la barrera hematoencefalica
(BHE) que conduce al incremento en la permeabilidad. Dicha alteracién podria contribuir a los
efectos deletéreos de la MDMA y estar relacionada con la neuroinflamacion y la neurotoxicidad

serotoninérgica producida por la droga a corto y a largo plazo, respectivamente.

OBIJETIVOS

BLOQUE I: Evaluar el efecto de la MDMA sobre la BHE en el hipocampo de la rata.

= OBIJETIVO 1: Valorar la permeabilidad de la BHE mediante el andlisis de la extravasacion

de Azul de Evans e inmunoglobulina G enddgena.

= OBIJETIVO 2: Estudiar la integridad de la BHE a través de los cambios en la expresién de
proteinas de las uniones estrechas (claudina-5) y de la ldamina basal (laminina y colageno

tipo V).

= OBIJETIVO 3: Determinar la actividad y expresion de metaloproteinasas (MMP-2, MMP-3
y MMP-9) y la expresidon de MAPK (p38, ERK1/2 y JNK) que pudieran estar implicadas en

su regulacion.

= OBIJETIVO 4: Evaluar la actividad y expresién del activador tisular del plasmindgeno, asi

como la expresion de su sustrato, plasmindgeno y del receptor LRP-1.

= OBIJETIVO 5: Analizar la formacién de edema y los cambios en la expresién del canal de

agua, AQP4.

= OBIJETIVO 6: Estudiar la implicacién de la actividad MMP-9, mediante su inhibicién con
SB-3CT, sobre los cambios inducidos por MDMA en la expresidn de claudina-5, LRP-1 y

AQP4, y en la formacién de edema.
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BLOQUE II: Establecer una relacion entre las alteraciones de la BHE producidas por
MDMA vy la respuesta neuroinflamatoria y neurotdxica que induce la droga en el

hipocampo de la rata.

= OBIJETIVO 7: Estudiar el efecto de la MDMA sobre la activacion de la microglia y la
astroglia a través del andlisis de la expresidon de marcadores especificos (0X-42, GFAP) y
del receptor P2X,, ademas de determinar la expresidn de la citoquina proinflamatoria IL-

1B y de la proteina HMGB-1 asociada a dafio tisular.

= OBIJETIVO 8: Evaluar la implicacion de los receptores P2X;, mediante la utilizacién de los
antagonistas Brilliant Blue G (BBG) y A-438079, en la respuesta neuroinflamatoria y la

alteracion de la BHE inducidas por la administracién de MDMA.

=  OBIJETIVO 9: Analizar la implicacidn de la actividad MMP-9, mediante su inhibicién con

SB-3CT, en la respuesta neuroinflamatoria inducida por MDMA.

= OBIJETIVO 10: Determinar el papel de los receptores P2X;, mediante la administracion
del antagonista BBG, sobre la neurotoxicidad serotoninérgica inducida por MDMA a

largo plazo.
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1. Animales

Todos los procedimientos con animales se llevaron a cabo en ratas macho adultos
jovenes, de la cepa Dark Agouti, con un peso comprendido entre 175 - 200 g (8 semanas de
edad) (Harlan Laboratories Models) (figura 17). Se eligié esta cepa de ratas por presentar una
mayor sensibilidad y homogeneidad a los efectos neurotdxicos producidos a largo plazo por la
MDMA [11]. Los animales se mantuvieron en condiciones de temperatura (21 + 2 °C) y humedad
(50 - 55 %) controladas, sometidos a ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, con libre acceso a
comida y agua, en el animalario de la Universidad Complutense de Madrid. Todos los
experimentos se realizaron de acuerdo a la normativa estipulada por el Comité de
Experimentaciéon Animal de la Universidad Complutense y conforme a la Regulacién Europea y
Espafiola: Directiva Europea 2010/63/UE, Real Decreto 1337 de 1 de febrero 2013 (BOE n234, 8
febrero 2013; Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo.

Figura 17. Rata de la cepa Dark Agouti.

2. Compuestos administrados

= MDMA: (+) 3,4-metilendioximetanfetamina (clorhidrato): (Lipomed (Arlesheim, Suiza) y
Servicio de Estupefacientes y Psicotropos de la Agencia Espafiola del Medicamento
(Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad)). Administrada por via intraperitoneal, a
una dosis neurotodxica de 12,5 mg/Kg o 10 mg/Kg, disuelta en una solucién salina (0,9 %

NaCl). El volumen de inyeccidn utilizado fue de 1 ml/Kg.
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= PBrilliant Blue G (BBG): (B0770, Sigma-Aldrich). Administrado por via intraperitoneal a una
dosis de 50 mg/Kg. Se disolvié en solucidn salina (0,9 % NaCl) y se administré con un volumen

de inyeccién de 1 ml/Kg.

= A-438079: (2972, Tocris). Administrado por via intraperitoneal, 2 inyecciones de 30 mg/Kg. Se

disolvié en solucion salina (0,9 % NaCl) y el volumen de inyeccidn fue de 2 ml/Kg.

= Azul de Evans: (E2129, Sigma-Aldrich). Administrado por via intravenosa en la vena lateral de
la cola de la rata a una dosis de 80mg/Kg y un volumen de inyeccién de 4ml/Kg. Se disolvid en

solucidn salina (0,9% NacCl).

= SB-3CT: (S7430 Selleck Chemical). Administrado en forma de suspensién estable por via
intraperitoneal a una dosis de 25 mg/Kg y un volumen de inyeccién de 1 ml/Kg. Se disolvié en

DMSO 5 %, Tween80 20 % en solucidn salina (NaCl 0,9%).

3. Diseno experimental

Los estudios llevados a cabo se centraron en el hipocampo de la rata, debido a que es
una region con gran cantidad de aferencias serotoninérgicas y muy sensible a los efectos a corto

[69] y a largo plazo (neurotéxicos) inducidos por MDMA [4, 11].

En todos los experimentos realizados, la administracion de MDMA fue una Unica
inyeccion intraperitoneal a una dosis neurotéxica de 10 o 12,5 mg/Kg. Se eligieron estas dosis

debido a que causan neurotoxicidad serotoninérgica 3, 11, 104] con una mortalidad minima.

Todos los experimentos se realizaron utilizando la dosis de 12,5 mg/Kg a excepcién de
aquellos correspondientes a los estudios de antagonismo de receptores P2X, debido a que, en el
transcurso de la experimentacion se modificé la procedencia de la droga teniendo que ajustarse
la dosis para lograr efectos neurotdxicos equivalentes entre ambos lotes de MDMA. Ademds,
ambos compuestos de distinta procedencia se utilizaron de forma independiente para estudiar
el efecto temporal de la MDMA sobre la actividad y expresion de metaloproteinasas y la
expresién de proteinas de la ldmina basal y la respuesta neuroinflamatoria obteniéndose
resultados temporales equivalentes. Unicamente se describen las curvas temporales del efecto
de la MDMA correspondientes a la dosis de 12,5 mg/Kg por el hecho de ser la utilizada en la

mayoria de los estudios realizados en esta Tesis Doctoral.
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3.1 Estudio del efecto de la administracion de MDMA sobre Ila

permeabilidad de la BHE mediante Azul de Evans

El colorante Azul de Evans es una molécula de bajo peso molecular (96 Da) que se une
fuertemente a la albumina sérica, lo que lo convierte en un trazador de alto peso molecular.
Cinco minutos después de su administracion intravenosa todas las moléculas de Azul de Evans ya
se encuentran unidas a la albimina [226]. En condiciones fisioldgicas este complejo no atraviesa

la BHE, pero ante un incremento en la permeabilidad puede detectarse dentro del SNC.

Para determinar el efecto del tratamiento con MDMA sobre la permeabilidad de la BHE
se administrd el trazador Azul de Evans 1 hora antes de la inyeccién de la droga o solucidn salina,
en el caso de los animales del grupo control (figura 18). Los animales fueron sacrificados
mediante la administracion de una dosis eutanasica (120 mg/Kg) de pentobarbital (Dolethal®
Ventoquinol, Espafa) 2 horas después de la administraciéon de MDMA para obtener los

hipocampos sobre los cuales se realizd la valoracion colorimétrica.

Azul de Evans
(80 mg/Kgi.v.)

MDMA
(12,5 mg/Kgi.p.) Grupo control: azul de Evans + salino
ﬂ Tratamiento: azul de Evans + MDMA
g | 1 | | |
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Figura 18. Representacion del protocolo de administracion del trazador Azul de Evans y MDMA para la
obtencion de muestras utilizadas en la valoracién de la permeabilidad de la BHE. Las flechas grises indican
los momentos de determinacidn de la temperatura rectal. La flecha negra indica el momento del sacrificio
y la obtencién de muestras.

La administracion intravenosa del trazador Azul de Evans se llevé a cabo en la vena
lateral de la cola de la rata, previamente anestesiada. Para facilitar la intervencién se calenté la
cola del animal aplicando una bolsa de agua caliente sobre ella. Los animales fueron sedados por
via inhalatoria con isoflurano (3,5 % para la induccion y 2,5 % para el mantenimiento; isoba®vet,

Global Vet, Catalufia, Espafia) combinado con protéxido de nitrégeno (Alphagaz™) a un flujo de
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1 L/min mezclado con oxigeno a un flujo de 0,5 L/min. Durante el tiempo que los animales
permanecieron anestesiados, se les mantuvo sobre una manta térmica para evitar la
disminucién de la temperatura corporal que produce la sedacion. La temperatura rectal de los
animales fue registrada a los tiempos indicados en la figura 18 para estudiar el efecto del

protocolo de administracién del trazador sobre la hipertermia producida por la MDMA.

3.2 Estudio del efecto de la MDMA sobre la actividad enzimatica y la

expresion de proteinas implicadas en la integridad de la BHE

Para determinar el efecto a corto plazo de la administracion de MDMA sobre la actividad
proteasa y la expresidon de varias proteinas implicadas en la integridad de la BHE se siguié el
modelo experimental representado en la figura 19. Tras la administracion de MDMA o solucidn
salina, los animales fueron sacrificados pasadas 1, 3, 6 y 24 horas para obtener una curva

temporal del efecto de la droga.
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Figura 19. Representacion del protocolo de administracion de MDMA para la determinacién del efecto
temporal de la droga sobre la actividad enzimatica y la expresion proteica. Las flechas grises indican los
momentos de determinacion de la temperatura rectal. Las flechas negras indican el momento del
sacrificio y la obtencién de muestras.

Tanto para el sacrificio como para la extraccién de las muestras a los tiempos indicados
se siguieron protocolos diferentes en funcidn de la finalidad con la que se obtuviera la muestra.
Los detalles de dichos protocolos se explican mas adelante en los apartados correspondientes.
De este modo, todos los experimentos encaminados a la evaluacidon temporal del efecto de la
droga sobre parametros de actividad enzimatica, expresion proteica mediante western blot e
inmunohistoquimica y determinacién de la extravasacién de IgG enddgena, siguieron este

protocolo de experimentacion animal.
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3.3 Estudio del efecto de la MDMA sobre la formacion de edema

mediante resonancia magnética: parametros T, y ADC

Para el analisis de la formacién de edema se realizaron estudios de imagen por
resonancia magnética. La adquisicion de las series de imdagenes de eco de espin para la
determinacién de los parametros T, y ADC se realizd antes de la administracion de la MDMA
para obtener una medida de las condiciones basales, asi como 2,5, 3, 4, 5, 6 y 24 horas después
de haber sido administrada la droga para determinar el curso temporal del efecto de la MDMA

sobre dichos parametros (figura 20).

MDMA
(12,5 mg/Kg i.p.)
ﬂ Tratamiento: MIDMIA
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Figura 20. Representacion del protocolo experimental de administracion de MDMA para la adquisicién de

horas

-

una serie de imagenes de eco de espin para la determinacién de los pardmetros T2 y ADC y el analisis
temporal de la formacién de edema. Las flechas grises indican los tiempos a los que se determind la
temperatura rectal y las negras los tiempos en los que se obtuvieron las imagenes de resonancia
magnética.

Durante la adquisicion de imdgenes se mantuvo a los animales anestesiados con una
mezcla de isoflurano (3,5 % para la induccidon y 2 - 2,5 % para el mantenimiento isoba®vet,
Global Vet, Cataluiia, Espafia) en oxigeno a un flujo de 2 I/min. Las ratas se mantuvieron a la
misma temperatura registrada momentos antes de la induccidn para cada animal gracias a la
aplicacion de aire caliente durante el tiempo que permanecieron dentro del aparato de
resonancia. Ademds, se monitorizd su respiracibon manteniendo una frecuencia de
aproximadamente 60 respiraciones por minuto, adaptando la cantidad de anestesia a cada

animal en cada momento.

Tras la adquisicidn basal de las imagenes, la administracién de MDMA se llevé a cabo en

el momento en que las ratas, tras despertar de la anestesia, recuperaron la temperatura
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corporal basal registrada con anterioridad a la induccidn anestésica. Durante la recuperacién de

la anestesia los animales se mantuvieron sobre una manta térmica.

3.4 Estudio del efecto de la inhibicion de la actividad MMP-9 mediante la

administracion de SB-3CT sobre los cambios inducidos por MDMA

La implicacién de la actividad gelatinasa sobre los cambios inducidos por MDMA en la

BHE se analizéd mediante el tratamiento con SB-3CT, un inhibidor especifico de estas enzimas.

La administracion de SB-3CT o vehiculo, se realizé 1 hora antes de la inyeccién de MDMA
o solucidn salina (figura 21). Las muestras se obtuvieron 1 y 6 horas después de la
administracion de MDMA para estudios de actividad enzimatica y de expresién de varias
proteinas implicadas en la integridad de la BHE. Se registré la temperatura rectal de los animales

con el fin de analizar el efecto del tratamiento con SB-3CT sobre la hipertermia inducida por

MDMA.

Grupo control: VEH 1 + VEH 2

SB-3CT MDMA Tratamiento 1: VEH 1 + MDMA

(25 mg/Kgi.p.) (12,5 mg/Kgip.) Tratamiento 2: SB-3CT + MIDMA
ﬂ ﬂ Tratamiento 3: SB-3CT + VEH 2
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Figura 21. Representacion del protocolo de administracion del inhibidor de gelatinasas, SB-3CT, para la
determinacién de su efecto sobre los cambios inducidos por MDMA en la actividad enzimatica y la
expresion de proteinas implicadas en la integridad y permeabilidad de la BHE Las flechas grises indican los
tiempos a los que se determind la temperatura rectal y las negras los tiempos a los que se realizo el
sacrificio y la obtencién de muestras de hipocampo.

Para el estudio de la inhibicién de la actividad MMP-9 sobre la formacion de edema se
siguié el protocolo experimental detallado en la figura 22. La administracion de SB-3CT o
vehiculo se realizé 1 hora antes de la inyeccion de MDMA. La adquisicién de una serie de
imagenes de eco de espin para la determinacién del pardmetro T, se realizé previamente a la

administracién del inhibidor o de su vehiculo para la obtencién de una medida basal, y 2,5y 6
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horas después de la inyeccion de MDMA. Las condiciones en las que se llevd a cabo el

procedimiento son las mismas que las detalladas anteriormente en el apartado 3.3.

SB-3CT MDMA -
(25 mg/Ke i.p.) (12,5 mg/Kg i.p.) Tratamiento1: VEH 1 + MIDVIA

ﬂ ﬂ Tratamiento 2: SB-3CT + MDMA
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Figura 22. Representacion del protocolo de administracién del inhibidor de gelatinasas, SB-3CT, para la

AR

determinacion de su efecto sobre los cambios inducidos por MDMA en la formacién de edema. Las flechas
grises indican los tiempos a los que se determiné la temperatura rectal y las negras los tiempos a los que
se obtuvieron las imagenes de resonancia magnética.

3.5 Estudio del antagonismo de receptores P2X; sobre los efectos

inducidos por la administracion de MDMA

La administracion de BBG se realizé 10 minutos antes de la inyeccién de MDMA o
solucion salina (figura 23, A). Las muestras se obtuvieron 1, 3 y 6 horas después de la
administracién de MDMA para estudios de actividad enzimatica y expresidn proteica, y 7 dias
después para determinar el efecto del antagonista BBG sobre la neurotoxicidad serotoninérgica

inducida por MDMA a largo plazo.

Para confirmar el efecto del antagonismo de receptores P2X; sobre la expresion de
proteinas de la [dmina basal, se utilizé6 ademas el antagonista A-438079. La administracién de A-
438079 tuvo lugar 1 y 0,5 horas antes de la administracion de MDMA (Figura 23, B),
obteniéndose las muestras para estudios de expresidn proteica mediante inmunohistoquimica, 6
horas después de la inyeccion de la droga. Durante los experimentos, se registrd la temperatura
rectal de los animales con el fin de analizar el efecto de los antagonistas sobre la hipertermia

inducida por MDMA.
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A
BBG
(50 mg/Ke i.p) Grupo control: VEH 1 + VEH 2
Tratamiento1l: VEH 1 + MDMA
MDMA Tratamiento 2: BBG + MDMA
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Figura 23. Representacion de los protocolos de experimentacion para el estudio del efecto del
antagonismo de receptores P2X; sobre los cambios en la BHE inducidos por MDMA mediante los
antagonistas BBG (A) y A-438079 (B). Las flechas grises indican los momentos de determinacion de la
temperatura rectal y las negras el momento del sacrificio y de la obtencidn de muestras de hipocampo.

4. Medida de la temperatura rectal

La temperatura rectal se registré durante 1 hora, media hora y justo antes de Ia
administracién de MDMA para establecer un valor de temperatura basal. Posteriormente, se
registro la temperatura a la media hora, y cada hora hasta el momento del sacrificio o las 6 horas
después de la inyeccion de la droga. Las medidas se realizaron con una sonda de temperatura
para rata (RET-2 Rodent Sensor) acoplada a un lector digital (BAT12 thermometer, Physitemp

Instruments, NJ, EE.UU) con una resolucién de + 0,1 °C y una precisién de + 0,2 °C. La sonda se
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introdujo 2,5 cm en el recto de la rata, obteniéndose la lectura durante los 10-20 segundos

posteriores a su insercion.

5. Extravasacion de Azul de Evans

Los animales fueron anestesiados con una dosis eutandsica (120 mg/Kg) de
pentobarbital (Dolethal® Ventoquinol, Espafia) y sometidos a perfusion transcardiaca a través
del ventriculo izquierdo, con 300 ml (40 ml/min) de una solucién tamponada de sodio y fosfato
(PB) 0,1 M (pH=7,4). Se extrajeron los cerebros y se diseccionaron sobre hielo picado para
obtener los hipocampos que se congelaron inmediatamente en hielo seco. Las muestras fueron
almacenadas a -80°C hasta el dia del ensayo. Cada hipocampo fue homogeneizado 1:3p/ven
acido tricloroacético (TCA) al 50 % utilizando un homogeneizador de ultrasonidos (Labsonic 2000
U, B. Braun Melsungen AG, Alemania). La sonicacion se realizd durante 10 segundos a una
amplitud del 10 %. Los homogenados se centrifugaron a 30.000 x g (Sorvall®RC-5B Refrigerated
Superspeed Centrifuge, DuPont Instruments, Giralt, EE.UU.) durante 20 minutos a 4 °C. Se
recogieron los sobrenadantes y se determind la absorbancia a 620nm para cada una de las
muestras ensayadas por duplicado. La concentracién de Azul de Evans de cada muestra, se
obtuvo mediante interpolacién de cada medida de absorbancia sobre una curva estandar (0 - 30

ng/ul) del colorante en TCA realizada en el mismo ensayo.

6. Extravasacion de IgG endogena

La permeabilidad de la BHE se valoré analizando la extravasacion de IgG endégena desde

el torrente sanguineo al parénquima cerebral.

Los animales fueron sacrificados por decapitacion. Los cerebros completos se extrajeron
para ser inmediatamente congelados en una solucién fria de 2-metilbutirato. Posteriormente, se
almacenaron a -80 °C. Los cerebros se embebieron en Tissue-tek© y se cortaron secciones de 20
um de grosor en criostato, obteniéndose cortes frontales de hipocampo desde bregma: -2,30
mm hasta bregma: -4,80 mm (figura 24) [227]. Los cortes se recogieron de forma seriada sobre
portaobjetos y se conservaron a -80 °C hasta su uso, momento en el cual fueron post-fijados con
paraformaldehido al 4 % en PB 0,1 M (pH 7,4) durante 30 minutos a temperatura ambiente. A
continuacién, se lavaron con PB y se bloquearon las uniones inespecificas incubando con una

solucién de bloqueo (PB conteniendo 0,1 % de Tritdn® X-100, 0,5 % de albumina de suero bovino
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(BSA) y 10 % de suero de caballo 10 %), durante 1h. Posteriormente, las secciones se incubaron
con el anticuerpo especifico para IgG de rata (anti IgG-Alexa Fluor ®594, Invitrogen, Espafia) en
solucién de bloqueo durante toda la noche a 4 °C. Tras lavar los cortes, se cubrieron con una
soluciéon de montaje especial para inmunofluorescencia con marcaje nuclear (ProLong® Gold con

DAPI, Invitrogen, Espafia).

Las imagenes de fluorescencia se obtuvieron mediante la cdmara Axiocam HRc acoplada
al microscopio de epifluorescencia (Zeiss Axio Imager.Al) obteniéndose al azar 15 imagenes
(20x) de hipocampo, de 4 cortes seriados para cada animal. El procedimiento
inmunohistoquimico completo, desde el procesamiento de los cortes hasta la obtencidn de

imagenes mediante microscopia y cuantificacidn se realizd por triplicado.

Bregma-2,3mm ' Bregma -4,8mm

Figura 24. Representacion esquematica de los cortes utilizados para la determinacién de la extravasacion
de IgG en el hipocampo.

7. Estudios de expresion mediante inmunohistoquimica

Los animales fueron anestesiados con una dosis eutandsica de pentobarbital (120
mg/Kg) para posteriormente realizarles una perfusion transcardiaca a través del ventriculo
izquierdo (40 ml/min) con 200 ml de una solucién tamponada de sodio y fosfato (PB) 0,1 M,

seguida de 200 ml de una solucidn fijadora de paraformaldehido al 4 % en PB 0,1 M (pH 7,4).

Tras la fijacidn, se extrajeron los cerebros completos que se mantuvieron en la misma
solucion de paraformaldehido al 4 % durante 24 horas a 4 °C. Transcurrido este tiempo, los
cerebros se transfirieron a una solucidon crioprotectora de sacarosa al 30 % para su
deshidratacidn parcial, en la que permanecieron hasta el momento en que fueron cortados. Para
ello, se embebieron y congelaron en Tissue-tek© y se obtuvieron cortes frontales seriados de
hipocampo de 30 um de grosor en criostato (Leica CM1950, Leica Microsystems, Nussloch,
Alemania). Los cortes se conservaron en una solucidn crioprotectora (sacarosa 30 %, etilenglicol

30 %, en PB) a —20 °C hasta su uso.
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Para la tincion inmunohistoquimica de claudina-5, el tejido se sometié a un protocolo de
desenmascaramiento antigénico utilizando una solucidn de citrato comercial a pH 6 (Dako,
Denmark) durante 5 minutos a 95 °C. Los cortes se lavaron en PB y se bloquearon las uniones
inespecificas con una solucién de PB conteniendo Triton X-100 al 0,1%, BSA al 0,5 % y suero de
caballo al 10 % durante 1 h. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo primario
correspondiente (tabla 4) durante toda la noche a 4 °C. Se lavaron en PB y se incubaron con el
anticuerpo secundario correspondiente (tabla 4) durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras
lavar el excedente de anticuerpo secundario, los cortes se montaron cubrieron con la solucién

de montaje especial para inmunofluorescencia con marcaje nuclear.

ANTICUERPOS PRIMARIOS

Anticuerpo frente a Huésped Dilucion Casa comercial Referencia
Claudina-5 raton 1/500 Invitrogen 35-2500
Laminina conejo 1/1.000 Sigma L-9393
Colageno-IV conejo 1/1.000 Abcam AB2218
AQP4 conejo 1/3.000 Millipore AB2218

0X-42 raton 1/500 Serotec MCA275G

GFAP cabra 1/1.000 Sigma SAB2500462

P2X7-R conejo 1/1.000 Alomone APR-004

ANTICUERPOS SECUNDARIOS

Anticuerpo frente a Huésped = Dilucion Casa comercial Referencia

I1gG de rata AlexaFluor™ 594 Burro 1/1.000 Invitrogen A-21209
IgG de ratén AlexaFluor'™ 594  Burro 1/1.000 Invitrogen A-21203
IgG de ratén AlexaFluor™ 488 Burro 1/1.000 Invitrogen A-21202
IgG de conejo AlexaFluor™'594 Burro 1/1.000 Invitrogen A-21207
IgG de conejo AlexaFluor™'488  Burro 1/1.000 Invitrogen A-21206
IgG de cabra AlexaFluor™ 594  Burro 1/1.000 Invitrogen A-21207

Tabla 4. Tablas de anticuerpos primarios y secundarios utilizados en la determinacién de la expresidn de

proteinas mediante inmunohistoquimica.

Las imagenes de fluorescencia (40x) se obtuvieron mediante la cdmara Axiocam HRc
acoplada al microscopio de epifluorescencia (Zeiss Axio Imager.Al). Se seleccionaron 8 - 12
imagenes de giro dentado, 5 - 7 imdgenes de CA3 y 8 - 12 imagenes de CAl de ambos

hemisferios, correspondientes a un unico corte de hipocampo dorsal (desde bregma:-2,80 mm
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hasta bregma: -3,80 mm [227]). El procedimiento completo, desde el procesamiento de los
cortes hasta la obtencidn y cuantificacion de imagenes se repitid al menos tres veces. Las
imagenes fueron analizadas con el programa Image J Software versiéon 1.42q (NIH, Maryland,

USA).

8. Estudios de actividad enzimatica

8.1 Extraccion y preparacion de muestras

Los animales fueron sacrificados mediante decapitacidn. Se extrajeron los cerebros y se
diseccionaron sobre hielo picado para obtener los hipocampos. Cada hipocampo fue
homogeneizado manualmente en 20 volimenes de tampdn de lisis (Tris base 50 mM, NaCl 100
mM, MgCl, 2 mM, NP-40 1 %, pH 7,4) conteniendo inhibidores de proteasas al 5 % (p8340,
Sigma, Madrid, Espafia) y fosfatasas al 1 % (p5726, Sigma, Madrid, Espafia). El homogenado se
hizo pasar a través de la aguja de una jeringa hipodérmica (26G) para romper las fracciones
tisulares que permanecieron enteras. Las muestras fueron almacenadas a -80 °C hasta el

momento de su utilizacion.

Previamente a la utilizacion de las muestras se diluyeron y se determind Ia
concentracién de proteina total mediante una modificacion del método de Lowry, el método

DC™ Assay Protein (Bio-Rad) (ver apartado 12.2).

8.2 Zimografia en gel para la determinacidn de la actividad gelatinasa de

MMP-2 y MMP-9

La separacién de las formas activa y proactiva de MMP-2 y de MMP-9 se llevé a cabo
mediante geles de poliacrilamida/bis-acrilamida al 7 %, conteniendo gelatina al 5 % como

sustrato enzimatico especifico de dichas metaloproteinasas.

Las muestras fueron diluidas 3:1 en tampon de carga no reductor (Tris base 25 mM, pH
6,8, glicerol 10 %, azul de bromofenol) y se calentaron durante 15 min a 37 °C, cargandose 35
ug de proteina total de cada muestra. La electroforesis se desarrollé en condiciones de voltaje

constante, a 120 V durante 110 min.
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Tras la electroforesis, los geles se incubaron dos veces en tampén de lavado (Tris-HCI 50
mM, CaCl, 6 mM, ZnCl, 1,5 uM, Tween-20 2,5%, pH 7,4) durante un total de 30 minutos para
eliminar la unién reversible de SDS a las proteinas de las muestras, permitir la renaturalizacién
de las proteinas y recuperar la actividad enzimdtica. Posteriormente se incubaron los geles en
tampodn de activacion (Tris-HCI 50 mM, CaCl, 6 mM, ZnCl, 1,5 uM, pH 7,4) durante 48 horas a
37°C. Tras la incubacién, los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie (Coomassie Brilliant
Blue R-250, Bio-Rad, Espafa) seguido de destincidon con solucién de acido acético al 10% y
metanol al 40% que permitié visualizar bandas decoloradas debido a la ausencia de gelatina,

correspondientes a la actividad enzimatica de las gelatinasas ensayadas.

Los geles revelados de este modo fueron escaneados como negativos. La intensidad de
las bandas correspondientes a la degradacién de sustrato se cuantific6 mediante el programa

Image J Sofware version 1.42q (NIH, Maryland, USA).

8.3 Zimografia en gel para la determinacion de la actividad caseinolitica de

MMP-3

La determinacion de la actividad de MMP-3 se Ilevd a cabo siguiendo el mismo protocolo
detallado en el apartado anterior con la excepcidn de que en este caso se utilizaron geles

comerciales de caseina al 12 % (EC64052BOX, Invitrogen, Life Technologies).

8.4 Zimografia en gel para la determinacion de la actividad del activador

tisular del plasminégeno

El estudio de la actividad proteolitica del activador tisular del plasmindgeno se llevé a
cabo mediante zimografia en geles de poliacrilamida/bis-acrilamida al 9 %, conteniendo caseina

al 0,1 % y plasmindgeno al 0,1 % como sustrato enzimatico especifico.

Las muestras fueron diluidas 3:1 en tampdn de carga no reductor (Tris base 25 mM, pH
6,8, glicerol 10 %, azul de bromofenol) y se calentaron durante 15 min a 37 °C, cargandose 20
ug de proteina total de cada muestra. La electroforesis se desarrollé en condiciones de voltaje

constante, a 120 V durante 110 min.

Los geles se lavaron dos veces durante 30 minutos en tampdn de lavado (Tris-HCI 0,1 M,

glicina 0,1 M y EDTA 0,01 M, Tween-20 2,5 %, pH 8) y se incubaron en tampdn de activacion
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(Tris-HCI 0,1 M, glicina 0,1 M y EDTA 0,01 M, pH 8) durante 48 horas a 37°C. Tras la incubacién,
los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie seguido de destincidon con solucién de acido
acético 10 % y metanol 20 % que permitié visualizar bandas decoloradas debido a la ausencia de
caseina y plasmindgeno correspondientes a la actividad enzimatica del activador tisular del

plasminégeno.

Los geles revelados de este modo fueron escaneados como negativos. La intensidad de
las bandas correspondientes a la degradacién de sustrato se cuantific6 mediante el programa

Image J Sofware version 1.42q.

9. Estudios de expresion proteica mediante Western Blot

La determinacion de la expresidn de proteinas mediante Western Blot se llevé a cabo
sobre las mismas muestras utilizadas para el estudio de la actividad enzimatica mediante
zimografia en gel, por lo que el protocolo de obtencién y homogenizacién, asi como la
determinacion de la concentracién de proteina total se encuentran detallados en el apartado

anterior.

Las muestras se diluyeron 3:1 en buffer de carga reductor (Tris-HCI 25 mM pH 6,8, SDS
20 %, glicerol 10 %, azul de bromofenol y B-mercaptoetanol 4 %), se hirvieron durante 5 min a
95 °Cy se cargaron 15 pg de proteina total en geles de SDS-poliacrilamida de porcentaje variable

(7 0 10 %), en funcidn del peso molecular de la proteina a analizar.

Tras la electroforesis, las proteinas del gel fueron transferidas a membranas de PVDF
mediante un sistema de transferencia rapida Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad,
Espafia). Para minimizar las uniones inespecificas, las membranas se bloquearon en TBS (Tris 0,5
M, NaCl 1,5 M, pH 7,5) con un 5 % de leche desnatada o albumina de suero bovina, durante 1h a
temperatura ambiente. Posteriormente, se incubaron con los correspondientes anticuerpos
primarios (tabla 5) durante toda la noche a 4 °C, en agitacién suave. Tras lavado en TBST, las
membranas se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente (tabla 5) conjugado con

peroxidasa (GE Healthcare, Espafia). Como control de carga se analizd la expresion de B-actina.

La inmunoreactividad de las bandas se detectd6 mediante un sistema de
quimioluminiscencia para Western Blot (ECL Western Bloting Detection Kit, o bien, ECL Plus™

Western blotting detection kit, GE Healthcare, Espaifa), seguido de la exposicion de las
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membranas al equipo de imagen Odyssey (LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, EEUU) o tras el
revelado de peliculas fotograficas (Hyperfilm ECL, GE Healthcare, Espafia). La cuantificaciéon de la
densidad de las bandas se realizé utilizando el programa Image J Sofware versién 1.42q (NIH,
Maryland, USA). El valor de cada muestra se normalizé en referencia a la inmunoreactividad de

la B-actina revelada en la misma membrana.

ANTICUERPOS PRIMARIOS

Anticuerpo frente a Huésped Dilucion Casa comercial Referencia
Laminina conejo 1/1.000 Sigma L-9393
AQP-4 conejo 1/3.000 Millipore AB2218
B-actina ratén 1/10.000 Sigma A5441
MMP-2 conejo 1/1.000 Millipore AB19015
MMP-9 conejo 1/1.000 Millipore AB19016
MMP-3 cabra 1/1.000 Abcam AB18898
tPA conejo 1/1.000 Santa Cruz sc-15346
Plasminégeno conejo 1/500 Santa Cruz sc-25546
LRP-1 conejo 1/1.000 Abcam ab92544
ERK1/2 conejo 1/1.000 Cell Signalling 4695
p-ERK1/2 conejo 1/1.000 Cell Signalling 4370
JNK conejo 1/1.000 Cell Signalling 9258
p-JNK conejo 1/1.000 Cell Signalling 9251
p38 conejo 1/1.000 Cell Signalling 9291
p-p38 conejo 1/500 Santa Cruz sc17852R
HMGB-1 conejo 1/1.000 Abcam ab18256
Claudina-5 Conejo 1/1000 Santa Cruz Sc-28670

ANTICUERPOS SECUNDARIOS

Anticuerpo frente a Huésped Dilucion Casa comercial Referencia

1gG de cabra conjugado con HRP Conejo 1/2.000 Sigma - Aldrich A5420

IgG de conejo conjugado con HRP Burro 1/2.000 Santa Cruz sc-2305
p . . GE Healthcare

IgG de ratén conjugado con HRP Oveja 1/10.000 NA931

Lifescience

Tabla 5. Tabla de anticuerpos primarios y secundarios utilizados en la determinacién de la expresion de
proteinas mediante Western Blot.
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10. Estudios de resonancia magnética

Todos los experimentos de imagen por resonancia magnética (IRM) se realizaron en el
equipo Biospec BMT 47/40 (Bruker, Ettlingen, Alemania) del CAl de RMN y RSE de la UCM que
opera a un campo de 4.7 Teslas, equipado con un sistema de gradientes de 6 cm de diametro

interno capaz de alcanzar un gradiente maximo de 450 mT/m.

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de isoflurano (3,5 % para la induccion
y 2 - 2,5 % durante el mantenimiento; isoba®vet, Global Vet, Cataluiia, Espaiia) en oxigeno a un
flujo de 2 L/min y se mantuvieron dormidos durante todo el experimento a la misma
temperatura que se registré para cada animal momentos antes de la induccién. Para minimizar
los artefactos debidos al movimiento se inmovilizé la cabeza de las ratas tras colocarla dentro de
una sonda de radiofrecuencia de volumen de 3,5 cm de didmetro interno y se monitorizo la
respiracion manteniéndose alrededor de 60 respiraciones por minuto con el fin de sincronizar la

respiracion con la adquisicidn de las imagenes.

Se realizaron experimentos de IRM para el célculo del tiempo de relajacién transversal T,
y el coeficiente de difusiéon aparente (ADC, Apparent Diffusion Coefficient). Para el célculo de T,
se adquirié una serie de imagenes de eco de espin con diferentes tiempos de eco (TE) variando
desde 20 hasta 320 ms con un intervalo de 20 ms entre cada una de las imagenes. El tiempo de
repeticidon (TR) se mantuvo fijo en 2,5 s aunque éste pardmetro varié en relacidn a la respiracion
de cada animal debido a la sincronizacién de los experimentos con la respiracion. El resto de
parametros para estas imagenes fue: campo de visién = 3 x 3 cm?; anchura del corte = 1.0 mm;
tamano de la matriz = 256 x 256. Para el cdlculo del ADC se adquirié una serie de imdagenes de
eco de espin con diferentes potenciaciones de difusion, fijdndose la duracidn de los gradientes
de difusién, 6, a 10 s, el tiempo entre los gradientes de difusion, 4, a 25 ms y variandose la
intensidad de los gradientes de difusion, que para cada imagen de la serie fueron, 5, 50 y 150
mT/m. El TR de las imagenes se fij6 en 2 s, aunque, como en el caso anterior, este valor

dependid de la respiracidon de cada animal. El TE fue de 60 ms.

Para el cdlculo de los valores de T, y el ADC a partir de cada una de las series de
imagenes correspondiente se empled la utilidad Image Sequence Analyze (ISA) del programa
ParaVision 3.1 (Bruker, Ettlingen, Alemania). En total se obtuvieron datos de los 3 cortes del
hipocampo con orientacion coronal adquiridos correspondientes a Bregma -5, -3,5 y -2 mm. En
cada uno de los cortes se definieron 3 regiones de interés (ROls) (figura 25) y se calculé la media

de la intensidad de la sefial en cada uno de los ROI de las imagenes de la serie.
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Bregma -2 mm Bregma -3,5 mm ! Bregma -5imm

Figura 25. Imagenes de resonancia magnética representativas de los 3 cortes coronales de hipocampo y

los ROIs (amarillo) seleccionados para la determinacidn de la intensidad de la sefial.

11. Determinacion de parametros de neurotoxicidad

11.1 Determinacion de los niveles hipocampales de 5-HT y 5-HIAA

Los animales fueron sacrificados por decapitacion. Tras la extraccién del cerebro, los
hipocampos fueron diseccionados sobre hielo picado y rdapidamente congelados en hielo seco

para posteriormente almacenarse a -80 °C.

Los hipocampos se pesaron en una balanza de precision (Electronic Balance BP 618,
Sartorius AG, Alemania). A partir de este momento, las muestras permanecieron siempre en
hielo. Los hipocampos se homogeneizaron en 750 pl de acido perclérico 0,2 M, conteniendo
cisteina 0,1 %, sulfito sédico 0,1 % y EDTA 0,01 %, utilizando un homogeneizador de ultrasonidos
(Labsonic 2000U, B. Braun Melsungen AG, Alemania). La sonicacion se realizd6 durante 15
segundos a una amplitud del 20 %. Posteriormente se centrifugaron a 12.000 x g (Sorvall®RC-5B
Refrigerated Superspeed Centrifuge, DuPont Instruments, Giralt, EE.UU.) durante 20 minutos a 4

°C. El sobrenadante fue decantado y congelado a -40°C para su posterior analisis.

La cuantificacién de la concentracién de 5-HT y su metabolito, el 5-HIAA, se realizo
mediante un sistema de cromatografia liquida de alta resoluciéon (h.p.l.c) con deteccidn
culombimétrica. El sistema de h.p.l.c. utilizado constaba de una bomba (Waters 510) conectada
a un inyector automatico con refrigeracion (Waters 712 WISP), una columna de fase reversa
(Spherisorb ODS2; 5 um; 150 x 4,6 mm; Waters) con precolumna (Nova-Pak C18m Waters) y un
detector culombimétrico (Coulochem I, ESA, Chelmsford, E.E.U.U,). La fase movil utilizada por el
sistema, a un flujo de 1,0 ml/min, estaba compuesta por KH,PO, 0,05 M, &cido 1-octanosulfénico

1,3 mM, EDTA 0,1mM y metanol al 16% en agua MilliQ ajustada pH 3,4 (654 pH Meter,
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Metrohm, Suiza) con acido fosfdrico. Antes de utilizar la fase movil, fue filtrada con filtros de

nylon de 47mm de didmetro y tamafio de poro 0,45 um (Sartorius) y desgasificada con helio.

Se utilizaron estandares de concentracién conocida para 5-HT y 5-HIAA preparados en el
tampon de homogenizacién de las muestras. Las dreas bajo la curva de los diferentes picos se

cuantificaron utilizando el programa informatico Clarity™, Data Apex.

11.2 Determinacidn de los lugares de recaptacion de 5-HT marcados con

[*H]-paroxetina

Los lugares de recaptacién de serotonina, SERT hacen referencia a las proteinas
transportadoras de serotonina que se localizan en los terminales serotoninergicos a nivel
presinaptico y se ocupan de la internalizacidon de parte de la serotonina liberada a la hendidura
durante la transmision sindptica a través de la proteina transportadora. Su disminucion es
indicativa de la pérdida de terminales y/o axones sertoninérgicos [228]. La paroxetina es un
inhibidor selectivo de la recaptacion de 5-HT y el proceso de fijacién de [*H]-paroxetina es un

método utilizado para detectar dafio neurotdxico producido por MDMA [229].

Los animales fueron sacrificados por decapitacién. Tras la extracciéon del cerebro, los
hipocampos fueron diseccionados en hielo picado y fueron rdpidamente congelados en hielo

seco para posteriormente almacenarse a -80 °C.

Los hipocampos se pesaron en una balanza de precision (Electronic Balance BP 618,
Sartorius AG, Alemania) y fueron homogeneizados en 2,5 ml de una solucion Tris-HCI 50 mM,
NaCl 120 mM y KCI 5 mM pH 7,4 mediante un homogeneizador de varilla (Ultra-Turrax, Janke &
Kunkel). Posteriormente se centrifugaron a 30.000 x g durante 10 minutos a 4 °C (Sorvall®RC-5B
Refrigerated Superspeed Centrifuge, DuPont Instruments, Giralt, EE.UU.). El sobrenadante fue
desechado y este proceso de lavado se repitid 2 veces mas. El sedimento final fue resuspendido
en la misma solucién Tris-HCI de lavado para obtener una concentracion protéica de 10 mg/ml.
La determinacién de la concentracién de proteina de las muestras se llevé a cabo mediante el

método de Lowry (ver apartado 12.1).

Las muestras (800 ul de tejido) se hicieron reaccionar por triplicado, durante 90 minutos
a temperatura ambiente, con [*H]-paroxetina 1 nM en ausencia y en presencia de 5-HT 10 uM
para la determinacidon de la unidn total e inespecifica, respectivamente. Posteriormente, se

filtraron (Semiautomatic Cell Harvester, Skatron, Noruega) a través de filtros (Whatman GF/B,
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Skatron) previamente humedecidos durante al menos 2 horas en una solucién de polietilenimina
0,05 % para reducir la unién inespecifica del marcador. Los filtros secos fueron transferidos a
viales con 2 ml de liquido de centelleo (Emulsifier-Safe, Packard Instrument BV, Holanda),
manteniéndose toda la noche en oscuridad. La radioactividad fue medida por
espectrofotometria de centelleo (WinSpectral 1414 Liquid Scintillation Counter, PerkinElmer Life
Sciences) utilizandose como estandares viales con 100 pl de [*H]-paroxetina en 2 ml de liquido
de centelleo. La unién especifica se expresé como fmoles de [*H]-paroxetina unida por mg de

proteina total.

12. Determinacion de la concentracidn proteica de las muestras

12.1 Método de Lowry

La determinacion de la concentracién de proteina se realizdé siguiendo el método
descrito por Lowry y cols. (1951) [230]. Para ello se diluyeron 20 pL de cada muestra en 170 pL
de agua deionizada, incroporandose posteriormente 2 ml de una solucién de sulfato de cobre al
0,04 %, tartato sddico al 0,7 %, SDS al 0,69 %, carbonato sédico al 1,96 % e hidréxido sédico 0,1
M. Pasados 10 minutos se afiadieron 200 pL de reactivo de Folin diluido previamente al 50 % en
agua desionizada. Este proceso se repitid por triplicado para cada muestra. Tras 55 minutos de
reaccibn a temperatura ambiente se determind la absorbancia a 750 nm en un
espectofotdmetro (DU 530, Beckman, EE.UU.). Los valores de absorbancia se interpolaron en
una recta de calibrado realizada a partir de concentraciones conocidas de albumina de suero
bovino (0 - 200 ug/ml), ensayadas en el mismo momento y en las mismas condiciones que las

muestras.

12.2 Modificacion del método de Lowry

La determinacion de la concentracién de proteina de las muestras en tampén de
homogenizacién conteniendo un 1 % de Nonidet P40 se realizé siguiendo el método DC™ Assay
Protein (Bio-Rad). Para ello, se hicieron reaccionar 5 pL de una dilucién 1:2 de la muestra
homogeneizada con 25 plL de una mezcla en proporcién 50:1 de solucién alcalina de tartato de
cobre (reactivo A) y solucién surfactante (reactivo S), afadiéndose posteriormente 200 uL de
reactivo de Folin diluido (reactivo B). Este proceso se realizé para cada muestra por triplicado.

Tras 5 minutos, se determind la absorbancia a una longitud de onda de 750 nm (ELX808 IU, Ultra
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Microplate Reader; Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, EE.UU.) de cada muestra y se
interpold este valor en una recta estandar realizada a partir de concentraciones conocidas de
albumina de suero bovino, ensayadas en el mismo momento y en las mismas condiciones que

las muestras.

13. Anadlisis estadistico de los datos

La evaluacidon estadistica de los resultados se llevd a cabo utilizando un analisis de
varianza de una via seguido del test de comparacién multiple Newman-Keuls cuando se obtuvo
un valor p significativo (GraphPad Prism®). En los casos en los que realizé la comparacion entre

dos grupos se llevé a cabo el analisis mediante t de Student.

Los estudios de temperatura rectal en los que existen mds de un factor, el analisis de los
resultados se llevé a cabo mediante ANOVA de dos vias, utilizando el test de Bonferroni en los

casos en que la interaccidn resulto significativa.
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BLOQUE I: Efectos de la MDMA sobre la BHE

1. Efecto de la MDMA sobre la permeabilidad de la BHE

Las alteraciones en la permeabilidad de la BHE se pueden detectar mediante la
utilizacion de trazadores que en condiciones fisiolégicas no atraviesan la barrera. En el presente
estudio se determind la presencia en el hipocampo de dos trazadores: el colorante Azul de Evans

como trazador exégeno y la inmunoglobulina-G enddgena.

1.1 Extravasacion del colorante Azul de Evans

El efecto de la MDMA sobre la permeabilidad de la BHE a corto plazo se determind
mediante la administracién periférica del colorante Azul de Evans. Aunque este colorante tiene
bajo peso molecular, una vez es administrado en la circulacién sanguinea se une practicamente
en su totalidad a la albumina sérica convirtiéndose en un trazador de 69 kDa. Por lo tanto, la
presencia de este colorante en el SNC es indicativo de un incremento en la permeabilidad de la
BHE que permite el acceso al parénquima de la albumina a la cual se encuentra unido. La
concentracién del colorante detectada en el hipocampo 2 horas después de la administracion de
MDMA se compard con la detectada para el grupo tratado con vehiculo, obteniéndose un efecto
estadisticamente significativo del tratamiento (figura 26, t; 15 = 2,78; p = 0,01). De forma que, los
animales tratados con MDMA presentan mayores niveles de Azul de Evans en el hipocampo
respecto a los tratados con vehiculo (4,54 + 0,70 ng/mg tejido vs 2,17 + 0,44 ng/mg tejido,

respectivamente).

A B ,
* Figura 26. (A) Efecto de |Ia
—_= 10 administracion de MDMA sobre la
5o Q )
a= 3 extravasacion del colorante Azul de
3 81 LY L
3> § Evans en el hipocampo. Los resultados
_E -CE.” 64 se expresan como la media = E.E.M. de
E £ ] ° —P la concentracién de Azul de Evans (n =8
- 0
S E o ' < - 9). Diferente de vehiculo: *p < 0,05. (B)
o >
S 29 i . g Imagen representativa de los cerebros
QO (o]
©s 0 °© extraidos para cada grupo experimental.

vehiculo MDMA

Puesto que la administracién del Azul de Evans implicé la sedacién de los animales

mediante la administracién de isofluorano por via inhalatoria, y teniendo en cuenta que la
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temperatura es uno de los factores que modulan la permeabilidad de la BHE, se analizd la
respuesta hipertérmica inducida por MDMA tras la leve hipotermia transitoria que mostraron las
ratas durante la administracion del colorante (figura 27). La administracion de MDMA produce
una respuesta hipertérmica a corto plazo ampliamente descrita en la bibliografia. Los datos de
temperatura rectal se analizaron mediante ANOVA de dos vias considerando los factores:
tratamiento (vehiculo o MDMA) y tiempo. La estadistica revela que tanto el factor tratamiento
(FLe1 = 57,75; p < 0,0001) como el factor tiempo (Fsg1 = 23,74; p < 0,0001) tienen efecto por si
mismos, ademds de existir interaccidon entre ambos (Fes; = 7,59; p < 0,0001). Segun el post-test
de Bonferroni la administracion de MDMA induce un incremento de aproximadamente 2 grados
en la temperatura rectal 0,5, 1 y 2 horas después de su administracion en comparacién con el

grupo tratado con vehiculo, con un valor de p > 0,001.

-0 Vehiculo

En el momento

;G 404 de la anestesia ~+ MDMA
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Figura 27. Efecto del protocolo de administracion del colorante Azul de Evans sobre la respuesta
hipertérmica producida por MDMA. Los resultados se expresan como la media + E.E.M. de la

temperatura rectal (n= 6 - 8). Las flechas indican el momento en que se administré Azul de Evans
(azul) y MDMA o salino (negro).

1.2 Efecto sobre la extravasacion de IgG enddgena

Otra valoracién del efecto de MDMA sobre |la permeabilidad de la BHE que se llevd a cabo fue la
inmunodeteccién hipocampal de IgG enddgena. En condiciones fisioldgicas, esta
inmunoglobulina esta ausente en el tejido nervioso; sin embargo, ante una alteracién de la BHE
gue incremente su permeabilidad puede ocurrir la extravasacion de la 1gG desde el torrente
sanguineo. Los datos de intensidad de inmunofluorescencia obtenidos para la expresion de IgG

enddgena en el hipocampo de la rata se analizaron mediante ANOVA de una via, obteniéndose
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un efecto estadisticamente significativo como consecuencia del tratamiento con MDMA (figura
28; F423 = 9,62, p = 0,0001). El test de comparacidn multiple Newman-Keuls revela un
incremento en la expresién hipocampal de I1gG 1 y 3 horas después de la administracion de
MDMA. El maximo de expresidn se aprecia a las 3 horas, siendo el aumento del 60% respecto al
grupo tratado con vehiculo (159,6 £ 3,1 % vs 100,0 £ 3,6 %) y significativamente mayor que el
observado tras 1 hora (32 %, 131,9 + 10,2 % vs 100,0 + 3,6 %). Este efecto ya no se aprecia

pasadas 6 desde el momento de la administracidn.

vehiculo MDMA 1h MDMA 3h
LY
A
50pum
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Figura 28. Efecto de la administracion de MDMA sobre la extravasacion de IgG enddgena.
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Imagenes (40x) representativas de los cambios en la extravasacion de 1gG inducidos por MDMA
a los distintos tiempos estudiados. Las flechas representan las zonas de extravasacion. Los
resultados se expresan como la media + E.E.M. de la intensidad integrada de fluorescencia en
porcentaje respecto a la media del grupo tratado con vehiculo (n =5 - 6). Diferente de vehiculo:
*p < 0,05, ***p < 0,001. Diferente de MDMA 3h: “p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

2. Efecto de la MDMA sobre la integridad de la BHE

La integridad de la BHE se estudiéo mediante la determinacion de la expresion de algunas
proteinas esenciales en el mantenimiento de la unién neurovascular: claudina-5 de las uniones

estrechas y las proteinas laminina y colageno-1V, de la Idmina basal.
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2.1 Expresion de claudina-5

La claudina-5 es una proteina esencial en la formaciéon de las uniones estrechas y en la
restriccion del transporte paracelular de sustancias y de agua desde la sangre al tejido nervioso.
La disminucién en su expresion se relaciona con la disociacién de las uniones estrechas en
relacion al incremento de la permeabilidad. Para determinar el efecto de la MDMA sobre la

integridad de las uniones estrechas endoteliales se analizd la expresién de claudina-5 tanto por

western blot como por inmunofluorescencia.
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Figura 29. Efecto de la administracion de MDMA sobre
la expresion de claudina-5. (A) Cuantificacion y bandas
representativas del efecto temporal inducido por MDMA
sobre la expresion de dicha proteina mediante western
blot (n = 4 - 9), utilizando la expresién de B-actina como
control de carga. (B) Cuantificacion del efecto de la
MDMA sobre la intensidad media de fluorescencia para
claudina-5 en las tres zonas del hipocampo (n = 6 - 10).
Los resultados se expresan como la media + E.E.M. del
resultado en porcentaje respecto a la media del grupo
tratado con vehiculo. Diferente de vehiculo: *p < 0,05,
*¥p < 0,01, ***p < 0,001. Diferente de MDMA 1h: /p <
0,05, ”/p < 0,01, ///p < 0,001. Diferente de MDMA 3h: “p
< 0,05, “*p < 0,01. Diferente de MDMA 6h: °p < 0,05. (C)
Imagenes (40x) representativas de los cambios en
claudina-5 inducidos por MDMA en las tres zonas del
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El ANOVA de una via para los datos de expresidon proteica mediante western blot
determina la existencia de un efecto del tratamiento (figura 29, A F43 = 3,21, p = 0,03). El
analisis post-hoc reveld que la MDMA induce una disminucién del 23,6 % en la expresién de

claudina-5, 1 hora después de su administracidn. Los niveles estan recuperados a las 6 horas.

Las imdagenes de inmunohistoquimica para claudina-5 (figura 29, C) muestran una
expresiéon homogénea en las tres zonas del hipocampo analizadas. El ANOVA de una via aplicado
a los datos de intensidad media de fluorescencia analizados para cada zona indica que la
administracién de MDMA afecta de forma estadisticamente significativa a la expresiéon de
claudina-5 tanto en el giro dentado (F436 = 10,44; p < 0,0001), como en CA3 (F437 = 7,80; p <
0,0001) y en CA1 (F437 = 9,35; p < 0,0001).
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VEH 1h 3h 6h 2ah Figura 30. Efecto de la administracion de MDMA
Lamini sobre la expresion de laminina. (A) Cuantificacion y
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expresiéon de B-actina como control de carga. (B)
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E 2 100- L . giro dentado (n = 4 - 10), CA3 (n=6-10) y CAl
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El analisis de comparacion multiple Newman-Keuls revela la disminucién de la expresion
de la claudina-5 una hora después de la administracién de MDMA en giro dentado (34 %) y CAl
(35,5 %), que se mantiene hasta 3 horas. Mientras que en CA3 la disminucidn que se aprecia a la
hora es menor que en las otras areas (22 %), estando ademas la expresién incrementada en un

21 % 6 horas después de la administracion de MDMA.

2.2 Expresion de proteinas de la lamina basal

La disminucién de los componentes de la [dmina basal estd asociada a alteraciones en la
integridad de la BHE en algunos modelos. Para determinar el efecto de la MDMA sobre la [amina
basal se analizé la expresion de laminina y de colageno-IV, las dos proteinas principales que la
constituyen, a distintos tiempos desde la administracion de la droga. La administracién de
MDMA afecta a los niveles de expresidn proteica de laminina, segun el analisis estadistico de los
datos con ANOVA de una via (figura 30 A, F4,; = 6,15; p = 0,002). Este efecto consiste, segun el
post-test Newman-Keuls, en una disminucidon de un 50% en la expresién 1, 3 y 6 horas después
de la administracién de MDMA, al comparar los datos con los obtenidos para el grupo tratado
con vehiculo. Los niveles de expresion se mantienen disminuidos en un 32 % respecto al control

a las 24 horas.
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Figura 31. Efecto de la administracion de MDMA sobre la expresion de colageno-IV. (A) Los
resultados de la grafica se expresan como la media + E.E.M. de la intensidad integrada de
fluorescencia en porcentaje respecto a la media del grupo tratado con vehiculo (n = 6 - 10).
Diferente de vehiculo: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. (B) El panel muestra imagenes (40x)
representativas de los cambios en la intensidad media de fluorescencia de colageno tipo IV
inducidos por MDMA en las tres zonas del hipocampo.
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Para localizar la disminucion de la expresién de laminina inducida por MDMA en de las
distintas zonas del hipocampo, se estudié su expresién mediante inmunohistoquimica (figura 30
B y C). El andlisis estadistico mediante ANOVA de una via determind un efecto estadisticamente
significativo del tratamiento con MDMA sobre la intensidad media de fluorescencia detectada
para laminina en el giro dentado (F43s = 7,61; p = 0,0001), en CA3 (F,37=3,23; p =0,023) y en
CA1 (F434 = 4,06: p = 0,009). El andlisis de comparacion multiple Newman-Keuls aplicado para
cada una de las zonas hipocampales determind que la MDMA induce una disminucién en la
intensidad media de fluorescencia para laminina a todos los tiempos estudiados, en las tres
zonas analizadas. En el giro dentado, la sefial de laminina estd disminuida al 50 % tras 1y 3
horas, siendo este efecto algo menor (33 %) tras 6 y 24 horas. En CA3 la disminucion en la
intensidad media de fluorescencia 1, 3 y 24 horas después de la administracion de MDMA es del
46 - 43 %, mientras que 6 horas después es del 37 %. En CAl la disminucién para todos los

tiempos analizados es del 37 — 45 %.

El efecto de la administracién de MDMA sobre la expresion perivascular de colageno-IV
se analizé mediante inmunohistoquimica en las distintas zonas del hipocampo (figura 31). El
analisis estadistico de la intensidad media de fluorescencia con ANOVA de una via determiné un
efecto estadisticamente significativo del tratamiento con MDMA sobre la intensidad media de
fluorescencia para colageno-1V en el giro dentado (F,2 = 10,78; p < 0,0001), en CA3 (F419=4,79;
p =0,007) y en CA1 (F415=9,53; p = 0,0003). El andlisis de comparacién multiple Newman-Keuls
determind que la MDMA induce una disminucién en la expresion de la proteina a todos los
tiempos estudiados, en las tres zonas analizadas. El mayor porcentaje de disminucion se produce
1 hora (83 %) después de la administracion de MDMA en el giro dentado, aunque a 3 (68 %), 6
(49 %) y 24 (65 %) horas la intensidad media de fluorescencia respecto al vehiculo se mantiene
notablemente reducida. En CA3 la disminucién es menor que en el giro dentado, siendo del 52 —
50 % 1y 24 horas después y del 32 — 38 % 3 y 6 horas después. En CA1 la intensidad media de
fluorescencia para el coldgeno tipo IV estd reducida en un 58% a lo largo de todos los tiempos

analizados.

3. Efecto de la MDMA sobre la generacion de edema

3.1 Estudios de resonancia magnética

La alteracién de la BHE puede desencadenar el desarrollo de edema vasogénico. Tras

observar que, tanto la permeabilidad como la integridad de la BHE estan alteradas a tiempos
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cortos por la administracién de una Unica dosis de MDMA, se estudio el efecto de dicha droga
sobre la formacion de edema en el hipocampo de la rata. Para determinar la generacion de
edema difuso tras la administracién de MDMA se analizaron los valores del tiempo de relajacién
transversal T, en 3 planos del hipocampo. EIl ANOVA de una via para la media de los datos
analizados indica que la MDMA induce un efecto significativo sobre los valores de T, (figura 32 B,
Fe27 = 6,07, p = 0,0004). El analisis post-hoc Newman-Keuls determina un incremento del
parametro T, de un 10% a todos los tiempos estudiados, excepto a las 24 horas que los niveles

basales ya estdn restablecidos.

Mediante imagenes de difusidn se calculd el coeficiente de difusién aparente tras la
administraciéon de MDMA respecto a las condiciones basales. El ANOVA de una via para los

valores de ADC obtenidos a los distintos tiempos desde la administracién de la droga
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Figura 32. (A) Imagenes representativas de los cambios en T, producidos por MDMA 3, 6 y 24
horas después de su administracion respecto a las condiciones basales. Estas imagenes
corresponden a uno de los planos coronales utilizado para la determinacion del T, en el
hipocampo. (B) Efecto temporal de la MDMA sobre el tiempo de relajacién transversal T, en el
hipocampo (n = 4-10). (C) Efecto temporal de la MDMA sobre el coeficiente de difusion
aparente en el hipocampo (n = 4-12). Los resultados se expresan como la media * E.E.M. de los
valores determinados para T2 (ms) y ADC (10° mm?*/sec) a los distintos tiempos. Diferente de 0
horas: *p < 0,05. Diferente de 6 horas: Sp < 0,05. Diferente de 24 horas: ¢¢p <0,01.
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determina un efecto significativo del tratamiento (figura 32, C; F¢4s = 2,38; p = 0,04). El analisis
de comparacion multiple de Newman-Keuls Unicamente revela diferencias entre 3 y 6 horas
(0,71 + 0,03 10°mm?/sec vs. 0,60 + 0,02 10°mm?/sec), momentos en los que se alcanzan los
valores maximo y minimo de ADC, respecto a las condiciones basales (Oh). La comparacién entre
los valores de ADC a las 0 horas y a las 6 horas (0,67 + 0,01 10°mm?/sec vs. 0,60 +

10°mm?®/sec) mediante el test no paramétrico t-student (ty;s = 2,42; p = 0,0266) revela la

disminucién estadisticamente significativa del ADC tras la administracién de MDMA.

3.2 Efecto de la MDMA sobre la expresion de AQP4

con la resolucion del edema cerebral.
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La expresion del canal de agua, AQP4 esta relacionada tanto con la generacion, como

Figura 33. Efecto de la MDMA sobre la expresion de
AQPA4. (A) Cuantificacidn y bandas de representativas
de los cambios en la expresién de AQP4 inducidos por
la droga (n =5 - 6) utilizando como control de carga la
expresion de B-actina. (B) Cuantificacién del efecto de
la MDMA sobre la intensidad media de fluorescencia
para AQP4 en las tres zonas del hipocampo (n =6 - 10).
Los resultados se expresan como la media + E.E.M. del
resultado en porcentaje respecto a la media del grupo
tratado con vehiculo. Diferente de vehiculo: *p < 0.05,
**p < 0,01, ***p < 0,001. Diferente de MDMA 1h: /p <
0,05, ffp < 0,01, fffp < 0,001. Diferente de MDMA 6h:
%p < 0,05, ®p < 0,01, *®p < 0001. (C) Imagenes (40x)
representativas de los cambios temporales en la
expresion de AQP4 inducidos por MDMA en las zonas
del hipocampo.
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El efecto de la administracion de MDMA sobre los niveles de expresién proteica de AQP4
se determind mediante western blot (figura 33, A) a distintos tiempos tras la administracién de
la droga. El analisis con ANOVA de una via indica la existencia de un efecto estadisticamente
significativo de la MDMA sobre la expresion de AQP4 (F;,, = 8,96; p = 0,0002). El test de
comparaciéon multiple Newman-Keuls indica que los niveles de expresion proteica para AQP4
respecto al grupo control se encuentran disminuidos (16 %) una hora después de la
administracion de la droga e incrementados (22 %) 6 horas después, estando reestablecidos a las

24 horas.

Mediante inmunohistoquimica se determiné la expresidn perivascular de AQP4 (figura
33, B). En algunos modelos en los que ocurre la pérdida de la integridad de la BHE, la AQP4
puede encontrarse reorganizada hacia el citoplasma del astrocito. Tras la administracion de
MDMA, la localizacién del canal no varia manteniéndose restringida a los pies astrocitarios. El
ANOVA de una via aplicado sobre los datos de cada zona del hipocampo, indica la existencia de
un efecto significativo de la MDMA sobre la expresidon de AQP4 en giro dentado (F;3,=12,27; p <
0,0001), CA3 (F433 = 6,88; p = 0,0003) y CAl (F436 = 10,78, p < 0,0001). La administracién de
MDMA induce 1 hora después de su administracidon una disminucién de AQP4 en el giro dentado
y CA1l, pero no en CA3. Ademas, produce un incremento de la expresion del canal tras 6 horas en
las tres areas del hipocampo. Después de 24 horas desde la administracion de la droga, los

niveles de AQP4 estan reestablecidos en todas las zonas.

4. Efecto de la MDMA sobre las proteasas que regulan la

integridad de la BHE

4.1 Actividad y expresion de metaloproteinasas de matriz

Las principales proteasas asociadas con la degradacidn de proteinas de la lamina basal y
las uniones estrechas y con el incremento en la permeabilidad de la BHE son las MMPs. La
zimografia en gel de tejido hipocampal revela bandas de degradacién de sustrato especifico a 82
kDa, 62 kDa y 45 kDa correspondientes a las formas activas de MMP-9, MMP-2 y MMP-3
respectivamente. Los resultados de la cuantificacion obtenida mediante densitometria se
analizaron con ANOVA de una via. El analisis estadistico para la cuantificacion de las bandas
activas de MMP-9 determind el efecto significativo de la MDMA sobre la actividad gelatinasa

(figura34 A, F4s50 = 5,19; p = 0,001). El analisis post-hoc indicé que la MDMA produce un
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Figura 34. Efecto de la administracion de MDMA sobre la actividad proteolitica y la expresion
proteica de MMP-9 y MMP-3. Cuantificacion y zimograma representativo del efecto temporal de la
MDMA sobre la actividad proteolitica de la forma activa de MMP-9 (n = 10 - 12) (A) y de MMP-3 (n
=5 -6) (C). Cuantificacion y bandas representativas correspondientes al efecto de MDMA sobre la
expresion de las formas activa (n = 6 - 10) y proactiva (n = 11 - 12) de MMP-9 (B) y de las formas
activa (n=5-9) y proactiva (n =5 - 10) de MMP-3 (D). Los resultados se expresan como la media *
E.E.M. en porcentaje respecto a la media del grupo vehiculo. Diferente de vehiculo: *p < 0,05, **p
< 0,01. Diferente de MDMA 1h: /p < 0,05, /p < 0,01
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incremento en la actividad MMP-9 1 hora después de su administracién (55 %). Este incremento
estd completamente reestablecido tras 6 horas. Respecto a MMP-3, el analisis de la varianza
mostré un efecto estadisticamente significativo de la administraciéon de MDMA sobre la
actividad proteolitica de la forma activa de MMP-3 (figura 34, C; F4,; = 3,50; p = 0,02). El analisis
de comparacion miultiple Newman-Keuls mostré un incremento de la actividad degradativa de la
forma activa de MMP-3 (53,4 %) 3h después de la administracion de MDMA. Sin embargo, no se
detectaron diferencias para la actividad gelatinasa MMP-2 a ninguno de los tiempos estudiados

(figura 35, A; F450 = 0,87; p = 0,49).

Para analizar la posibilidad de que el incremento observado en la actividad de las MMPs
fuese debido a un aumento de los niveles de proteina, se llevé a cabo el estudio de la expresién
mediante western blot. Se detectaron dos bandas de expresidon a 92 y 82 kDa para las formas
proactiva y activa de MMP-9, respectivamente. El analisis cuantitativo de cada una de ellas
mediante ANOVA de una via revela un efecto significativo del tratamiento sobre |la expresion de

las formas proactiva (figura 34, B; F454 = 3,60; p = 0,01) y activa (figura 36 B, F43;=2,73; p = 0,04)

de MMP-9.
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Figura 35. Efecto de la administracion de MDMA sobre la actividad proteolitica y la expresion de
MMP-2. (A) Zimograma representativo de la actividad proteolitica de la forma activa de MMP-2 y
cuantificacién de la actividad enzimatica en la curva temporal de administracion de MDMA (n=9 -
12). (B) Representacion grafica y bandas correspondientes a la expresidn de las formas activa (n = 5
- 6) y proactiva (n = 4 - 6) de MMP-2, utilizando la expresidn de B-actina como control de carga. Los
resultados se expresan como la media + E.E.M. en porcentaje respecto a la media del grupo
vehiculo.
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El andlisis de Newman-Keuls indica un incremento tanto en la expresién de la proforma
(48 %) como de la forma activa de MMP-9 (31 %) 1 hora después de la administracion de MDMA,
encontrandose los niveles de expresidén reestablecidos 3 horas después. De igual modo, la
administraciéon de MDMA afecta de forma significativa a la expresién tanto de la forma activa
(F425 = 3,64; p = 0,02) como proactiva (F4,s = 5,11; p = 0,003) de MMP-3 (figura 34, D). En este
caso, se detecta el incremento de la expresién de proMMP-3 1 y 3 horas después de la

administracién de MDMA vy de la forma activa Unicamente a las 3 horas.

Sin embargo, la administraciéon de MDMA no produce cambios en la expresién proteica
de las formas activa (F423 = 0,87; p = 0,50) y proactiva (F4 15 = 0,18; p = 0,95) de MMP-2 (figura 35,
B).

4.2 Actividad y expresion de tPA. Expresion de plasmindgeno y de LRP-1

Las proteinas de la ldmina basal y las uniones estrechas también pueden ser degradadas
por otras proteasas como la plasmina, generada por la accién de tPA, o el propio tPA. La
zimografia en gel revela bandas de degradacion de sustrato especifico a 67 kDa
correspondientes a tPA. El andlisis de los datos mediante ANOVA de una via indica un efecto
estadisticamente significativo del tratamiento sobre la actividad proteolitica de tPA (figura 36, A;
Fs20=5,09; p < 0,005). El analisis de Newman-Keuls determina un incremento de la actividad de
tPA (40 %) 3 horas después de haber sido administrada la MDMA, que se reestablece por
completo a las 24 horas. La expresion de tPA también estd afectada por el tratamiento con
MDMA (figura 36, B; F4,,=5,22; p = 0,004), encontrandose incrementada 1 (32,7 %), 3 (52,7 %) y
6 (37 %) horas después, en comparacion al grupo tratado Unicamente con vehiculo. Puesto que
la MDMA incrementa la actividad y expresidon de tPA, se analizd la expresidon de su principal
sustrato, el plasmindgeno, obteniéndose segin el ANOVA de una via un efecto significativo del
tratamiento (figura 36, C; F,»s = 6,57; p < 0,0009). El analisis Newman-Keuls determina una
disminucién del 18,2 % 3 horas después de la administracion de MDMA, reestableciéndose los
niveles a las 6 horas. En algunos modelos de alteracién de la BHE tPA induce la sobreexpresion
de MMP-9 mediante su sefializacion a través del receptor LRP-1. Para estudiar un posible efecto
de la MDMA sobre esta via de sefalizacidn se analizaron los niveles de expresién del receptor
LRP-1 determinandose un efecto del tratamiento segin el ANOVA de una via (figura 36, D; Fy24=
4,09; p = 0,01). El post-test Newman-Keuls revela el incremento en la expresion del receptor 1
hora (12,4 %) después de la administracion de MDMA, reestableciéndose los niveles a las 3

horas de la inyeccién de la droga.
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Figura 36. Representacion del efecto producido por la MDMA sobre: (A) la actividad proteolitica
de tPA (n =4 -6) y la expresion proteica de (B) tPA (n =5 - 6), (C) plasmindgeno (n=6)y (D) del
receptor LRP-1 (n = 5 - 6). Los resultados de las graficas y la tabla se expresan como la media +
E.E.M. en porcentaje respecto al grupo vehiculo. Se utilizé6 como control de carga la expresién de -
actina. Diferente de vehiculo: *p < 0,05, **p < 0,01. Diferente de MDMA 1h: fp < 0,05. Diferente de
MDMA 3h: “p < 0,05, **p < 0,01.

4.3 MAPKs: p38 MAPK, ERK1/2 y JNK

Las MAPK se han visto relacionadas con el incremento de la expresion de MMPs en el
contexto de la alteracién de la BHE en algunos modelos. Para determinar el efecto de la
administraciéon de MDMA sobre las distintas MAPK, se analizé la expresién de las formas
fosforiladas de p38 MAPK, ERK1/2 y JNK en el hipocampo de rata. El ANOVA de una via para los

datos de expresidn de p-p38 MAPK referidos a la expresidn total indica la existencia de un efecto
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estadisticamente significativo debido al tratamiento con MDMA (figura 37, A; F42, = 6,59; p =
0,0012). El analisis de comparacion multiple Newman-Keuls revela que la administracién de
MDMA incrementa la fosforilacion de p38 MAPK en un 33 % tras una hora de haber sido

administrada, recuperandose los niveles de fosforilacidn basales en los tiempos posteriores.

A Figura 37. Efecto de la administracion de MDMA
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Por otro lado, el ANOVA de una via determina que la administracién de MDMA afecta de
forma significativa a la fosforilacion de ERK1/2 (figura 37, B; F4,, = 5,06; p = 0,005). El analisis
post-hoc de Newman-Keuls revela una disminucion del 41% respecto al control, en la expresién
de p-ERK1/2 referida a los niveles de expresion total, una hora después de la administracion de

MDMA. Esta disminucién en la fosforilacién de ERK1/2 desaparece a las 24 horas.

Por ultimo, el ANOVA de una via para la fosforilacion de JNK revela un efecto
significativo de la administracién de MDMA (figura 37, C; F;,3 = 4,81; p = 0,006). Mas
detalladamente, el analisis de comparacion multiple indica una disminucion en la expresion de la
forma fosforilada de JNK respecto a la expresion total que se hace evidente tras 3 (16 %) y 6 (20
%) horas de la administracion de la droga. Los niveles basales se reestablecen por completo a las

24 horas.

5. Efecto de la administracion del inhibidor de gelatinasas,
SB-3CT sobre la alteracion de la BHE inducida por MDMA

Las MMPs suponen uno de los principales mecanismos mediante el cual se regula la
permeabilidad e integridad de la BHE. Concretamente, las gelatinasas MMP-2 y MMP-9 estan
involucradas en la alteracién de la BHE en muchos modelos y patologias. Puesto que la MDMA
induce un incremento en la actividad y expresién de MMP-9, se analizd el efecto de su inhibicion

mediante SB-3CT sobre los cambios que produce la administracién de la droga.

5.1 Efecto de la administracion de SB-3CT sobre los cambios inducidos

por MDMA en la actividad y en la expresion de MMP-9

En primer lugar, para determinar la eficacia del protocolo de administracién utilizado
para SB-3CT, se analizé su efecto sobre el incremento en la actividad y en la expresién proteica

de MMP-9 que tiene lugar una hora después de la administracién de MDMA.

El ANOVA de una via aplicado a los datos de actividad MMP-9 de los distintos grupos
experimentales revela diferencias significativas debidas a los tratamientos (figura 38, A; F3 19 =
6,32, p = 0,004). El post-test Newman-Keuls determina que la administracion del inhibidor SB-
3CT previene completamente el incremento de la actividad proteolitica MMP-9 inducido por
MDMA. Respecto a la expresion proteica de MMP-9, los analisis de la varianza aplicados a las

formas activa (F; 16 = 3,94, p = 0,028) y proactiva (Fs, = 7,37, p = 0,002) de la proteina revelan
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diferencias significativas entre grupos (figura 38, B). Segun el test de comparacion multiple, el
tratamiento con el inhibidor SB-3CT previene el incremento en la expresién de la forma

proactiva de MMP-9, pero no de la activa.

Sabiendo que SB-3CT es un inhibidor selectivo de gelatinasas, también se analizd su
efecto sobre la actividad MMP-2 a pesar de no existir efecto de la MDMA sobre dicha
metaloproteinasa. El andlisis de la varianza para la actividad degradativa MMP-2 no muestra
ningun efecto de los tratamientos (figura 38, C; F3,0 = 0.72, p = 0.55). Esto permite afirmar que
los efectos que tengan lugar como consecuencia de la administracién del inhibidor podrian

atribuirse a la inhibicién de la actividad de MMP-9.
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5.2 Efecto de la administracion de SB-3CT sobre los cambios inducidos

por MDMA en la fosforilacion de p38 MAPK

Puesto que el tratamiento con SB-3CT previene los cambios inducidos por la MDMA
sobre los niveles de expresidon de la forma proactiva de MMP-9, y teniendo en cuenta que la
droga induce un incremento en la fosforilacién de p38 MAPK siguiendo un perfil similar al de la
sobreexpresion de dicha MMP, se analizé el efecto de la administracién de SB-3CT sobre la
fosforilacion de p38 MAPK. EI ANOVA de una via muestra un efecto estadisticamente
significativo del tratamiento (figura 39, F313 = 5.79, p = 0.006 y el analisis post-hoc indica que la
inhibicion mediada por SB-3CT no afecta al incremento en la fosforilacién de p38 MAPK que

tiene lugar tras la administracion de MDMA.
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5.3 Efecto de la administracion de SB-3CT sobre los cambios inducidos

por MDMA en la expresion de claudina-5

Para determinar la implicacidn de la activacion de MMP-9 en la disminucién de la
expresién de claudina-5 que induce la MDMA, se analizé su expresion tras la administracion del
inhibidor de MMP-9, SB-3CT. EI ANOVA de una via determina un efecto significativo del
tratamiento (figura 40, F3,; = 4,59, p = 0,02). El post-test Newman-Keuls confirma que la
administracion de MDMA induce una disminucion en la expresion de claudina-5, la cual se

previene mediante el pretratamiento con SB-3CT.
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Figura 40. Efecto del tratamiento con el inhibidor de
la actividad MMP-9, SB-3CT, sobre los cambios
inducidos por MDMA en la expresién de claudina-5
una hora después de su administracion (n = 4-6).
Los resultados se expresan como la media + E.E.M.
en porcentaje respecto a la media del grupo tratado
Unicamente con vehiculo. Diferente de vehiculo: *p
< 0,05. Diferente de MDMA: /p < 0,05.

5.4 Efecto de la administracion de SB-3CT sobre los cambios inducidos

por MDMA en la generacion de edema

Para determinar la implicacion de MMP-9 sobre la generacidon de edema inducido por

MDMA se analizé el efecto del pretratamiento con el inhibidor SB-3CT sobre los cambios

detectados para el parametro T, tras 2,5 y 6 horas de la administracion de la MDMA (figura 41).

El andlisis estadistico se realizé sobre el ratio de los valores de T, (T, 2,5h/T, Oh y T, 6h/ T, Oh)

para cada animal de cada grupo experimental.

1.3

1.2

1.1

1.0

ratio T, / T, Oh

0.94

0.8-

Sl MDMA
@ SB-3CT + MDMA

*

2,5h

Figura 41. Efecto del tratamiento con el inhibidor SB-3CT
sobre los cambios inducidos por la administracion de MDMA

en el pardmetro T, (n = 3 - 6). En la grafica se representa el

ratio entre los valores de T, obtenidos para 2,5 y 6 horas,

respecto a los niveles detectados a Oh para cada animal de

cada grupo experimental. Los resultados se expresan como
la media £ E.E.M. del ratio T,. Diferente de MDMA 2,5h: *p <

6h

0,05.

Los valores del ratio T, obtenidos para el grupo tratado con MDMA son superiores a 1

(ratio T, 2,5h / T, Oh = 1,09 + 0,01; ratio T, 6h / T, Oh = 1,11 # 0,05) confirmando el incremento

en el pardmetro T, previamente descrito tras la administracion de MDMA tanto a 2,5h como a

6h. El analisis mediante ANOVA de dos vias para los datos del ratio T,, considerando los factores
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tratamiento y tiempo, determina que las diferencias obtenidas entre grupos son Unicamente
consecuencia del factor tratamiento (F; 14 = 10,59, p = 0,006), ya que el analisis para el factor
tiempo (F1,14 = 1,90, p = 0,19) y la interaccién (Fy 14 = 0,45, p = 0,52) no resultan significativos. El
test de Bonferroni revela diferencias estadisticamente significativas entre el grupo tratado con
MDMA vy el grupo MDMA+SB-3CT Unicamente tras 2,5 horas (1,09 + 0,01 vs. 0,95 % 0,05).
Ademds, se comprobd que el tratamiento con el inhibidor de MMP-9, SB-3CT, por si solo no
tiene efecto en la formacion de edema en ausencia de MDMA, obteniéndose un ratio T,2,5h / T,

Oh de 0,98 + 0,04 para dicho tratamiento.

5.5 Efecto de la administracion de SB-3CT sobre los cambios inducidos

por MDMA en la expresion de AQP4

Segun los resultados descritos anteriormente en el apartado 3.2, la administracion de
MDMA induce a la hora una disminucién en la expresion del canal de agua AQP4, mientras que a
las 6 horas se aprecia una sobreexpresion de dicho canal. Para determinar la implicacion de la
sobreactivacién de MMP-9 sobre los cambios inducidos por MDMA en la expresién de AQP4 se

administroé el inhibidor SB-3CT.

Los datos de expresion de AQP4 obtenidos mediante western blot 1 hora después de la
administracion de MDMA se analizaron mediante ANOVA de una via, obteniéndose un efecto
estadisticamente significativo del tratamiento (figura 42, A; F; 15 = 4,86, p = 0,01). El andlisis de
Newman-Keuls confirma la disminucidon en la expresiéon de AQP4 tras la administracion de

MDMA, la cual se previene con el pretratamiento con SB-3CT.

Para determinar el efecto de la inhibicion de MMP-9 sobre el incremento en la expresion
de AQP4 que tiene lugar 6 horas después de la administracion de MDMA se administré SB-3CT y
se analizo el efecto del tratamiento sobre la intensidad media de fluorescencia para dicho canal
(figura 42). Los datos se analizaron mediante ANOVA de una via obteniéndose un efecto
estadisticamente significativo de los tratamientos tanto en el giro dentado (F319 = 5,64, p =
0,006), como en CA3 (F3,0 = 7,54, p = 0,002) y CA1 (F3,15 = 5,05, p = 0,01). El test de comparacion
multiple de Newman-Keuls indica que el incremento en la intensidad media de fluorescencia
correspondiente a la sefial de AQP4 que tiene lugar tras la administracion de MDMA, se previene
por completo por la administracion del inhibidor SB-3CT en las tres zonas del hipocampo

analizadas.
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Figura 42. (A) Efecto de la inhibicion de MMP-9 mediante la administraciéon de SB-3CT sobre la
disminucidn en la expresién de AQP4 inducida por MDMA 1 hora después de su administracion (n
=5 - 6). (C) Efecto de la inhibicion de MMP-9 mediante SB-3CT sobre la sobreexpresién de AQP4
detectada 6 horas después de la administracion de MDMA, en las tres zonas del hipocampo (n =5 -
6). (B) Imagenes (40x) representativas de los cambios en la expresion de AQP4 inducidos por los
distintos tratamientos en el giro dentado a las 6 horas de la administracién de la droga. Los
resultados se expresan como la media + E.E.M. del resultado en porcentaje respecto al grupo
tratado con vehiculo. Diferente de vehiculo: *p < 0,05. Diferente de MDMA (1h): //p <
0,01.Diferente de MDMA (6h): ®*p < 0,01.

5.6 Efecto de la administracion de SB-3CT sobre los cambios inducidos

por MDMA en la expresion de LRP-1

Puesto que LRP-1 es un receptor a través del cual sefializa el tPA para incrementar la

expresién de MMP-9 y que ademas puede intervenir en el aclaramiento de MMP-9, se analizé el
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efecto de la administracidn de SB-3CT sobre el incremento inducido por la droga a la hora en la
expresion del receptor. EIl ANOVA de una via aplicado sobre los resultados de la cuantificacion de
las bandas de expresion determina un efecto significativo del tratamiento (figura 43, F; 15 = 4,36,
p = 0,017). El analisis de comparaciéon multiple de Newman-Keuls confirma el incremento en la
expresion de LRP-1 una hora después de la administracion de MDMA, el cual se previene

mediante el pretratamiento con SB-3CT.

sB-3cT
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5.7 Efecto de la administracion de SB-3CT sobre los cambios inducidos

por MDMA en la temperatura rectal

Debido a la importancia de la hipertermia en la integridad de la BHE, se analiz6 el efecto
de la administracion del inhibidor de MMP-9 SB-3CT sobre la respuesta hipertérmica inducida
por MDMA (figura 44). Los datos de temperatura rectal se analizaron mediante ANOVA de dos
vias considerando los factores: tratamiento (vehiculo, MDMA, MDMA + SB-3CT y SB-3CT) y
tiempo. El analisis de la varianza revela un efecto estadisticamente significativo tanto del
tratamiento (Fs,19= 27,71; p < 0,0001), como del tiempo (F;1,19 = 28,35; p < 0,0001), existiendo
interaccién entre ambos factores (Fs3519 = 27,27; p < 0,0001). Para determinar las diferencias
entre grupos se utilizd el post-test de Bonferroni, seglin el cual la administracién de MDMA,
tanto en presencia como en ausencia de SB-3CT, induce un incremento en la temperatura rectal
desde 0,5 hasta 6 horas después de su administracién en comparacién con el grupo tratado con
vehiculo. Por lo tanto, la administraciéon de SB-3CT no modifica en ningin caso la hipertermia

inducida por MDMA.
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Figura 44. Efecto de la administracion de SB-3CT sobre la hipertermia inducida por MDMA. Los
resultados de la grafica y la tabla se expresan como la media + E.E.M. de la temperatura rectal (n =6 -
8). Las flechas indican los momentos en los que se llevd a cabo la administracion de los compuestos:
MDMA o salino (negro) y SB-3CT o vehiculo (morado).
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BLOQUE Il: BHE, neuroinflamacién y neurotoxicidad

Muchos de los principales mediadores liberados en la respuesta neuroinflamatoria
participan en la regulacién de la permeabilidad e integridad de la BHE. De igual modo, algunas
MMPs modulan la activacion microglial. Para estudiar la posible relaciéon entre los cambios
detectados en la barrera hematoencefdlica y la respuesta neuroinflamatoria y neurotdxica

inducidas por MDMA se utilizaron antagonistas de receptores P2X; y el inhibidor SB-3CT.

6. Efecto de la MDMA sobre la respuesta neuroinflamatoria

6.1 Activacion microglial

Mediante inmunohistoquimica se determind la expresidon del marcador microglial 0X-42
en el hipocampo tras la administracién de MDMA, apreciandose el engrosamiento de las células
gliales positivas para OX-42 como consecuencia del tratamiento (figura 45). Los datos de
intensidad de fluorescencia para el marcador OX-42 se analizaron con ANOVA de una via
reveldandose un efecto estadisticamente significativo de la administracion de MDMA en giro

dentado (F425= 6,71, p = 0,0006), CA3 (F43,=5,13, p =0,003) y CA1 (F43,= 3,90, p = 0,01).
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Figura 45. (A) Efecto de la MDMA sobre la expresion de OX-42 (n = 6 - 10). Los resultados se
expresan como la media + E.E.M. de la intensidad integrada de fluorescencia en porcentaje
respecto a la media del grupo tratado con vehiculo. Diferente de vehiculo: *p < 0,05, **p < 0,01.
Diferente de MDMA 1h: /p < 0,05. Diferente de MDMA 3h: “p < 0,05, “*p < 0,01. Diferente de
MDMA 6h: °p < 0,05, ®p < 0,01. (B) EI panel muestra imagenes (40x) representativas de los
cambios en la expresion temporal de OX-42 inducidos por MDMA en las tres zonas del
hipocampo estudiadas.
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Segun el analisis de comparacion multiple Newman-Keuls, la administracion de MDMA
induce un incremento del 28 % y del 32 % tras 3 y 6 horas respectivamente, tanto en el giro
dentado como en CA3. Ademas, en el giro dentado el incremento ya existe tras una hora de la
administracién de MDMA (17,6 %). Este efecto esta completamente reestablecido a las 24
horas para ambas zonas. Sin embargo, en CAl, el incremento en la expresiéon de OX-42, no
resulta estadisticamente significativo respecto al grupo tratado con vehiculo a pesar de
apreciarse una tendencia a la alza, aunque si es diferente de los niveles de expresién obtenidos

para el marcador microglial a las 24 horas.

6.2 Activacion astrocitaria

Mediante ANOVA de una via se determind la existencia del efecto de la administracién
de MDMA sobre la intensidad media de fluorescencia para GFAP (figura 46) en el giro dentado
(Fa38 = 4,38, p = 0,005), CA3 (F433 = 4,12, p < 0,007) y CA1 (F436 = 3,53, p = 0,016). El test de
Newman-Keuls determina que la MDMA incrementa la expresion de GFAP Unicamente 6 horas
después de su administracidon en el giro dentado (24 %) y CAl (22 %), estando los niveles
reestablecidos a las 24 horas. En el caso de CA3, el analisis post-hoc establece que el incremento

no es suficiente para resultar significativo respecto al vehiculo.
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Figura 46. (A) Efecto de la MDMA sobre la expresion del marcador constitutivo de la astroglia,
GFAP (n = 6 - 10). Los resultados se expresan como la media + E.E.M. de la intensidad integrada de
fluorescencia en porcentaje respecto a la media del grupo tratado con vehiculo. Diferente de
vehiculo: *p < 0,05, **p < 0,01. Diferente de MDMA 6h: °p < 0,05, ®p < 0,01. (B) El panel muestra
imagenes (40x) representativas de los cambios en la expresién temporal de GFAP inducidos por
MDMA en las tres areas del hipocampo estudiadas.
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6.3 Expresion del receptor P2X;

El receptor P2X; se expresa tanto en las células de la microglia como en astrocitos y es
uno de los principales receptores cuya activacion desencadena mecanismos de accidon que

inician el proceso neuroinflamatorio.

Mediante inmunohistoquimica se analizd la expresidon de este receptor (figura 47). El
analisis mediante ANOVA de una via revela un efecto significativo de la administracién de
MDMA sobre la intensidad media de fluorescencia para el receptor P2X; (F4,4 =15,00, p <

0,0001), CA3 (F430= 4,29, p < 0,007) y CA1 (F4 3= 6,61, p = 0,0006).

El analisis post-hoc determina un incremento en la expresién del receptor del 66
— 75 % en el giro dentado, a todos los tiempos analizados tras la administracion de MDMA. En
CA1ly CA3 este incremento es de alrededor del 50 % y tras 1, 3 y 6 horas de la administracion de

la droga, estando los niveles recuperados a las 24 horas.
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Figura 47. (A) Efecto de la MDMA sobre la expresidon del receptor P2X; en las tres zonas del
hipocampo (n =5 - 10). Los resultados de las gréficas se expresan como la media + E.E.M. de la
intensidad integrada de fluorescencia en porcentaje respecto a la media del grupo tratado con
vehiculo. Diferente de vehiculo: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Diferente de MDMA 1h: fp
< 0,05. Diferente de MDMA 3h: “p < 0,05. Diferente de MDMA 6h: °p < 0,05. (B) El panel
muestra imagenes (40x) representativas de los cambios en la expresidon temporal del receptor
P2X; inducidos por MDMA en las tres areas del hipocampo estudiadas.
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6.4 IL-1By HMGB-1

La determinacion del contenido hipocampal de la citoquina proinflamatoria IL-1pB, se
determind mediante ELISA. El ANOVA de una via determina que la administracion de MDMA
induce un efecto significativo (figura 48, A; F,15 = 6,05, p = 0,004) sobre la expresion de la
citoquina. El test de comparacion multiple Newman-Keuls revela un incremento en la
concentracién de IL-1B 3 horas después de la administracion de MDMA, siendo dicho aumento

de 3 veces la concentracion de la citoquina detectada para el grupo tratado con vehiculo. Los

niveles basales se recuperan a las 24 horas.

La expresiéon de HMGB-1 en el hipocampo de la rata se determind mediante western
blot (figura 48, B). El ANOVA de una via indica que existe un efecto significativo de la MDMA
sobre la expresiéon de HMGB-1 (F,5, = 3,81, p = 0,016). El test Newman-Keuls revela un

incremento en la expresion proteica de HMGB-1 a las 3 horas de la administracion de MDMA,

gue se encuentra reestablecido a las 24 horas.
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Figura 48. Efecto de la
administracion de
MDMA sobre: la
concentracion tisular de
IL-1IB (n=2-6) (A) y la
expresion de HMGB-1 (n
=5-6) (B). Los resultados
se expresan como la
media + E.E.M. de Ia
concentracion de la
citoquina. Diferente de
vehiculo: **p < 0,01.
Diferente de MDMA 3h:
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7. Efecto del antagonismo de receptores P2X, sobre los cambios
inducidos por MDMA en la respuesta neuroinflamatoria

7.1 Efecto de BBG y A-438079 sobre la expresion del receptor P2X,

Para determinar si el protocolo de administracion para los antagonistas BBGy A-438079

resulta efectivo en el modelo, se analizaron sus efectos sobre el incremento en la expresién del
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receptor P2X; 6 horas después de la administracion de MDMA. En el caso del experimento de
antagonismo mediante BBG (figura 49), el ANOVA de una via indica la existencia de cambios en
la expresidon de dicho receptor debidos al tratamiento en el giro dentado (F31, = 58,64, p <
0,0001) y CA3 (F31; = 6,2, p < 0,01). El test de comparacidn multiple determina que el
tratamiento con el inhibidor BBG previene completamente el incremento en la expresion del
receptor P2X; que ocurre tras la administracion de MDMA en dichas areas. La estadistica para
CA1l no resulta significativa (F310 = 1,86, p < 0,20), a pesar de existir una tendencia a estar
incrementada la expresion del receptor tras la administracion de MDMA (135,8 + 26,0 % vs
100,0 + 6,8 %). En el grupo que recibi6 MDMA y BBG no se aprecié esta tendencia v,
aparentemente, el efecto de MDMA parece estar prevenido tras la administracion de BBG

(105,7 £ 16,6 % vs 100,0 + 6,8 %) al comparar con el vehiculo.
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Figura 49. (A) Efecto de BBG sobre los cambios inducidos por MDMA en la expresion del receptor

P2X; en giro dentado (n =3 - 5), CA3 y CA1 (n = 3 - 4). Los resultados se expresan como la media *
E.E.M. de la intensidad de fluorescencia en porcentaje respecto a la media del vehiculo. Diferente
de vehiculo: *p < 0,05, ***p < 0,001. Diferente de MDMA: °p < 0,05, ®®p < 0,001. (B) Imagenes
(40x) representativas de los cambios en la expresion del receptor P2X; en el giro dentado.
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Respecto al antagonista A-438079, se analizd su efecto sobre el incremento en la
expresion del receptor P2X; producido en el giro dentado 6 horas después de la administracion
de MDMA (figura 50), obteniéndose diferencias significativas segin el ANOVA de unavia (F311
= 4,45, p < 0,0280). El analisis de Newman-Keuls revela Unicamente diferencias entre el grupo
tratado con MDMA vy el vehiculo (172,3 £ 20,8 % vs. 100,0 + 12,0 %). Aunque la prevencién
mediante A-438079 no resulta estadisticamente significativa, el pretratamiento con el
antagonista supone un porcentaje de prevencién del efecto de aproximadamente el 73 % al
comparar con el grupo tratado con MDMA. Ademas, el grupo tratado con MDMA y A-438079 no

presenta diferencias respecto al vehiculo (126,8 + 12,1 % vs. 100,0 + 12,0 %).
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Figura 50. (A) Efecto del compuesto A-438079 sobre los cambios inducidos por MDMA en la
expresion del receptor P2X; (n = 3 - 5). Los resultados se expresan como la media + E.E.M. de la
intensidad integrada de fluorescencia en porcentaje respecto a la media del grupo tratado con
vehiculo. Diferente de vehiculo: *p < 0,05. (B) Los paneles muestran imagenes (40x)
representativas de los cambios en la expresidn del receptor P2X; para los distintos tratamientos en
el giro dentado.

7.2 Efecto de BBG sobre la activacion microglial y astrocitaria

Puesto que la activacion del receptor P2X; es uno de los mecanismos que activa el
proceso neuroinflamatorio, se estudio el efecto de la administracion de BBG sobre el incremento
en la expresion de OX-42 y GFAP que tiene lugar 6 horas después de la administracion de

MDMA.
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El ANOVA de una via aplicada a los datos de intensidad media de fluorescencia
obtenidos para el marcador OX-42 (figura 51) para los distintos tratamientos indica la existencia
de cambios estadisticamente significativos en el giro dentado (F3;0 = 28,32, p < 0,0001), CA3
(F314 = 8,72, p < 0,002) y CA1 (F314 = 11,52, p < 0,0004). El post-test Newman-Keuls revela las
diferencias entre grupos indicando que la administracion de BBG previene completamente el
incremento en la expresion del OX-42 inducida por MDMA que tiene lugar en todas las areas del

hipocampo analizadas.
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Figura 51. (A) Efecto de la administracién de BBG sobre los cambios inducidos por MDMA en la

expresion de OX-42 en giro dentado (n = 2 - 4) CA3 y CA1 (n = 4 - 5). Los resultados se expresan
como la media £ E.E.M. de la intensidad integrada de fluorescencia en porcentaje respecto al
vehiculo. Diferente de vehiculo: **p < 0,01, ***p < 0,001. Diferente de MDMA: *p < 0,01, *p <
0,001. (B) El panel muestra imagenes (40x) representativas de los cambios en la expresién de OX-
42 para los distintos tratamientos en el giro dentado.
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El ANOVA de una via aplicada a los datos de intensidad media de fluorescencia
obtenidos para el marcador GFAP (figura 52) para los distintos tratamientos indica la existencia
de cambios estadisticamente significativos solo en el giro dentado (F3, = 3,951, p < 0,0358). El
efecto consiste en un incremento en la sefial de GFAP inducido por MDMA que no se revierte
mediante el tratamiento con BBG. Sin embargo, la estadistica no resulta significativa para los
datos de CA1 (F;10= 2,15, p = 1,57), a pesar de lo cual, es posible apreciar una tendencia a estar
incrementada la expresion de GFAP tras la administracion de MDMA cuando se compara con el

grupo tratado con vehiculo (100,0 + 2,2 % vs 118,1 + 6,4 %).

A &~ GIRO DENTADO CA3 CAl
o o -
S 2 150 *
Se
w L
22
S © T
o O
c2
S @
Se
£ e 50-
w0
o<
w
c 0O
3 @ 0 T L T T T T T
Ev VEH MDMA BBG BBG VEH MDMA BBG BBG VEH MDMA BBG BBG
+ + +
MDMA MDMA MDMA
o
>
u u
2 2
()]
>

MDMA
MDMA + BBG

Figura 52. (A) Efecto de la administracién de BBG sobre los cambios inducidos por MDMA en la
expresion de GFAP en el giro dentado (n =4), CA3 (n =3 -4)yen CAl (n =3 - 5). Los resultados de
las graficas y la tabla se expresan como la media + E.E.M. de la intensidad integrada de

fluorescencia en porcentaje respecto a la media del grupo tratado con vehiculo. Diferente de
vehiculo: *p < 0,05. (B) El panel muestra imagenes (40x) representativas de los cambios en la
expresiéon de GFAP para los distintos tratamientos en el giro dentado.
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Por otro lado, en CA3 no se aprecia efecto estadisticamente significativo de la MDMA
segun el ANOVA de una via (F31, = 1,52, p = 2,6), al igual que en los resultados de la curva del
efecto temporal de la droga descritos en el apartado 6.2. No obstante, es posible apreciar una
tendencia al aumento para la expresidon de GFAP al comparar el grupo tratado con MDMA con el

grupo vehiculo (100,0 £ 3,4 % vs 123,0 £ 10,2 %).

7.3 Efecto de BBG sobre la expresion de IL-13

El efecto del antagonista de receptores P2X; BBG, sobre el incremento en el contenido
hipocampal de IL-1B que tiene lugar 3 horas después de la administracion de MDMA se analizo
mediante ANOVA de una via, obteniéndose un efecto significativo de los tratamientos (figura 53;
Fs15 = 6,05, p = 0,004). El test de comparacién multiple Newman-Keuls indica que la
concentracién de IL-1B 3 horas después de la administracion de MDMA se mantiene

incrementada a pesar del pretratamiento con BBG.
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8. Efecto del antagonismo de receptores P2X; sobre los cambios

inducidos por MDMA en la BHE

El proceso neuroinflamatorio conlleva una serie de cambios que en ocasiones pueden
contribuir a la alteracion de la BHE. Las células de la microglia y los astrocitos activos pueden
secretar mediadores como la IL-18, MMP-9, MMP-3 y especies reactivas de oxigeno que originan
cambios en las proteinas que dan integridad a la unién neurovascular. De este modo, y para

estudiar si los cambios en la integridad y la permeabilidad de la BHE que tienen lugar a corto
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plazo tras la administracion de MDMA estan relacionados con la respuesta neuroinflamatoria

que produce la droga, se realizaron estudios de antagonismo de los receptores P2X.

8.1 Efecto de la administracion de BBG sobre la alteracion de la
permeabilidad de la BHE inducida por MDMA: IgG enddgena
El efecto del antagonismo de P2X; mediante la administraciéon de BBG sobre los cambios

en la permeabilidad de la BHE que genera la MDMA, se analiz6 mediante la determinacién de la

expresion de IgG enddgena en el hipocampo.
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Figura 56. (A) Efecto del antagonismo de receptores P2X; mediante BBG sobre la extravasacion IgG
enddgena que tiene lugar 3 horas después de la administracion de MDMA (n = 3 - 5). (B) Imagenes
(40x) representativas de los cambios en la extravasacion de IgG enddgena para cada tratamiento.
La flecha representa la zona de extravasacidn. Los resultados de la gréfica se expresan como la
media + E.E.M. de la intensidad media de fluorescencia en porcentaje respecto a la media del
grupo tratado con vehiculo. Diferente de vehiculo: **p < 0,01. Diferente de MDMA: **p < 0,01.

El ANOVA de una via para la intensidad media de fluorescencia de IgG enddgena
determina un efecto significativo del tratamiento (figura 56; F3 5= 8,17, p = 0,0016). El post-test
Newman-Keuls indica que el antagonista previene el aumento en la expresion de I1gG enddgena

mediado por MDMA.
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8.2 Efecto del antagonismo de receptores P2X; sobre la alteracion

inducida por MDMA en la expresion de laminina y colageno-IV

Para determinar el efecto de la activacién de receptores P2X; sobre los cambios
detectados en la integridad de la [dmina basal tras la administracion de MDMA se analizé el
efecto del antagonista BBG sobre la disminucién en la expresion de laminina y colageno-IV que

genera la droga.

El analisis de la varianza para la expresion proteica de laminina detectada mediante
western blot en el hipocampo determina un efecto significativo del tratamiento (figura 57,
Fs16 = 4,36, p = 0,02). El post-test Newman-Keuls indica que el antagonista previene la

disminucién en la expresion de laminina mediada por MDMA a la hora.

Laminina
adb Bl B

(220 kDa)
R
125+
E% 100 ~X= Figura 57. Efecto del antagonista BBG sobre Ila
E E 5. disminucion de la expresion de laminina que tiene lugar
8% 1 hora después de la administracion de MDMA. Los
25 ‘% 504 resultados de la gréafica y la tabla se expresan como la
g § media * E.E.M. en porcentaje respecto al grupo tratado
o 9\3 25+ con vehiculo (n = 5). Como control de carga se utilizo la
ol expresion de B-actina. Diferente de vehiculo: *p < 0.05.
VEH MDMA BBG  BBG Diferente de MDMA: /p < 0,05
MDMA

Mediante inmunohistoquimica se estudié detalladamente en cada zona del hipocampo
el efecto de BBG sobre los cambios inducidos por MDMA en la expresiéon de laminina a las 6
horas (figura 58). El ANOVA de una via determina la existencia de cambios en el giro dentado
(F313 = 15,20, p = 0,0002), CA3 (F39= 5,47, p = 0,02) y CA1 (F3,; = 4,08, p = 0,036). El test de
comparacion multiple Newman-Keuls indica que el antagonista BBG previene la disminucién de
laminina generada por MDMA en giro dentado y CA3. Aunque estadisticamente la prevencién no
resulta significativa en CA1, hay una tendencia a la recuperacion, pues los valores de intensidad
media de fluorescencia media para laminina en el grupo tratado con MDMA y BBG se aproximan

a los encontrados para el grupo vehiculo (80,3 + 12,3 % vs. 100 4,7 %).
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Figura 58. Efecto de BBG sobre los cambios inducidos por MDMA en laminina a las 6 horas (A)
Imagenes (40x) representativas de los cambios inducidos por los tratamientos en el giro dentado.
(B) Cuantificacion del efecto de los distintos tratamientos sobre la intensidad media de
fluorescencia para laminina en giro dentado (n =4 - 5), CA3 (n=2-4)y CAl (n =2 - 5). Los
resultados se expresan como la media + E.E.M. de la intensidad de fluorescencia en porcentaje
respecto a la media del grupo tratado con vehiculo. Diferente de vehiculo: *p < 0,05, **p < 0,01.
Diferente de MDMA: °p < 0,05, ***p < 0,001.

Respecto al efecto del antagonismo de receptores P2X; mediante la administracién de
BBG sobre la expresién de colageno-IV (figura 59), el ANOVA de una via revela diferencias
significativas para los tratamientos en giro dentado (F31, = 4,7, p = 0,022), CA3 (F313=4,33, p =
0,025) y CA1 (F31,=4,00, p = 0,035).
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El post-hoc Newman-Keuls indica que el tratamiento con BBG previene la disminucién de
colageno-IV que produce la administracion de MDMA en el giro dentado. Sin embargo, este

efecto no se aprecia en CA3 ni en CAL.
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Figura 59. Efecto de BBG sobre los cambios inducidos por MDMA en colageno-IV a las 6 horas
(A) Representacion grafica del efecto de BBG sobre los cambios en la expresién de colageno-IV
inducidos por MDMA en las tres zonas del hipocampo (n = 3 - 5). Los resultados de se expresan
como la media + E.E.M. del resultado en porcentaje respecto a la media del grupo tratado con
vehiculo. Diferente de vehiculo: *p < 0,05. Diferente de MDMA: °p < 0,05. (B) Iméagenes (40x)
representativas de los cambios inducidos por los tratamientos en el giro dentado.

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos, se examindé el efecto de otro

antagonista de P2X,, el A-438079, sobre los cambios en la expresidon de laminina y coldgeno-IV
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inducidos por MDMA en el giro dentado (figura 60). El ANOVA de una via aplicada a los datos de
intensidad media de fluorescencia tanto para laminina (F;;4 = 8,00, p = 0,002) como para
colageno-1V (F31; = 5,82, p = 0,012) muestra diferencias significativas debidas a los tratamientos.
Segun el post-test Newman-keuls el antagonista A-438079 previene la disminucién en la

expresion de laminina y de colageno-1V que produce la MDMA.
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Figura 60. Efecto de A-438079 sobre los cambios inducidos por MDMA 6 horas después de su
administracion en: laminina (n = 3 - 5) (A) y en colageno-IV (n = 3 - 5) (C). Los resultados se
expresan como la media £ E.E.M. de la intensidad media de fluorescencia en porcentaje respecto a
la media del grupo tratado con vehiculo. Diferente de vehiculo: **p < 0,01. Diferente de MDMA:
%3, < 0,001. (B y D) Imagenes (40x) representativas de los cambios inducidos por los tratamientos
en el giro dentado para las dos proteinas analizadas.
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8.3 Efecto del antagonismo con BBG sobre los cambios inducidos por

MDMA en la actividad de MMP-9 y MMP-3

Para estudiar la posible relacion entre la activacién de los receptores P2X; y la
neuroinflamacién, con el incremento en la actividad de MMPs inducida por MDMA, se analizo el
efecto del pretratamiento con BBG sobre los cambios generados por MDMA en la actividad
proteolitica de MMP-9 y MMP-3, 1 y 3 horas después de la administraciéon de MDMA,
respectivamente (figura 61). El ANOVA de una via revela la existencia de diferencias debidas al
tratamiento para la actividad proteolitica de MMP-9 (F; ;= 10,35, p = 0,0005) y MMP-3 (F3,30
= 7,25, p = 0,0008). El andlisis post-hoc indica que el tratamiento con BBG previene el

incremento generado por la droga en la actividad proteolitica de ambas MMPs.
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Figura 61. Efecto del tratamiento con el antagonista de receptores P2X;, BBG sobre el incremento
inducido por MDMA en la actividad proteolitica de MMP-9 (n = 5) (A) y de MMP-3 (n =5 - 11) (B).
Los resultados de la grafica y la tabla se expresan como la media + E.E.M. en porcentaje respecto a
la media del grupo vehiculo. Diferente de vehiculo: **p < 0,01. Diferente de MDMA: **p < 0,01.

8.4 Efecto de la administracion de BBG sobre los cambios inducidos por

MDMA en la expresion de tPA y plasminégeno

El efecto de la administracion de BBG sobre los niveles de expresion proteica de tPA y

plasminégeno se analiz6 mediante ANOVA de una via, detectandose diferencias significativas
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debidas a los tratamientos tanto para tPA (figura 62, A; F335 = 4,72, p = 0,016), como para
plasmindgeno (figura 62, B; F3 ;5= 4,94, p = 0,014). El andlisis de comparacion multiple Newman-
Keuls determina que la administracidn de BBG previene el incremento en la expresidén de tPA 'y

la disminucién de plasminégeno inducida por MDMA 3 horas después de la administracion de la

droga.
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Figura 62. Efecto del tratamiento con el inhibidor BBG sobre los cambios inducidos por la

administracién de MDMA en la expresidn proteica de tPA (n =4 - 5) (A) y plasmindgeno (n

=4 - 5) (B) Los resultados se expresan como la media + E.E.M. en porcentaje respecto a la media

del grupo vehiculo. Diferente de vehiculo: *p < 0,05, **p < 0,01. Diferente de MDMA:  “p <

0,05.

9. Efecto de la inhibicion de la actividad de MMP-9 mediante
SB-3CT sobre los cambios inducidos por MDMA en la
respuesta neuroinflamatoria

9.1 Efecto de SB-3CT sobre la activacidon microglial y astrocitaria

El efecto de la inhibicion de MMP-9 con SB-3CT sobre el estado neuroinflamatorio

inducido por MDMA 6 horas después de su administracion se estudié sobre el incremento que

produce la droga en la expresion de OX-42 y GFAP.
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El ANOVA de una via para la expresién de OX-42 muestra un efecto estadisticamente
significativo de los tratamientos en el giro dentado (F; 16 = 4,64, p = 0,016), CA3 (F316=8,42, p =
0,0014) y CA1 (F335 = 7,96, p = 0,0021) (figura 54, A y B). El andlisis post-hoc Newman-Keuls
determina que el tratamiento con SB-3CT no previene el incremento que produce la MDMA en

0OX-42 en ninguna de las zonas del hipocampo.
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Figura 54. (A) Efecto de la inhibicién de MMP-9 con SB-3CT sobre el incremento en la expresion de

OX-42 que tiene lugar 6 horas después de la administracion de MDMA en giro dentado (n = 5), CA3
(n=4-6), CAl1 (n =4 -5). Los resultados se expresan como la media + E.E.M. de la intensidad de
fluorescencia en porcentaje respecto a la media del grupo vehiculo. Diferente de vehiculo: *p <
0,05, **p < 0,01 (B) El panel muestra imagenes (40x) representativas de los cambios en la
expresién de OX-42 inducidos por los distintos tratamientos en el giro dentado.
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El ANOVA de una via para la intensidad media de fluorescencia de GFAP muestra
diferencias significativas debidas a los tratamientos en el giro dentado (F315=5,13, p = 0,01), CA3
(Fs17=6,17, p = 0,005) y CA1 (Fs17 = 4,56, p = 0,016) (figura 55, B y C). El test de comparacién
multiple determina que la administracion de SB-3CT no revierte el incremento de la intensidad

media de fluorescencia para GFAP en ninguna de las zonas del hipocampo.
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Figura 55. (A) Efecto de la inhibicion de MMP-9 con SB-3CT sobre el incremento en la expresidon de
GFAP que tiene lugar 6 horas después de la administracion de MDMA en giro dentado (h=5
-6), CA3(n=4-6)y CAl (n =5 - 6). Los resultados se expresan como la media + E.E.M. del
resultado en porcentaje respecto a la media del grupo vehiculo. Diferente de vehiculo: *p < 0,05,
**p < 0,01 (B) El panel muestra imagenes (40x) representativas de los cambios en la expresion de
GFAP inducidos por los distintos tratamientos en el giro dentado.
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10. Efecto del antagonismo de receptores P2X; sobre la

neurotoxicidad inducida por MDMA

10.1 Niveles tisulares de 5-HT, 5-HIAA y densidad de SERT

Para conocer la implicacién de la sefializacion a través de receptores P2X; y la activacion
de la respuesta neuroinflamatoria en la neurotoxicidad serotoninérgica inducida por MDMA a
largo plazo, se analizd el efecto de BBG sobre los cambios generados por MDMA en el contenido
hipocampal de 5-HT, 5-HIAA y la densidad de SERT 7 dias después de la administracion de la
droga (figura 63). El ANOVA de una via detecta diferencias entre grupos para la concentracion de
5-HT (F3,16= 11,43, p = 0,0003), de 5-HIAA (F;,,= 8,73, p = 0,001) y de la densidad de SERT (F3 5=
9,02, p = 0,0007). El post-test Newman-Keuls aplicado a cada conjunto de datos revela que el
tratamiento con BBG no previene las disminuciones generadas por MDMA en el contenido

tisular de 5-HT, 5-HIAA y en la densidad de SERT.
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Figura 63. Efecto del tratamiento con el antagonista BBG sobre la disminucién en el contenido de
5-HT (n = 5) (A), 5-HIAA (n =5 —11) (B) y SERT (n = 5 — 6) (C) generada por MDMA 7 dias después
de su administracion. Los resultados se expresan como la media + E.E.M. Diferente de vehiculo: *p
< 0,05, **p < 0,01. Diferente de BBG + MDMA: ¥¥p < 0,01, V¥V p < 0,001.

11. Efecto de la administracion de BBG y A-438079 sobre la
hipertermia inducida por MDMA
La hipotermia o la prevencién de la respuesta hipertérmica inducida por MDMA tienen

un efecto neuroprotector parcial sobre el efecto neurotdxico que produce la droga a largo plazo.

Ademds, la temperatura puede afectar a la integridad de la BHE. Para comprobar si el protocolo
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de administracidon de los antagonistas del receptor P2X, afecta a la hipertermia, se analizd la

temperatura rectal de los animales sometidos a los distintos tratamientos.

Los datos de temperatura rectal se analizaron mediante ANOVA de dos vias
considerando los factores: tratamiento (vehiculo, MDMA, MDMA + BBG y BBG) y tiempo (figura
64). Los resultados estadisticos demuestran que tanto el tratamiento (Fs 140 = 40,46; p < 0,0001),
como el tiempo (Fg140 = 17,86; p < 0,0001), tienen efecto sobre la temperatura rectal de los
animales, existiendo ademas interaccion entre ambos factores (F,7,140 = 24,21; p < 0,0001). El
post-test de Bonferroni, revela un incremento de la temperatura rectal de aproximadamente
2°C, a todos los tiempos analizados desde 0,5 horas después de la administracién de MDMA, con
un valor de p < 0,001 en todos los casos. Este aumento de temperatura inducido por la droga
tiene lugar aunque haya sido administrado conjuntamente con BBG. Por lo tanto, la

administracién de BBG no modifica en ningun caso la hipertermia inducida por MDMA.
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Figura 64. Efecto de la administracion de BBG sobre la hipertermia inducida por MDMA. Los
resultados se expresan como la media + E.E.M. de la temperatura rectal (n = 6 - 8). La flecha
negra indica el momento (0h) al que se administr6 MDMA o salino, mientras que la flecha azul
muestra el momento (-10 minutos) al que se administrd el antagonista o su vehiculo.

De igual modo, se analizé el efecto del antagonista del receptor P2X;, A-438079 sobre la
respuesta hipertérmica generada por MDMA (figura 65). El ANOVA de dos vias revela un efecto
del tratamiento (Fs 151 = 24,24; p < 0,0001), del tiempo (F11181 = 34,27; p < 0,0001) e interaccién
entre ambos factores (Fssis1 = 33,40; p < 0,0001). Mediante el post-test de Bonferroni se

evidencian diferencias entre el grupo tratado con vehiculo y el resto de grupos en el momento
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correspondiente a la administracidn de la primera inyeccion del inhibidor (-1h). Puesto que estas
diferencias ya no se detectan media hora después es probable que dicho efecto se disolviera al
incrementar el nimero de animales por grupo. Por otro lado, se observa un incremento de
1,5 °C media hora después de la administracion de MDMA en comparacion con el grupo tratado
con vehiculo, con un valor de p < 0,001. El aumento de temperatura se mantiene hasta las 6
horas, acercandose progresivamente a los valores de temperatura rectal del control. Este efecto
ocurre como consecuencia de la administracion de la droga incluso en presencia del A-438079, si

bien en este grupo se pierde la significacion estadistica a partir de las 4h.
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Figura 65. Efecto de la administracion de A-438079 sobre la hipertermia inducida por MDMA.
Los resultados se expresan como la media + E.E.M. de la temperatura rectal (n = 4 - 5). La flecha
negra indica el momento (0h) al que se administr6 MDMA o salino, mientras que las flechas rojas
muestran los momentos (-1h y -0.5h) a los que se administré el antagonista o su vehiculo.
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DISCUSION

La BHE actiia como defensa fisioldgica para asegurar el correcto funcionamiento del SNC
y salvaguardar su integridad frente a fluctuaciones idnicas, patdgenos, neurotoxinas vy
metabolitos que pudieran ser perjudiciales [159, 163, 231]. Algunos de los principales factores
asociados a la alteraciéon de la BHE, tales como el estrés oxidativo [15, 16, 232], la
neuroinflamaciéon [13, 17, 18] y la hipertermia [19, 20] son eventos que ocurren tras la

administracién de MDMA [1, 94, 104].

En la presente Tesis Doctoral se ha evaluado el efecto de la administraciéon de una Unica
dosis neurotéxica de MDMA sobre la integridad de la BHE en el hipocampo de la rata, una
estructura cerebral en la que se detectan cambios neuroquimicos a corto [83] y a largo plazo [3,
11, 104], y que estd implicada en las alteraciones cognitivas que produce la droga [233]. Ademas,
unas horas después de la administracion periférica de MDMA se produce, en el hipocampo, un
incremento en la generacidon de radicales libres [95, 96] y una disminucién de las defensas

antioxidantes [118, 234].

El efecto de la MDMA sobre la permeabilidad de la BHE se analiz6 mediante la
cuantificacion de la extravasacion del colorante Azul de Evans como trazador exégeno y de la
IgG enddgena. Los resultados revelan un incremento en la concentracién del colorante en el
hipocampo de la rata 2 horas después de la administraciéon de la droga, asi como un aumento
transitorio de la extravasacion de IgG enddgena 1 y 3 horas después del tratamiento. Tanto el
Azul de Evans como la IgG son marcadores cominmente utilizados en la evaluacién de la

permeabilidad de la BHE [30, 235, 236].

El colorante Azul de Evans es una molécula de pequefio tamafo que puede utilizarse
como trazador de alto peso molecular gracias a que, una vez administrada intravenosamente, se
transporta fuertemente unida a la albimina sérica formado un complejo de 69 kDa [226]. Por lo
tanto, la deteccion de Azul de Evans en el hipocampo indica, no sélo que la permeabilidad de la
BHE estd incrementada en esta drea cerebral bajo influencia de la MDMA, sino que la albamina
accede al tejido cerebral desde la sangre. En patologias como la enfermedad de Alzheimer [237],
la isquemia [238] y la epilepsia [239-241] se detecta la presencia intracerebral de albimina como
consecuencia del incremento en la permeabilidad de la barrera. La albimina extravasada puede
ser captada por las células del sistema nervioso e inducir modificaciones que contribuyan a la
alteracion de la BHE. Estudios realizados en cultivos de astrocitos revelan que la albumina es
capaz de mediar la liberacion de MMP-9 via activacion de p38 MAPK inducida por estrés

oxidativo [242]. En el hipocampo, durante el status epilepticus (una complicacion
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frecuentemente asociada a la intoxicacion por MDMA [243, 244] se produce la extravasacion de
albumina y su captacidn por astrocitos, neuronas y microglia [239-241]. Ademas de la albumina,
la IgG circulante aparece en el parénquima 1y 3 horas después de la administracion de MDMA.
La IgG es una proteina plasmatica de alto peso molecular (150 kDa) que en condiciones normales
se encuentra confinada en la zona luminal de los capilares sanguineos y esta ausente en el tejido
cerebral. Por lo tanto, al igual que la albumina, su presencia en el parénquima indica una mayor
permeabilidad de la BHE [235, 236, 245]. Unicamente existe un estudio publicado que examina
el efecto de la administracion aguda de una alta dosis de MDMA (40 mg/Kg, i.p.), préxima a la
dosis letal en rata, sobre la permeabilidad de la BHE, en el cual se observa extravasacion de Azul
de Evans y de albimina, ademas de un incremento en el contenido de agua en cerebelo,

hipocampo, corteza, tadlamo e hipotdlamo [106].

Aunque la extravasacion de proteinas plasmaticas hacia el interior del SNC se considera
indicativo de un incremento anormal en la permeabilidad, puede llevarse a cabo sin alteracion
de la integridad de la BHE como consecuencia del aumento en la transcitosis endotelial. En
algunas situaciones patoldgicas, el incremento en la permeabilidad de la BHE precede a su
rotura. En modelos de isquemia por oclusién de la arteria media cerebral, el aumento inicial de
la permeabilidad que tiene lugar tras la reperfusion es consecuencia del incremento en el
numero de caveolas y en la tasa de transcitosis [246], mientras que la alteracién de las uniones
estrechas y el incremento del transporte paracelular inducido por la rotura de la BHE suceden

con posterioridad [246, 247].

Tras la administracion de metanfetamina se produce la extravasaciéon de proteinas
plasmaticas [225]. Aunque estudios en cultivos determinan que el tratamiento con
metanfetamina induce la transcitosis endotelial sin alterar las uniones estrechas [248], el
incremento en la inmunorreactividad de IgG que tiene lugar en el estriado de ratones tratados
con dicha droga colocaliza con las zonas en las que se detecta un aumento de la actividad
gelatinasa [222], lo que sugiere un efecto de la metanfetamina sobre la permeabilidad como

consecuencia de una alteracién en la integridad de la BHE inducida por metaloproteinasas.

Para estudiar si el acceso de proteinas plasmaticas al tejido hipocampal tras la
administracion de MDMA se desarrolla en condiciones de rotura de la BHE, se analizé la
integridad de las uniones estrechas, mediante la expresién de claudina-5, y de la lamina basal,

mediante la expresidn de laminina y colageno-IV.
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Los resultados de esta Tesis Doctoral revelan una disminucién en la expresidon de
claudina-5 1 y 3 horas después de la administracion de MDMA, en aparente correlacidn
temporal con la extravasacion de proteinas plasmaticas, evidencidandose de este modo una
posible alteracidn en la via de paso paracelular. La disminucién en la expresion de claudina-5
estd relacionada con el incremento de la permeabilidad y la apertura de la BHE durante la
isquemia cerebral [30, 249, 250], la encefalomielitis autoinmune experimental [251], el fallo
hepatico agudo [252] y el traumatismo craneoencefdlico [253]. Claudina-5 es la principal
proteina de las uniones estrechas endoteliales dentro del SNC y la delecién de su gen induce la

pérdida de la permeabilidad selectiva de la barrera [254].

Aunque la primera barrera fisica que restringe el paso de sustancias entre la sangre y el
SNC son las uniones estrechas endoteliales, la lamina basal que engloba a todas las células de la
unién neurovascular también contribuye al mantenimiento de una baja permeabilidad [255]. La
lamina basal es una estructura compleja compuesta principalmente de laminina y colageno-1V,
sobre los que se anclan gran variedad de proteinas y proteoglicanos [12, 29, 166]. La
degradacion de los componentes de la l[dmina basal supone una pérdida de anclaje y de
sefializacién para las células endoteliales, lo que afecta a la integridad y funcionalidad de las
uniones estrechas y de la propia BHE [29, 250]. El presente estudio muestra por primera vez que
la administracion de una Unica dosis de MDMA, ademas de reducir transitoriamente la expresion
de claudina-5, produce en el hipocampo de la rata una disminucién en la expresién de las
proteinas de la ldmina basal, laminina y coldgeno-IV que se mantiene incluso después de 24
horas. La alteracién de la integridad de la BHE debida a la disminucién en la expresién de
laminina y colageno-IV se ha observado en situaciones de dafio cerebral por traumatismo [256] y
durante la isquemia cerebral [257], pudiendo ser prevenida en este ultimo modelo mediante

hipotermia moderada.

La reduccién en la expresién de estas proteinas puede ser consecuencia de su
degradacion proteolitica. La expresidon de laminina y coldgeno-IV se encuentra reducida en
condiciones de inflamacion sistémica como consecuencia de un proceso degradativo,
apreciandose un incremento en la fragmentacion de coldgeno-IV que se reestablece mediante la
inhibicion de la actividad de MMP-9 [250]. Tanto claudina-5 [30, 258, 259], como laminina [222,
260, 261] y colageno-IV [250] son degradadas por metaloproteinasas. Las MMPs son
endopeptidasas que participan en la remodelacién de la matriz extracelular en procesos de
migracion celular, angiogénesis y plasticidad sindptica. Estas proteasas, especialmente las

gelatinasas MMP-9 y MMP-2, estdn sobreexpresadas y sobreactivadas en condiciones
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patoldgicas que cursan con rotura de la BHE [15, 30-32]. En la alteracidn de la BHE que tiene
lugar durante la isquemia cerebral, el incremento en la expresidn y actividad de MMP-2 parece
ser el responsable de la apertura inicial y reversible de la barrera, mientras que el aumento en la
expresion y actividad de MMP-9 degrada las uniones estrechas y las proteinas de la [ldmina basal
agravando el infarto cerebral, la generacién de edema, la transformacién hemorragica del ictus y

la neurodegeneracion [15, 31].

El tratamiento con una Unica dosis de MDMA no modifica los niveles de expresion ni la
actividad proteolitica de MMP-2, que es una metaloproteinasa de accién constitutiva, mientras
que incrementa la actividad de las proteasas inducibles, MMP-9 y MMP-3. Puesto que el
aumento en la actividad MMP-9 ocurre 1 hora después de la administracion de la droga, y el de
MMP-3 no es evidente hasta pasadas 3 horas, parece que el efecto inicial sobre la degradacion
de claudina-5, colageno-IV y laminina asociada al incremento transitorio en la permeabilidad de
la BHE seria consecuencia de la accion de MMP-9, mientras que MMP-3 contribuiria al
mantenimiento de una baja expresion de proteinas de la lamina basal. Estas observaciones son
consistentes con los resultados previos de nuestro laboratorio que demuestran un incremento
en la actividad y expresién de MMP-9, en asociacion a la extravasacidn de IgG en el estriado de
ratones tratados con metanfetamina [222]. Ademads, la inhibicion de la actividad de MMPs
mediante la administracion del inhibidor de amplio espectro BB-94 en este modelo, previene la
degradacion de laminina y reduce el efecto inducido por dicha droga psicoestimulante sobre Ia

permeabilidad de la BHE.

La zimografia en gel indica cambios en la actividad ex-vivo de MMP-9 y MMP-3 con
respecto a los niveles de expresion proteica. La administracion de MDMA, ademads de aumentar
la actividad proteolitica, induce un incremento en la expresidén tanto de la forma activa como
proactiva de MMP-9 y MMP-3, lo que indica un aumento en su produccion. Los niveles de
expresion de estas MMPs inducibles son muy bajos en condiciones fisioldgicas, no obstante,
estimulos como el estrés oxidativo [16, 262] y las citoquinas proinflamatorias [250, 263]
mediante la activacion de la via de sefalizacion NF-kB [264], incrementan su transcripcidn génica
y su expresién proteica [14, 26-28]. El metabolismo de MDMA y de las monoaminas liberadas
gue tiene lugar tras la administracién de la droga, produce gran cantidad de especies reactivas
de oxigeno y de nitrégeno de forma detectable a tiempos muy cortos [50, 56, 87, 94-96] que
podrian participar en la produccion y activacion de las MMPs. De igual forma, las citoquinas
proinflamatorias son factores que se han visto involucrados en la induccién de la expresién de

MMPs y su activacion [26, 232, 265].
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La sefializacion a través de MAPKs también se ha visto relacionada con la alteraciéon de la
BHE. Existen evidencias de la implicacién de la activacion de p38 MAPK tanto en la disminucién
de la expresion de las proteinas de las uniones estrechas [266], como en la consecuente
generacion de edema vasogénico [267] durante la isquemia cerebral. Aunque los mecanismos
moleculares no estan esclarecidos, la activacion de MAPKs participa en la regulacién a la alza de
la expresion de MMP-9. Estudios en cultivos de astrocitos [265, 268] o modelos experimentales
in vivo de encefalitis [269] y de isquemia [267, 270] asocian la activacién de algunas MAPKs a la
produccién de MMP-9, estando implicadas un tipo u otro de kinasa de forma dependiente del

estimulo generador [242].

Puesto que el incremento de MMP-9 detectado tras la administracion de MDMA ocurre
tanto a nivel de la actividad como de la expresidn proteica, analizamos el efecto de la droga
sobre la fosforilacién de p38, ERK1/2 y JNK. Los resultados indican que la MDMA produce, al
mismo tiempo que incrementa la expresidon y actividad de MMP-9, un aumento en la
fosforilacion de p38 MAPK y una reduccion en la de ERK1/2, que se recuperan en las horas
posteriores, mientras que la fosforilacion de JNK se reduce ligeramente con posterioridad (3y 6
horas), recuperandose las condiciones basales a las 24 horas. El perfil de incremento de la
expresion de MMP-9 se asemeja al encontrado para la fosforilacién de p38, lo que concuerda
con una posible implicacion de esta kinasa en su produccion. In vitro, los astrocitos pueden
activarse y secretar MMP-9 en respuesta a albumina por un mecanismo que involucra estrés
oxidativo y activacién de p38 MAPK [242]. Sin embargo, a pesar de existir extravasacion de
albimina a tiempos cortos tras la administracion de MDMA, la activacidn astrocitaria se detecta

con posterioridad al incremento en la expresion de MMP-9 y p38 MAPK.

Algunos estudios determinan que la administracién de dosis bajas de MDMA inducen la
fosforilacion de ERK1/2 a través de la activacion de receptores de dopamina D1 en el nucleo
accumbens de la rata [271] y el estriado del ratén [272]. Sin embargo, los resultados del
presente estudio demuestran una disminucion de la fosforilacion ERK1/2 en el hipocampo de la
rata tras la administraciéon de la droga. Esta disminucidon parece ocurrir de forma opuesta al
incremento detectado en la fosforilacion de p38, lo que sugiere algln tipo de interaccién entre
ambas MAPKs, como se observa in vitro, en la regulacion de la expresion de MMP-2 durante la
migracion de células cancerosas [273] o en la produccion de MMP-1 por monocitos [274].
Respecto a la fosforilacion de JNK, estudios previos de nuestro grupo de investigacidon
determinan que su inhibicién previene el incremento en MMP-9 inducido por metanfetamina,

asi como la degradacion de laminina y la alteracién de la BHE que tiene lugar en el estriado de



I ETY 0iscusioN

ratones tras la administracidon de esta droga [222]. No obstante, la administracion de MDMA
reduce la fosforilacion de JNK en el hipocampo de la rata con posterioridad al efecto que induce
en las otras MAPKSs, por lo que no parece ser la responsable de los cambios iniciales inducidos

por esta droga sobre la integridad de la BHE.

Por otra parte, la disminucion en la fosforilacion de ERK1/2 y de INK tras la
administracién de MDMA podria ser consecuencia del efecto de la droga en la sobreexpresion
de proteinas fosfatasas de actividad dual (Dual Specificity Phosphatase, DUSP) encargadas de la
inactivacién de MAPKs mediante desfosforilacion. Estudios en ratones revelan que la
administracién de MDMA induce la expresion de fosfatasas dusp 1, 5 y 14 en el estriado,

pudiendo ser un mecanismo implicado en la disminucidn de la fosforilacién de ERK [272].

La aparicion de 1gG y de Azul de Evans en el hipocampo, junto a la disminucién en la
expresion de claudina-5, laminina y colageno-IV indican una alteracién en la integridad de la BHE
tras la administracion de MDMA, que esta asociada a un rapido y transitorio incremento en la
actividad y expresiéon de MMP-9 y MMP-3. Considerando el curso temporal de los efectos
producidos por MDMA, la alteracion inicial de la BHE parece ser consecuencia del incremento en
MMP-9, que es la proteasa cuya expresion y actividad se encuentra incrementada a un tiempo
mas corto tras la administracién de la droga. Para confirmar esta hipdtesis, se estudiaron los
cambios inducidos por MDMA tras la inhibicidn especifica de la actividad de MMP-9 mediante la
administracién sistémica de SB-3CT, un inhibidor selectivo de gelatinasas que atraviesa la BHE

[275].

En condiciones fisioldgicas, las MMPs se mantienen inhibidas en forma de zimdégeno
como consecuencia del establecimiento de un enlace entre el grupo tiol del residuo cisteina del
propéptido y el atomo de zinc del centro catalitico [276]. Tanto el inhibidor SB-3CT como su
metabolito activo se unen a través del anillo tiirano que presentan en su molécula al centro
catalitico de las MMPs. Como consecuencia, se establece un enlace tioeter que bloquea muy
débilmente el centro activo [277], siendo las constantes de inhibicién de SB-3CT y su metabolito
para MMP-9 K; = 400nM T y K; = 160nM respectivamente [275]. No obstante, en el caso
particular de las gelatinasas, la unién al centro activo induce la formacién de un tiolato en el
anillo tiirano del SB-3CT que le permite interaccionar con el atomo de zinc de su centro activo
con mayor eficacia (Ki = 2.1 nM para MMP-9) frente al resto de MMPs, siendo ésta la base de la

selectividad [275, 277].
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El pretratamiento con SB-3CT previene el incremento inducido por MDMA en la
actividad proteolitica y en la expresion de la forma proactiva de MMP-9. Tanto en modelos de
isquemia [278], como de dafio cerebral por traumatismo [279], el tratamiento con SB-3CT es
capaz de inhibir la actividad MMP-9 y de disminuir la expresidon de la forma proactiva. Este
efecto sugiere que la prevencion de SB-3CT tiene lugar, no sélo por su unién al centro activo de
MMP-9 inhibiendo la actividad proteasa, sino también por su capacidad para inhibir el
incremento en la expresién proactiva de MMP-9. Aunque los mecanismos por los que tiene lugar
dicho efecto sobre la expresidn proteica son desconocidos, SB-3CT parece estar involucrado en
un mecanismo de autorregulacién de la expresién de la proteina a nivel de la transcripcién. En el
presente estudio, a pesar de que los incrementos en la expresién de MMP-9 y de la fosforilacion
de p38 MAPK coinciden temporalmente tras la administracién de MDMA, el tratamiento con SB-
3CT no modifica la activacién de la MAPK, por lo que no parece estar involucrada en el efecto

preventivo de la sobreexpresiéon de la forma proactiva de MMP-9 que produce el inhibidor.

SB-3CT previene la protedlisis de laminina [260, 278] y preserva la integridad de la unién
neurovascular reduciendo la formacién de hemorragias [278] durante la isquemia cerebral.
Ademas, este inhibidor rescata a las neuronas de la apoptosis en condiciones de isquemia [15] y
de dafio en la médula espinal [262]. Respecto a las proteinas de las uniones estrechas, se ha
visto que la utilizacion de SB-3CT previene la disminucién de ZO-1 inducida por MMP-9 en el
cerebro isquémico [278] y la de ocludina inducida por MMP-2 en condiciones de privacion de
oxigeno, mientras que no es eficaz en la prevencién de la redistribucidon de claudina-5 que
parece ser dependiente de caveolina-1 en dicho modelo experimental [280]. En el presente
estudio, la disminucion en la expresién de claudina-5 detectada tras la administracion de MDMA
se previene con SB-3CT, lo que indica que dicha disminucidn es consecuencia de Ia

sobreactivacién de MMP-9 inducida por la droga.

Aunque la gran mayoria de los estudios relacionan la alteracion de la BHE con Ia
sobreexpresion de gelatinasas, MMP-3 también contribuye al proceso degradando componentes
de la ldmina basal y favoreciendo la infiltracidn leucocitaria durante la neuroinflamacion [31,
281]. Ademas, MMP-3 puede actuar activando formas latentes de otras MMPs [282], estando de
este modo involucrada en la conversidon de pro-MMP9 a su forma activa [283]. Aunque el
incremento en la expresiéon de pro-MMP-3 comienza a manifestarse una hora después de la
administracién de MDMA, el aumento en su actividad proteolitica no es evidente hasta las 3
horas, momento en el cual ya estd disminuida la actividad MMP-9; por lo que su implicacién en

la conversién de MMP-9 hacia su forma activa parece poco probable en este modelo.
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Ademas de las MMPs, existen otros sistemas proteoliticos involucrados en la alteracion
de la BHE, siendo quiza el mas estudiado el tPA que, administrado de forma exdgena es el Unico
farmaco aceptado como tratamiento agudo del ictus isquémico [284], a pesar de asociarse a un
alto riesgo de transformacién hemorrdgica por su accion sobre la BHE [31]. Tanto el tPA
enddgeno [285, 286] como el exdgeno administrado por via intracerebroventricular [285, 287,
288] incrementan la permeabilidad de la BHE y promueven la excitotoxicidad en modelos de
isquemia. Aunque la plasmina generada por la protedlisis de plasminégeno mediada por tPA es
capaz de degradar por si misma componentes de la ldmina basal, se ha postulado que el
principal mecanismo por cual tPA ejerce este efecto deletéreo sobre la BHE es a través de la
activacion de MMP-3 y MMP-9 desde sus formas inactivas [31, 287]. La plasmina participa
directamente en la activacion de MMP-3 desde su zimdégeno [21, 31] mientras que para MMP-9
este efecto parece estar mediado por la interaccion de tPA con el receptor scavenger LRP-1 [36].
La interaccién tPA/LRP-1 desencadena la activacion de la via NF-kB [289] e incrementa la
expresion de MMP-9 [290] que a su vez produce la degradacion de claudina-5 y la generacion de
edema cerebral [217, 291]. Este mecanismo de sefializacion parece ser crucial en la regulacién
del engrosamiento astrocitario, el desanclaje de los pies astrocitarios a la l[dmina basal y el
consecuente incremento en la permeabilidad de la barrera inducidos por tPA durante la

isquemia cerebral [36].

En el presente estudio se observa que, una hora después de la administracién de MDMA
se encuentran incrementadas tanto la expresion del receptor LRP-1 como la de tPA, de forma
gue su interaccién podria estar mediando el incremento de MMP-9 observado a este mismo
tiempo. El aumento en la expresion de tPA, aunque no del receptor, se mantiene hasta 6 horas
después de la administracién de MDMA, siendo mdaximo a las 3 horas, momento en el cual
también se aprecia un aumento en su actividad y una disminucién de plasmindgeno, su principal
sustrato enddgeno. Los resultados sugieren la posibilidad de que tPA participe en la alteracién
de la integridad de la BHE inducida por MDMA de manera tanto directa como indirecta.
Inicialmente la interaccidon tPA/LRP-1 podria estar incrementando la expresion de MMP-9, si
bien serian necesarios estudios complementarios de colocalizacidn, co-inmunoprecipitacion y el
uso de antagonistas para confirmar dicha interaccion y efecto. Por otro lado, tanto tPA como
[292, 293] la plasmina [294, 295] son capaces de utilizar como sustrato y proteolizar laminina, de
este modo podrian contribuir directamente al mantenimiento de la baja expresién de las
proteinas de la lamina basal que se detecta hasta 24 horas después de la administracion de

MDMA, o bien hacerlo a través de la activacion de MMP-3.
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Ademas de su implicacion en la sefializacién por tPA, LRP-1 interviene en el aclaramiento
de multiples proteasas como medida reguladora [296]. Evidencias in vitro indican que el tPA
activo puede ser captado por los astrocitos mediante endocitosis mediada por LRP-1 [297]. De
igual modo LRP-1 puede unir directamente MMP-9 y participar en su aclaramiento mediante
endocitosis dirigida a la degradacién intracelular [298]. El aclaramiento de MMP-9 mediante
LRP-1, cuya expresidon estd incrementada una hora después de la administracion de MDMA,
podria ser un mecanismo regulador de la alteracién de la BHE que explicaria la corta duracién

del aumento en la expresidn y actividad MMP-9 detectados en esta Tesis Dcotoral.

Frecuentemente, el incremento en la permeabilidad de la BHE, tanto reversible como
irreversible, conduce a la acumulacién de liquido extravascular que se introduce en el tejido
nervioso desde la sangre, junto a las proteinas plasmaticas, generandose edema vasogénico [35,
171, 299]. Este tipo de edema intersticial se origina como consecuencia de la alteracion de la
BHE y es frecuente en condiciones de traumatismo cerebral [300, 301] y en la segunda fase del
proceso isquémico [302-304]. Mediante estudios de neuroimagen, los resultados de esta Tesis
Doctoral demuestran que la MDMA induce la extravasacion de proteinas plasmaticas con

generacion de edema.

La resonancia magnética permite estudiar cambios en el microdinamismo del agua y
determinar el desarrollo de procesos patoldgicos, como la formacién de edema in vivo.
Utilizando una secuencia de imdgenes de eco de spin ponderada en T, se pueden visualizar
regiones con mayor movilidad del agua como zonas brillantes o hiperintensas, lo que permite
localizar las zonas edematosas en condiciones patolégicas [305]. Ademads, la determinacidn del
parametro T, permite el analisis cuantitativo de los cambios respecto a la movilidad del agua que
tienen lugar en el tejido, asocidandose valores elevados de T, a un acumulo de agua [306]. Tras la
administracién de MDMA, las imagenes ponderadas en T, determinan un incremento difuso de
la intensidad de la sefial en el hipocampo, respecto a las condiciones basales para el mismo
animal. Ademas, los valores del parametro T, aumentan, aproximadamente un 10%, desde 2,5
hasta 6 horas después de la administracion de MDMA, en comparacion con los valores basales.
Este incremento de T, refleja la formacién en el hipocampo de edema difuso por efecto de la

droga, siendo éste un efecto con caracter transitorio, ya que desaparece a las 24 horas.

De forma complementaria, las imagenes de difusidon suponen un método sensible que da
idea del desplazamiento molecular del agua en los tejidos. La determinacidn del parametro ADC
permite identificar modificaciones en la difusidon del agua respecto a su localizacién. De este

modo, valores bajos de ADC se asocian a condiciones de baja difusién que se corresponden con
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la distribucion intracelular del acimulo de agua, mientras que valores elevados revelan una
mayor difusién y sugieren localizacion extracelular [35]. Valores altos de T, y de ADC son
indicativos de la existencia de edema intersticial, mientras que valores altos de T, y bajos de ADC
reflejan la formacién de edema por acumulacién de agua intracelular [35]. Mediante la
combinacion de estos parametros se pueden identificar y diferenciar el edema vasogénico del
citotéxico (acumulacién intracelular de agua como consecuencia del desequilibrio idnico de
sodio por la alteracion del transporte activo debido a la deplecidén energética) y determinar su
progresion temporal o coexistencia en la isquemia [216, 307], en el status epilepticus [308-311],

el traumatismo craneoencefdlico [301, 312-314] y en la hemorragia cerebral [315].

Entre 3 y 6 horas después de la administracion de MDMA se aprecian variaciones en los
valores del pardmetro ADC en el hipocampo, indicando con ello cambios en la progresién
temporal del edema difuso inducido por la droga, que apuntan a la acumulacién temprana (3h)
de agua extracelular, frente a la acumulacidn intracelular algo mas tardia (6h). El incremento en
T, indica la formacion de edema. Este resultado junto a los cambios observados en el parametro
ADC, la extravasacion de proteinas plasmdticas y la disminucién de la expresién de claudina-5
sugiere que el edema difuso producido tras la administracion de MDMA tiene su origen en la
alteracion de la BH, es decir, es un edema de caracter vasogénico. En modelos de isquemia
[316], de traumatismo cerebral [317] y de hemorragia subaracnoidea [318] este tipo de edema
se desarrolla como consecuencia de la disminucién de la expresién de claudina-5 asociada a la

sobreactivacién de MMP-9.

Estudios de microscopia electrénica ponen de manifiesto modificaciones de la I[dmina
basal, como la disminucién del grosor y la aparicién de vacuolas, durante la progresion del
edema cerebral [319]. Este desmantelamiento de la |lamina basal conduce a la pérdida de
contacto entre las células endoteliales y los pies astrocitarios, incrementandose la permeabilidad
de la BHE y generdndose edema [320]. Concretamente, la disminucidon en la expresién de
colageno-lV, se ha visto correlacionada con dicho efecto tanto en la fase de re-perfusion de la
isquemia [321] como en la hemorragia subaracnoidea [322]. La disminucidn en la expresion de
laminina y coladgeno-IV mediada por la MDMA podria estar contribuyendo al incremento de la
permeabilidad de la BHE y la generacion de edema inducida por la droga. No obstante, los
valores basales de T, se recuperan pasadas 24 horas desde la administracién de MDMA, tiempo
al cual la expresion de estas proteinas aun se encuentra disminuida, lo que indica que el edema
desaparece a pesar de mantenerse la alteracién de la [dmina basal. Por lo tanto, debe ser Ia

alteracién de la expresién de las proteinas de las uniones estrechas, estructuras esenciales en la
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restriccion del transporte paracelular de agua [173], la principal responsable de la generacion del
edema vasogénico en este modelo. Varias evidencias indican que, durante la isquemia cerebral
la disminucidon de la expresién de claudina-5 se asocia a la generacion de edema, detectado
como un incremento en el parametro T, [323, 324]. El pretratamiento con el inhibidor de MMP-
9, SB-3CT previene la disminucidn de la expresion de claudina-5 que tiene lugar una hora
después de la administracion de MDMA, lo que sefiala a la sobreactivacion de esta
metaloproteinasa como la inductora de la alteracion de la BHE inducida por la droga. Ademas, se
observa la prevencion del incremento en T, inducido por MDMA a las 2,5 horas, lo que confirma
que la alteracién de la BHE producida por MMP-9 es la responsable de la generacién de edema
vasogénico en este modelo. Por otro lado, el aumento en la expresion de LRP-1 que induce la
MDMA a la hora también se previene mediante la inhibicion de MMP-9 con SB-3CT. Esto indica
qgue la sobreexpresion de LRP-1 es consecuencia del incremento en la actividad de la
metaloproteinasa. Probablemente LRP-1 contribuya a los cambios perivasculares que inducen la
formacidon de edema tras la administracion de MDMA, ya que durante la isquemia puede
detectarse el incremento de su expresién en la zona abluminal de la unidad neurovascular de las
regiones en las que se localiza edema perivascular, ademds de ser responsable del desanclaje de
los pies astrocitarios a la ldmina basal como consecuencia de su interaccidén con tPA [325, 326].
Los resultados también dejan abierta la posibilidad de que LRP-1 esté participando en
aclaramiento de MMP-9 en este modelo, lo cual explicaria que no se detecte el aumento de

dicho receptor tras la inhibicién de la actividad de MMP-9 con SB-3CT.

La observacién de valores bajos de ADC 6 horas después de la administracion de MDMA,
en combinacién con valores altos de T,, sugieren la acumulacién de agua intracelular. Dicha
acumulacién podria ser consecuencia de la resolucién del edema vasogénico al ser captada el
agua intersticial por los astrocitos con el fin de redistribuirla y eliminarla hacia otras regiones. La
redistribucion de los cambios de agua tisular, tanto en condiciones fisioldgicas [152, 173] como
patoldgicas [171, 327] tiene lugar principalmente a través de los canales AQP4 localizados en los
pies astrocitarios, que median el flujo bidireccional de agua. Los cambios en la expresion
perivascular de AQP4 se correlacionan con las variaciones del ADC durante la evolucion del
edema en condiciones patoldgicas [198, 207, 312, 328-331]. En el presente estudio se observan
cambios temporales en la expresion perivascular de AQP4, encontrandose disminuida 1 hora

después de la administracién de MDMA e incrementada a las 6 horas.

La disminucion temprana de la expresion de AQP4 se correlaciona temporalmente (1h)

con la disminucidn de claudina-5, laminina y colageno-1V y la extravasacién de IgG inducidas por
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MDMA. Una baja expresion perivascular de AQP4 se asocia con la generacidon de edema
vasogénico en condiciones de dafio cerebral por traumatismo [245] e isquemia cerebral [332].
Ademads, su redistribucién hacia regiones no perivasculares, debida a la alteracién de la
asociacion entre la lamina basal y los pies astrocitarios [35], se observa en la isquemia cerebral y
la encefalomielitis autoinmune experimental [333]. La pérdida de AQP4 limita la turgencia
celular y reduce el grado de formacién del edema citotdxico [334], no obstante, en condiciones
de edema vasogénico, en las que la acumulacién de agua depende principalmente de la

alteracién de la BHE, esta pérdida afectaria principalmente a su resolucion.

La sobreexpresion de AQP4 perivascular se observa en modelos de neuroinflamacién
[198], daiio cerebral por traumatismo [312, 331] e isquemia [207, 328-330] durante la fase de
resolucidn del edema vasogénico en correlacidn a los cambios detectados en el parametro ADC.
Tras la administracion de MDMA la sobreexpresién de AQP4 detectada a las 6 horas, tiempo al
cual se detectan los valores mas bajos de ADC, refuerza la hipdtesis de la resolucidon del edema
vasogénico. Ademads, a este tiempo se observa un incremento en la expresion de GFAP con
engrosamiento de las células astrocitarias que podria estar relacionado con el acimulo de agua

en este tipo celular.

La inhibicion de MMP-9 mediante el pretratamiento con SB-3CT previene los cambios en
la expresion de AQP4 inducidos por MDMA. El efecto protector ejercido por la inhibicién de
MMP-9 sobre el aumento de AQP4 a las 6 horas resulta consecuente con el hecho de que, al no
generarse edema de origen vasogénico a las 2,5 horas su resolucion por la sobreexpresion de
AQP4 a tiempos posteriores resulta innecesaria. Sin embargo, el inhibidor SB-3CT no previene el
incremento en el pardmetro T,, ni el aumento en la expresién de GFAP observados 6 horas
después de la administracion de MDMA. Aunque AQP4 estimula la expresion de GFAP tras la
administracién de LPS en cultivos de astrocitos o en el cerebro del raton sometido a dafio tisular
[335], existen evidencias contradictorias respecto a su correlacién en modelos in vivo, ya que el
incremento de AQP4 y GFAP se observa tras la isquemia [336] y la esclerosis multiple [337],
mientras que en modelos de Parkinson esta correlacion es negativa [338]. Aparentemente, esta
relacion depende del contexto patolégico y podria estar relacionada con la activacion astroglial
independientemente del edema cerebral, ya que la deficiencia de AQP4 potencia la gliosis,
conduciendo a la activacion de la via NF-kB que incrementa la produccién de IL-1B y TNF-a [338].
La falta de prevencidn del incremento en T, a las 6 horas por parte de SB-3CT, sugiere que la

acumulacién intracelular de agua detectada a este tiempo, ademas de ocurrir como mecanismo
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de resolucion del edema vasogénico, podria ser consecuencia de otros mecanismos

independientes de la rotura de la barrera, es decir, podria tener en parte caracter citotoxico.

Por lo general, el edema citotdxico es el resultado de la disminucién de la produccién de
ATP por agotamiento de las reservas energéticas y alteracion mitocondrial que provoca el fallo
del transporte activo de iones, acumulandose sodio intracelular que induce la entrada de agua
en la célula a favor del gradiente osmético [339, 340]. De este modo se origina edema cerebral
en la isquemia [216, 307] y en el dafio cerebral por traumatismo [301, 314]. En estas patologias
el edema citotéxico aparece con anterioridad y es mucho mas grave que el vasogénico,
originado como consecuencia de la alteracion de la BHE con posterioridad [216, 307, 312, 313].
La disminucidon de las reservas energéticas y del contenido celular de ATP [87, 341] vy la
alteracion de la estructura y el funcionamiento mitocondrial [87, 342] son condiciones que
también se producen tras la administracién o el consumo de MDMA, y que podrian inducir la
generacion de edema citotdxico. Ademds, es necesario tener en cuenta que otros factores como
la hipertermia, la hiponatremia asociada a la ingesta de cantidades masivas de agua para
prevenir la deshidratacién [343-348], la alteracién de la secrecién de vasopresina [349, 350] y
los cambios asociados al fallo hepatico y renal [351] que tienen lugar tras la administracién o el
consumo de MDMA son factores que se han visto asociados a la generacién de edema cerebral

[20, 252, 352, 353]. .

Los resultados de esta Tesis Doctoral aportan evidencias suficientes que indican que la
MDMA induce de forma temprana la alteracidn de la BHE por la accién de proteasas, a la que se
asocia la formacidn transitoria de edema. Esta progresion de sucesos se aprecia de manera
similar en modelos de neuroinflamacién por administracién intracerebral de citoquinas [198], en
donde la respuesta neuroinflamatoria induce la alteracidn de la BHE y la generacién de edema
vasogénico asociado al incremento del T, y del ADC que se resuelve gracias a la sobreexpresién

de AQP4.

Multiples evidencias confirman la activacidon de la respuesta neuroinflamatoria tras la
administraciéon de MDMA, la cual podria ser responsable de las alteraciones detectadas en la
permeabilidad e integridad de la BHE que produce la droga. Se ha descrito activacidon tanto
microglial [7-10] como astrocitaria [56, 106-108] en varias regiones cerebrales, por accién de la
MDMA administrada periféricamente. En el presente estudio se observa que, tras la
administracién de una unica dosis neurotéxica de MDMA se produce, en el hipocampo de la
rata, la sobreexpresién de OX-42 y GFAP, marcadores especificos de microglia y astrocitos

respectivamente. En este modelo, la activacion microglial detectada es mas notable y ocurre
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mas tempranamente que la astrocitaria, observdndose un incremento en la inmunoreactividad
de OX-42 3 y 6 horas después de la administracidon de la droga en las regiones CA1l y CA3 del
hipocampo, e incluso 1 hora después en el giro dentado; frente al aumento de GFAP que se
aprecia tan soélo a las 6 horas y es mas moderado. En condiciones adversas, las células gliales
adquieren funciéon neurosecretora y liberan especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno vy
citoquinas proinflamatorias, como TNF-a, IL-6 e IL-1B [25]. El incremento de IL-1B [8, 111] y la
activacion de la via NF-kB [10] han sido descritos tanto en la corteza como en el hipocampo de
ratas tratadas con MDMA desde una hora después de su administracion. El presente estudio
demuestra el incremento en el contenido hipocampal de IL-1B a las 3 horas que contribuiria a la
propagacion de la neuroinflamaciéon. Puesto que la activacidn astrocitaria no se detecta hasta
pasadas 6 horas, aparentemente la liberacién de IL-1B podria proceder de la microglia que ya se

encuentra activa al tiempo al que los niveles de la citoquina se encuentran elevados.

Uno de los principales mecanismos que median la activacion de la respuesta
neuroinflamatoria es la sefializacién a través del receptor P2X; [22, 23, 25], un receptor que
ademas es capaz de promover la formacidon de edema tras el dafio cerebral por traumatismo
[354] y de regular la expresién de AQP4 en los pies astrocitarios en condiciones de anoxia [355].
En situaciones fisioldgicas, la concentracidn de ATP extracelular en el cerebro de la rata se
mantiene en un rango nanomolar. No obstante, bajo condiciones patoldgicas de dafio celular
por anoxia cerebral, por traumatismo o durante la sobrestimulacién y despolarizacién neuronal
se liberan grandes cantidades de ATP alcanzdndose el rango milimolar al cual los receptores P2X,
son sensibles al ATP y pueden ser activados por su unién [23, 200-202]. Al ser receptores
ionotrépicos, su activacion induce el flujo de entrada de cationes de calcio y sodio junto a la
salida de potasio de la célula [202] y la formacidn de canales de panexina que favorecen la salida
de potasio y la entrada de proteinas con patrones moleculares asociados a dafio (Damage-
Associated Molecular Patterns, DAMPs) las cuales finalmente activan el inflamasoma
promoviendo la maduraciéon de caspasa-1 [22]. Como consecuencia se produce la activacion
microglial [23, 25] y astrocitaria [23, 24], asi como la maduracién y liberaciéon de IL-1B con

generacion de especies reactivas de oxigeno [22, 23].

El receptor P2X; se sobreexpresa en las células gliales durante la neuroinflamacién [23]
en enfermedades neurodegenerativas [203], en condiciones de isquemia cerebral [204] y
epilepsia [205], entre otras patologias. El presente estudio revela la sobreexpresion de dicho
receptor de 1 a 6 horas después de la administracién de MDMA, un incremento que se detecta

con anterioridad a la activacidn glial inducida por la droga en practicamente todas las zonas del
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hipocampo analizadas. Esto sugiere que el aumento en la expresién del receptor es el que
desencadena la respuesta neuroinflamatoria, permitiendo la transiciéon de las células gliales
desde el estado en reposo al estado reactivo. La administracion del antagonista del receptor
P2X5, BBG previene el incremento de la expresion de dichos receptores y la de OX-42 inducidas
por MDMA. Sin embargo, no es capaz de prevenir los incrementos detectados en GFAP e IL-1B.
Esto indica que la respuesta neuroinflamatoria producida por MDMA en el hipocampo tiene una
regulacién dual, siendo la activacion microglial dependiente de la sobreexpresidon y activacion de
receptores P2X;, mientras que el incremento de GFAP y la produccién de IL-18 ocurririan
mediante otros mecanismos. Pese a que en numerosas condiciones inflamatorias el incremento
de IL-1B se previene por el antagonismo de receptores P2X; [354, 356-358], los resultados de
esta Tesis Doctoral sugieren un origen diferente de la microglia reactiva para la citoquina en el
hipocampo de la rata tras la administracion periférica de MDMA. De forma equivalente, el
tratamiento con minociclina, un inhibidor de la activacién microglial, pone de manifiesto que el
incremento de IL-1B inducido por MDMA en el hipotdlamo de la rata presenta un origen
diferente a la microglia reactiva [10] y es independiente de la activacién de caspasa-1 [111], a

diferencia de lo que ocurre en la corteza cerebral.

La respuesta neuroinflamatoria inducida por MDMA ocurre inmediatamete después de
la inyeccién de la droga y es concomitante con la alteracion de la integridad de la BHE, pudiendo
ser en parte la responsable de la disfuncién detectada en la unién neurovascular. De hecho, el
antagonismo de reptores P2X ; previene la degradacién de laminina y coldgeno-IV y la
extravasacion de 1gG al evitar la sobreactivacion de MMP-9 y MMP-3 (resultados publicados
[359]) y la sobreexpresion de tPA. Estos datos indican que la activacion temprana de receptores
P2X; mediante ATP es un mecanismo iniciador de la cascada de eventos que conducen a la

alteracion de la BHE.

La generacién de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno por la interaccion entre
ATP vy los receptores P2X; [360], asi como la produccién por parte de la microglia activa de
citoquinas proinflamatorias [25], pueden incrementar la expresion de MMPs [361] e inducir
cambios en la permeabilidad de la BHE [26, 232, 265]. De hecho, IL-1 es un potente inductor de
la expresion de MMP-9 en astrocitos [264, 362, 363] EF) y células gliales periféricas [364]. Sin
embargo, independientemente del mecanismo implicado en la produccion de IL-1B tras la
administracién de MDMA, esta citoquina no parece ser el detonante de la alteracién de la BHE
producida por la droga, a diferencia de otros modelos, ya que se encuentra incrementada con

posterioridad al aumento de MMP-9; si bien podria regular la expresion de MMP-3 cuyo
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incremento se detecta también a las 3 horas. Por otro lado, IL-1B podria ser sustrato de las
metaloproteinasas, ya que se sintetiza como una molécula precursora que debe ser proteolizada
para ser bioldgicamente activa. Frecuentemente, esta protedlisis es mediada por la proteina
caspasa-1 del inflamasoma tras la activacion microglial [22, 23]. Sin embargo, estudios in vitro
sugieren que las MMPs podrian intervenir en el procesamiento de IL-1[3, tanto en su maduracién
como en su inactivaciéon, ya que tanto MMP-9 [365] como MMP-3 pueden degradarla [366]. El
incremento en IL-1B que se observa en condiciones de isquemia experimental se previene
mediante la inhibicién selectiva de MMP-9, lo que sugiere un efecto activador de MMP-9 sobre
dicha citoquina [367]. Este efecto también se aprecia mediante el tratamiento con BB-94, un
inhibidor de MMPs de amplio espectro [21]. Por el contrario, el déficit de MMP-9 que
manifiestan los ratones knock-out para dicha metaloproteinasa produce una mayor expresion de
la citoquina [368]. Aunque en el presente estudio no se determind el efecto de la inhibicion de
MMP-9 mediante SB-3CT sobre el incremento inducido por MDMA en los niveles de expresion
de IL-1B, el antagonismo de receptores P2X; mediante BBG, eficaz en la prevencion de la
sobreactivaciéon de MMP-9 y de MMP-3, no indujo modificaciones en el incremento de la
citoquina tras la administracion de la droga. Esto sugiere que las MMPs aparentemente no estan

involucradas en la produccién de IL-1B en este modelo.

Los resultados de este estudio demuestran que el antagonismo de receptores P2X;, de
forma independiente de la produccion de IL-1B, previene los cambios inducidos por MDMA
sobre la alteracion de la BHE probablemente por su efecto protector frente a la sobreactivacién
de MMP-9, la cual seglin los estudios de inhibicion con SB-3CT es la responsable de Ia
disminucién de claudina-5, de la generacién del edema cerebral y la sobreexpresion de AQP4. La
sobreactivaciéon de MMP-9 inducida por la activacion de receptores P2X; podria producirse
mediante mecanismos independientes tanto de la activacidon del inflamasoma, como de la
produccién de IL-18 [358, 369]. Estudios en cultivo ponen de manifiesto un mecanismo
mediante el cual la activacién de receptores P2X; por ATP produce la liberacién de catepsina-B al
espacio extracelular, donde degrada TIMP-1, permitiendo de este modo el incremento en la

actividad MMP-9 que se previene mediante el uso de antagonistas del receptor [370].

La produccién de citoquinas proinflamatorias puede tener lugar por mecanismos
diferentes de la sefializacién a través de receptores P2X;. La proteina HMGB-1 o anfoterina,
perteneciente al grupo de moléculas denominadas DAMPs, se ha visto involucrada en la
produccién de citoquinas y en la propagacion de la respuesta neuroinflamatoria [211, 212].

Puede ser liberada de neuronas dafiadas [206, 207] y por la microglia activa [207, 208] y actuar



DISCUSION

como una citoquina proinflamatoria tras su oxidacion parcial en condiciones de estrés oxidativo
[371, 372]. En este estado puede interaccionar con receptores de productos finales de glicacion
avanzada (RAGE, Receptor for advanced glycation endproducts) endoteliales [209] y con
receptores TLR-4 (Toll-like receptor-4) microgliales [373] promoviendo la activacién microglial y
la secrecion de IL-1B [371, 372, 374]. De este modo, se ha visto que HMGB-1 media el efecto
neuroinflamatorio tras la administracion de metanfetamina en ratas, al ser liberada por las
neuronas dopaminérgicas dafiadas por la droga en varias regiones cerebrales. El tratamiento con
metanfetamina incrementa la expresién de HMGB-1 en paralelo al incremento de IL-1B en el
estriado y el uso de antagonistas de HMGB-1 bloquea la produccién de la citoquina inducida por
metanfetamina en el nucleo accumbens [375]. Los resultados de esta Tesis Doctoral muestran
una equivalencia temporal en el incremento de HMGB-1 y de IL-1B en el hipocampo de la rata
tras la administracion periférica de MDMA. Esto sugiere una posible implicacién de la anfoterina
liberada tras el dafo celular por el intenso estrés oxidativo generado por MDMA, en la
produccién de IL-1B de forma independiente de la sefalizacidn a través de receptores P2X,. Este
proceso podria estar ocurriendo independientemente de la prevencion del incremento de OX-
42 inducido por BBG, puesto que la funcidn secretora de la glia puede llevarse a cabo sin
correlacionarse necesariamente con la sobreexpresién de marcadores especificos de activacion

[376].

Ademds de su efecto proinflamatorio, HMGB-1 se relaciona con la alteracién de la BHE al
incrementar la expresion de tPA en las células endoteliales [209]. De hecho, la interaccién entre
la anfoterina y tPA acelera la conversion de plasmindgeno a plasmina [210]. Tras la
administracién de MDMA, el incremento hipocampal de HMGB-1 ocurre de forma simultanea a
la sobreactivacién de tPA y disminucion de plasmindgeno. El hecho de que el incremento en la
actividad degradativa de tPA tenga lugar a las 3 horas, pese a estar incrementada su expresion
ya a la hora, sugiere la posibilidad de que la interaccién tPA/anfoterina sea necesaria para

potenciar la conversion de plasmindgeno en plasmina tras la administracion de MDMA.

Por otro lado, HMGB-1 podria estar implicada en la evolucidon del edema, ya que su
incremento en condiciones de dano cerebral por traumatismo [373] o su administracion i.c.v. en
el cerebro de la rata [374] induce un incremento en la expresion de AQP4. Ademas, el
antagonismo de HMGB-1 previene la pérdida de anclaje entre los pies astrocitarios y el
endotelio, y el engrosamiento de astrocitos que tiene lugar durante el desarrollo del edema en

condiciones de isquemia cerebral [212].
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Puesto que la interaccion entre la activacién de la respuesta neuroinflamatoria y la
alteracion de la BHE puede ser un proceso reciproco, se considerd la implicacién de la
sobreactivacion de MMP-9 en la activacion glial. Ademas de la alteracion de la BHE, las MMPs
participan en la modulacidn de la respuesta neuroinflamatoria. MMP-3 puede ser liberada ya en
su forma activa por las células sometidas a estrés celular e inducir la activacién microglial y la
produccidn de citoquinas proinflamatorias. La inhibicién de MMPs mediante BB-94 suprime la
expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), de IL-1B y de IL-6 mediante un mecanismo
gue involucra la sefializacién a través de NF-kB, AP-1 y MAPKs [21]. En este modelo, la inhibicion
de MMP-9 especificamente mediante SB-3CT no modifica el incremento que induce la MDMA en
la expresién de OX-42, ni de GFAP. Por lo tanto, aunque la produccién de MMP-9 involucre a los
receptores P2X5, ni la propia actividad de la gelatinasa ni sus consecuencias sobre la BHE y la
generacion de edema difuso, parecen ser factores desencadenantes de la respuesta
neuroinflamatoria inducida por la MDMA en el hipocampo de la rata. Del mismo modo, y como
ya se menciond anteriormente, la prevencion de la sobreactivacion y sobreexpresion de MMP-9
y MMP-3 que se produce tras la administracién de BBG no afecta al incremento de IL-1B

inducido por MDMA.

Ademads de los mecanismos de toxicidad mediante los que actla a corto plazo la MDMA,
la administraciéon de una Unica dosis neurotéxica induce a largo plazo la disminucién selectiva
del sistema serotoninérgico en varias regiones cerebrales, entre ellas el hipocampo [2, 4]. Siete
dias después de la administracidon de la droga se detecta una disminucién en los niveles de
serotonina, de su metabolito 5-HIAA y del transportador SERT. Este efecto neurotdxico puede
ser modulado por la prevencién de la hipertermia [101-103] y se previene mediante el uso de
antioxidantes [3, 56, 98], procesos que a su vez afectan a la alteraciéon de la BHE en varios
modelos [15, 193, 196, 197]. Con el fin de relacionar la alteraciéon de la BHE y la activacion
microglial con el potencial neurotdéxico de la MDMA sobre el sistema serotoninérgico a largo
plazo, se realizd una valoracién neuroquimica de los principales parametros alterados por la

droga tras el tratamiento con BBG.

Los resultados indican que ni la prevencidn en la sobreactivacion de MMP-9, ni la
reducciéon de la activacién microglial inducidas por la activacién de receptores P2X;, atenuan la
disminucién de serotonina, de 5-HIAA y de SERT que produce la droga. Estos datos indican que la
alteracion de la BHE y la activacién de la respuesta neuroinflamatoria inducida por receptores
P2X; en el hipocampo de la rata, no estan involucrados en la neurotoxicidad serotoninérgica

inducida por la droga a largo plazo en dicho area cerebral, a pesar de que, estudios previos de
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este laboratorio indican que la inhibicién de la activacién microglial mediante minociclina [10] o
un agonista de receptores de cannabinoides CB2 [9] previene, al menos parcialmente, la
neurotoxicidad producida por la droga en el hipotdlamo y la corteza cerebral [9, 10]. Ademas, la
administracién de IL-1p exdgena i.c.v. incrementa la neurotoxicidad serotoninérgica inducida por
MDMA a largo plazo, a través de una potenciacion de la hipertermia [111]. Por lo que,
posiblemente el mantenimiento de una expresiéon elevada de IL-1B, a pesar de la inhibicién de la
activacion microglial ejercida por el antagonismo de receptores P2X5, sea la responsable de la

falta de prevencidn de la neurotoxicidad serotoninérgica.

La temperatura es un factor determinante en la alteracion de la BHE y en la generacién
de edema [20, 192, 196, 225]. La hipertermia inducida por MDMA supone uno de los
mecanismos a través de los cuales la droga produce la toxicidad. Se ha comprobado que la
temperatura rectal de la rata resulta una medida valida que refleja los cambios producidos en la
temperatura intracortical (aproximadamente 0,7°C superior a la rectal) [377]. Los resultados
obtenidos en esta Tesis Doctoral indican que la prevencién de la alteracidon de la BHE que se
observa tras la administracion de BBG, A-438079 y SB-3CT son consecuencia de sus mecanismos

de accidn e independientes de cambios sobre la temperatura corporal de los animales.

En conjunto, los resultados de la presente tesis doctoral indican que la administracién de
una dosis neurotéxica de MDMA modifica la integridad de la BHE, induce la extravasacién de
proteinas plasmaticas y la generacidon de edema difuso como consecuencia de la sobreactivacién
de proteasas, mediante un mecanismo que involucra la activacién de receptores P2X; en el
hipocampo de la rata. El hecho de que una sola dosis de MDMA modifique de forma transitoria
la permeabilidad de la BHE sugiere, ademas de la gravedad asociada a la generacion de edema
cerebral, la vulnerabilidad del SNC a la infiltracién de mediadores activos periféricos e incluso a
la entrada de patdégenos que en condiciones fisioldgicas se mantendrian retenidos en la
periferia. Varios estudios muestran que la administracion de metanfetamina incrementa la
permeabilidad de la BHE favoreciendo de este modo el transporte de leucocitos infectados por
VIH al interior del cerebro, lo que explicaria la alta incidencia de alteraciones neuroldgicas
relacionadas con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida entre los consumidores de
metanfetamina [378, 379]. Aunque por el momento no existe interacciéon descrita entre el
consumo de MDMA y la infeccién por VIH, a pesar de relacionarse el consumo de esta droga con
el desarrollo de conductas sexuales de alto riesgo [380, 381], cualquier infeccién adquirida
podria afectar al SNC como consecuencia de la alteracién de la BHE. De igual forma, alteraciones

sistémicas, ya sean infecciones, proliferacién de los microorganismos que constituyen la flora del
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organismo, alteraciones metabdlicas o autoinmunes que en situaciones fisioldgicas se
encuentren restringidas fuera del SNC, podrian generar manifestaciones neuroldgicas como

consecuencia de su acceso a través de la BHE alterada por el consumo de la droga.

Por ultimo, los resultados aportados por este estudio resultan de gran relevancia al
considerar los recientes ensayos clinicos que utilizan la administracion de MDMA como
tratamiento farmacolégico coadyuvante en la psicoterapia para el trastorno de estrés post-
traumatico [47] y el autismo en adultos [382]. La dosis tipica en estos estudios es de 125 mg
seguida de una segunda dosis opcional de 62,5 mg 2 -2,5 horas después, administradas durante
un total de 3 sesiones entre las cuales los pacientes reciben psicoterapia sin tratamiento
farmacoldgico [48, 383]. Aunque estos estudios determinan el mantenimiento de la mejora de la
sintomatologia del PTSD en ausencia de alteraciones cognitivas a largo plazo [47], podria resultar
importante analizar la posibilidad de que la MDMA esté induciendo en los pacientes un
incremento en la permeabilidad de la BHE a corto plazo que pudiera tener repercusiones
neuroldgicas. Por otro lado, en el caso de confirmarse el incremento transitorio de la
permeabilidad de la BHE tras la administracién de bajas dosis de MDMA que no produjeran
efectos perjudiciales, podria utilizarse la MDMA como tratamiento para facilitar el acceso al SNC

de farmacos que muestran dificultad para atravesar la barrera.
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De los resultados presentados en esta Tesis Doctoral se pueden extraer las siguientes

conclusiones sobre el efecto de la MDMA en el hipocampo de la rata:

1. La administracién de una Unica dosis neurotéxica de MDMA produce a corto plazo un
incremento transitorio en la permeabilidad de la BHE a las proteinas plasmaticas,
asociado a la disminucion en la expresion de claudina-5, laminina y colageno-IV y a la
sobreexpresidn y sobreactivacion de las metaloproteinasas inducibles, MMP-9 y MMP-3,
y del activador tisular del plasmindégeno.

2. La MDMA induce la formacion de edema de origen vasogénico como consecuencia de la
disminucién en la expresién de claudina-5 producida por el incremento en la activaciéon
de MMP-9. Este edema se resuelve unas horas después probablemente mediante la
sobreexpresion de AQP4.

3. La MDMA desencadena una respuesta neuroinflamatoria caracterizada por activacién
astrocitaria y microglial. Esta ultima es un proceso dependiente de la activacion de
receptores P2X; que conlleva el incremento en las proteasas MMP-9, MMP-3 y tPA, la
disminucién de la expresién de las proteinas de la lamina basal y la alteracion de la
permeabilidad de la BHE.

4. La alteraciéon de la BHE inducida por MDMA a través de los receptores P2X; no

contribuye a la neurotoxicidad serotoninérgica producida a largo plazo por la droga.

En conjunto, los resultados de la presente Tesis Doctoral revelan que la administracion
de una Unica dosis neurotdxica de MDMA produce, en el hipocampo de rata, la alteracion de la
integridad y permeabilidad de la BHE que genera la formacidon de edema, siendo estos cambios
transitorios desencadenados por la accion de las metaloproteinasas inducidas por activacién de

receptores P2Xs.
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3,4-Methylenedioxymethamphetamine (MDMA,
ecstasy) disrupts blood-brain barrier integrity
through a mechanism involving P2X; receptors
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Abstract

The recreational drug 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA; ‘ecstasy’) produces a neuro-inflammatory
response in rats characterized by an increase in microglial activation and IL-1p levels. The integrity of the blood-
brain barrier (BBB) is important in preserving the homeostasis of the brain and has been shown to be affected
by neuro-inflammatory processes. We aimed to study the effect of a single dose of MDMA on the activity
of metalloproteinases (MMPs), expression of extracellular matrix proteins, BBB leakage and the role of the
ionotropic purinergic receptor P2X; (P2X;R) in the changes induced by the drug. Adult male Dark Agouti
rats were treated with MDMA (10 mg/kg, i.p.) and killed at several time-points in order to evaluate MMP-9
and MMP-3 activity in the hippocampus and laminin and collagen-IV expression and IgG extravasation in the
dentate gyrus. Microglial activation, P2X;R expression and localization were also determined in the dentate
gyrus. Separate groups were treated with MDMA and the P2X;R antagonists Brilliant Blue G (BBG; 50 mg/kg,
ip.) or A-438079 (30 mg/kg, i.p.). MDMA increased MMP-3 and MMP-9 activity, reduced laminin and col-
lagen-IV expression and increased IgG immunoreactivity. In addition, MDMA increased microglial activation
and P2X;R immunoreactivity in these cells. BBG suppressed the increase in MMP-9 and MMP-3 activity, pre-
vented basal lamina degradation and IgG extravasation into the brain parenchyma. A-438079 also prevented
the MDMA-induced reduction in laminin and collagen-IV immunoreactivity. These results indicate that
MDMA alters BBB permeability through an early P2X;R-mediated event, which in turn leads to enhancement
of MMP-9 and MMP-3 activity and degradation of extracellular matrix.
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Introduction of pro-inflammatory cytokines. In fact, repeated adminis-
tration of the CB2 agonist JWH-015 prevents the
MDMA-induced reduction in IL-1 receptor type I
(IL-1RI) expression and the increase in microglial acti-
vation and IL-15 and IL-1 receptor antagonist (IL-1ra) re-
lease (Torres et al., 2011) produced by the drug.

There is evidence showing that blood-brain barrier
(BBB) integrity is altered by a number of factors including
increased levels of inflammatory cytokines (Shaftel et al.,
2007; Tian and Kyriakides, 2009) and free radicals
(Gasche et al., 2001; Katsu et al., 2010), factors/mediators,
which are increased following administration of
MDMA. In turn, both reactive oxygen species and pro-
inflammatory cytokines, particularly IL-15, are involved
in the activation and induction of metalloproteinases
(MMPs) in vivo as well as in vitro (Vecil et al., 2000; Liu

3,4-Methylenedioxymethamphetamine (MDMA) results
in both acute and long-term neurotoxic effects in the
brain of rodents. The major acute changes observed are
an intense cellular stress, reflected by an increase in
hydroxyl radical formation and in lipid peroxidation
(Colado et al., 1997a, b) and signs of neuro-inflammation
consisting of microglial activation (Orio et al., 2004) and
several changes in interleukin-1 signal modulators in dis-
crete brain areas (Torres et al., 2010, 2011). In addition,
shortly after administration of MDMA there is microglial
overexpression of the cannabinoid CB2 receptor, which
is thought to be aimed at controlling the production
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and Rosenberg, 2005; Katsu et al, 2010). MMPs are
zinc- and calcium-dependent endopeptidases that de-
grade components of the extracellular matrix and tight-
junction proteins in endothelial cells (Rosenberg, 2009).
While these functions are essential for remodelling,
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MMPs have also been implicated in the disruption of
the BBB, neuro-inflammatory response and neuronal
cell death in many neurological diseases (Lindberg
et al., 2001; Montaner et al., 2001; Zhou et al., 2011). To
our knowledge the effect of MDMA on MMP expression
and its consequences on basal lamina degradation have
not been studied.

The ionotropic purinergic receptor P2X;R is an
ATP-gated cation channel whose activation by ATP
allows influx of Ca** and Na" and concomitant efflux of
K" (Burnstock, 2007). It is highly expressed in
macrophage-like cells of the brain (Sim et al., 2004) and
is implicated in the microglia response to inflammation
(Collo et al., 1997), microglial proliferation (Bianco et al.,
2005; Monif et al., 2009), and maturation and release of
the pro-inflammatory cytokine IL-15 (Solle et al., 2001;
Chakfe et al., 2002; Clark et al., 2010). To our knowledge
there are no data on the role of P2X;R linking inflam-
matory responses with neuronal damage in the
MDMA-induced model of neuro-inflammation.

The present study was undertaken to determine:
(1) the effect of MDMA on the activity of MMP-9 and
MMP-3, expression of laminin and type IV collagen
(collagen-IV) and extravasation of IgG in rat hippocam-
pus, (2) the ability of P2X;R antagonists to prevent the
changes induced by MDMA in MMP activities, basal lam-
ina and BBB disruption in the hippocampus, and (3) time-
course expression and localization of P2X;R using double
immunostaining for microglial cells.

Materials and method
Animals and drug administration

Male Dark Agouti rats (175-200 g, Harlan Laboratories
Models, Spain) were used. Rats were housed in groups
of six in conditions of constant temperature (21+2 °C)
and a 12h light/dark cycle (lights on: 08:00) and given
free access to food and water. MDMA was given at the
dose of 10mg/kg (i.p.), animals being sacrificed 1, 3, 6
or 24 h later. Room temperature at the time of MDMA ad-
ministration was 21-22 °C.

Brilliant Blue G (BBG, 50 mg/kg, i.p. Sigma-Aldrich,
Madrid, Spain) was given 10 min before MDMA adminis-
tration (Peng et al., 2009). This compound was chosen be-
cause of its low toxicity (Remy et al, 2008) and high
selectivity (Jiang et al., 2000) for blocking the potential ad-
verse effects of P2X,R activation. In addition, as recent
studies have reported the ability of this compound to in-
hibit voltage gated sodium channels (Jo and Bean, 2011)
and to discard that this property might have relevance
in the ex vivo effects, some of the studies were replicated
by administering A-438079 (30 mg/kg, i.p. Tocris Bio-
science, UK), a more selective P2X;R antagonist (Nelson
et al., 2006; Marcellino et al., 2010). This compound was
injected 60 and 30 min before MDMA. MDMA (Servicio
de Estupefacientes y Psicotropos, MSPSI, Spain) and

BBG were dissolved in saline (0.9% NaCl) while
A-438079 was dissolved in saline containing ethanol
(5%) and Tween 80 (10%). All compounds were given
in a volume of 1ml/kg. Doses of MDMA, BBG and
A-438079 are reported in terms of the base.

All experimental procedures were performed in ac-
cordance with the guidelines of the Animal Welfare
Committee of the Universidad Complutense de Madrid
(following European Council Directives 86/609/CEE and
2003/65/CE).

Zymography of matrix metalloproteinases (MMP-9
and MMP-3)

Hippocampi were homogenized and lysed in NP-40 lysis
buffer (150 mm NaCl, 50 mm Tris-HCL, 1% NP-40, pH 8.0)
supplemented with 5% protease inhibitor cocktail
(Sigma-Aldrich). Protein concentrations were measured
using a DC Protein Assay kit (Bio-Rad, Spain). The ac-
tivity of MMP-9 was assessed by gelatin zymography
and that of MMP-3 by casein zymography. Similar pro-
tein quantities were mixed with non reducing Laemmli
buffer for 15min at 37 °C and, for MMP-9 activity, sub-
jected to SDS-PAGE using 9% acrylamide gel containing
0.1% gelatin (Sigma-Aldrich). For MMP-3 activity, gels
used were Novex 12% Zymogram (Casein) Gel (Life
Technologies, USA). Gels were removed and washed,
incubated for 1 h at room temperature with slight shaking
in modified enzymatic activation buffer (50 mm Tris-HCl,
6 mm CaCly, 1.5 um ZnCl,, pH 7.4) containing 2.5% Triton
X-100 to remove SDS and restore gelatinase activity. Gels
were then incubated at 37 °C for 48 h in modified enzy-
matic activation buffer without Triton X-100. Gels were
stained in Coomasie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad) until
they were coloured dark blue, followed by immersion
in destaining solution (40% methanol, 10% acetic acid,
50% water) until bands were clear and the reaction was
stopped by placing gels in 10% acetic acid. Gels were
dried and digitized. A total of three independent experi-
ments were run, which were densitometrically analysed.

Western blot analysis

Rats were killed and decapitated 1, 3, 6 and 24 h after
MDMA administration, the brains rapidly removed and
the hippocampus dissected out on ice. Samples were
homogenized and lysed in NP-40 lysis buffer (150 mm
NaCl, 50 mm Tris-HCl, 1% NP-40, pH 8.0) supplemented
with 5% protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich).
Protein concentrations were measured using a DC
Protein Assay kit (Bio-Rad). The samples were boiled in
Laemmli buffer and proteins were resolved by 7% (for
laminin) or 10% (for MMP-9 and MMP-3) SDS-PAGE
and transferred to PVDF membranes. Non-specific bind-
ing was blocked by incubation for 1h in TBS buffer
containing 0.1% Tween 20 and 5% skimmed milk.
Membranes were incubated overnight at 4 °C with the
following primary antibodies: polyclonal anti-laminin



(Sigma-Aldrich, 1:1000), anti-MMP9 (Millipore, Spain,
1:1000), anti-MMP3 (Abcam, UK, 1:1000) followed by in-
cubation with the secondary antibodies goat anti-rabbit
IgG-horseradish peroxidase (Santa Cruz, USA, 1:2000),
rabbit anti-goat IgG-horseradish peroxidase (Sigma
Aldrich 1:5000) and goat anti-mouse IgG-horseradish per-
oxidase (Amersham GE, Spain; 1:5000) for 2 h. Equal pro-
tein sample loading was confirmed by quantification of
the f-actin signal (Sigma-Aldrich, 1:10000).

IgG extravasation

IgG leakage from serum into the brain was assessed in
the dentate gyrus as a marker of vasculature damage.
Rats were anesthetized with sodium pentobarbital and
sacrificed. Brains were then frozen in powdered dry ice
and stored at —80 °C. The brains were sliced at 20 um in
the coronal plane through the hippocampus. After three
washes with 0.1M phosphate buffered saline (PBS),
sections were blocked by incubation with 0.5% BSA,
10% horse serum and 0.1% Triton X-100 for 1 h, incubated
at 4°C overnight with the antibody Alexa Fluor® 594
donkey anti-rat IgG (1:1000) and covered with
ProLong®Gold (Life Technologies). Images were acquired
with a Zeiss Axio Imager A1 microscope taking 8 fields of
40xmagnifications per animal and condition. All images
were converted to grey scale and blood vessels were out-
lined to provide an integrated grey scale value for image
analysis with Image] Software (version 1.43; NIH, USA).

Immunohistochemistry

Rats were anesthetized with sodium pentobarbital and
perfused transcardially through the left ventricle with
200ml of 0.1 M PBS (pH 7.4) followed by 200 ml of 4%
paraformaldehyde-PBS. Brains were removed, post-fixed
in the same solution for 4 h and cryoprotected by immer-
sion in 30% sucrose-PBS at 4 °C. The brains were sliced at
40 ym in the coronal plane through the hippocampus and
stored in cryoprotectant solution at —20 °C. For double-
labelling studies, cerebral free-floating sections containing
dentate gyrus were blocked by incubation with 0.5%
BSA, 10% normal horse serum and 0.1% Triton X-100
for 1h and incubated at 4 °C with the appropriate pri-
mary antibodies (OX-42, Serotec, Spain, 1:500; P2X;R,
Alomone, Israel, 1:250; laminin, Sigma-Aldrich, 1:1000;
Collagen-IV, Abcam, 1:250) followed by the Alexa
Fluor® 488 donkey anti-rabbit IgG (1:1000), Alexa
Fluor® 594 donkey anti-mouse IgG (1:1000) and mounted
in ProLong®Gold with the nuclear marker DAPI (Life
Technologies). Images were acquired sequentially on a
Leica TCS-SP2AOBS confocal microscope (Leica
Microsystems, Germany) for each fluorophore to avoid
any cross signal between them. The specificity of the anti-
bodies used was confirmed in the literature and verified
by carrying out the corresponding secondary antibody
controls to rule out the possibility of reaction between
them and images were taken using the same settings for
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each antibody staining. In the case of the anti-P2X;R anti-
body (Melani et al., 2006) we incubated tissue sections
with the corresponding primary and secondary anti-
bodies in the presence of the antigen specific control
for the primary antibody, P2X;R (576-595) Peptide
(Alomone, Israel). No signal was detected in the presence
of this blocking peptide thus confirming the specificity of
the primary antibody for the P2X;R.

Measurement of rectal temperature

Immediately before and up to 6 h after MDMA injection,
temperature was measured by use of a digital readout
thermocouple (BAT12 thermometer, Physitemp, USA)
with a resolution of 0.1°C and accuracy of +0.1°C
attached to a RET-2 Rodent Sensor which was inserted
2.5 cm into the rectum of the rat, the animal being lightly
restrained by holding it in the hand. A steady readout
was obtained within 10 s of probe insertion. Temperature
readings were taken every 30 min immediately before and
after MDMA injection and hourly thereafter.

Statistics

Data are presented as meanz+s.E.M. Data from MMP ac-
tivity and expression, IgG extravasation, laminin,
collagen-IV and P2X;R expression by Western blot and
immunofluorescence and microglial activation were ana-
lysed using one-way ANOVA followed by Newman-
Keuls test (GraphPad Prism 5.0, GraphPad Software
Inc., USA). Rectal temperature measurements were ana-
lysed using two-way ANOVA for repeated measures
(BMDP, Statistical Solutions, Ireland). Treatment was
used as the between-subjects factor and time as the re-
peated measure. Differences were considered significant
at p<0.05.

Results

MDMA increases the expression and activity of MMP-9
and MMP-3

Figure 1a, b illustrate a representative Western blot of the
pro-active and active forms of MMP-9 and zymogram in
the hippocampus of saline- and MDMA-treated rats.

Gelatin zymography reveals a band at approximately
82kDa corresponding to the active form of MMP-9
(Fig. 1b). Quantitative image analysis by one-way
ANOVA revealed a significant effect of MDMA
(10 mg/kg, i.p.) on MMP-9 activity (Fig. 1b; F4,28=8.87,
p<0.0001). Post-hoc analysis indicated that MDMA pro-
duced a substantial increase in MMP-9 activity 1h
(75%) after administration. This effect was not evident
at 6 or 24h although MMP-9 activity remained slightly
elevated at 3 h.

To study the possibility that augmented MMP-9 ac-
tivity was due to increased enzyme expression, Western
blot analysis was performed (Fig. 1a). Pro-active and
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Fig. 1. Time-course of MDMA-induced changes in hippocampal MMP-9 and MMP-3 expression and activity and effect of Brilliant
Blue G (BBG). Rats received MDMA (10 mg/kg, i.p.) and were killed 1, 3, 6 or 24 h later. BBG (50 mg/kg, i.p.) was given 30 min
before MDMA (10 mg/kg, i.p.) and rats killed 1h (for MMP-9) or 3 h (for MMP-3) after MDMA. (1) Representative Western blots
showing immunoreactivity of the pro-active (92 kDa) and active (82 kDa) MMP-9 and quantitative analysis of protein expression
relative to f-actin. MW: molecular weight marker of 100 and 75 kDa. (b) Zymogram of MMP-9 showing gelatinase MMP-9 cleaved
as molecular weight of 82 kDa. Quantitative analysis of MMP-9 activity was determined by densitometry of the 82 kDa band.

(c) Effect of BBG on the changes induced by MDMA in hippocampal MMP-9 activity. MW: molecular weight marker of 100 and
75kDa. (d) Representative Western blots showing immunoreactivity of the proactive (92 kDa) and active (45 kDa) MMP-3 and
quantitative analysis of protein expression relative to f-actin. MW: molecular weight marker of 75, 50 and 37 kDa. (¢) Zymogram of
MMP-3 showing caseinase MMP-3 cleaved as molecular weight of 45 kDa. Quantitative analysis of MMP-3 activity was determined
by densitometry of the 45 kDa band. (f) Effect of BBG on the changes induced by MDMA in hippocampal MMP-3 activity.

MW: molecular weight marker of 50 kDa. Data expressed as per cent of control. Results shown as meanzs.e.m (n=5-11). Different
from saline: *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001. Different from MDMA-treated group at 1 h: /p<0.05, #p<0.01, #p<0.001. Different from

MDMA-treated group at 3 h: p<0.05, **p<0.01.

active MMP-9 bands were detected at 92 and 82 kDa, re-
spectively (Fig. 1a). Quantitative image analysis of each of
the two bands by one-way ANOVA revealed a significant
effect of treatment on the expression of pro-active MMP-9
(Fig. 1a; F4,28=3.09, p=0.033) and active MMP-9 (Fig. 1a;
F4,27=4.68, p=0.005). Post-hoc analysis indicated that
MDMA significantly increased the expression of pro-
active (36%) and active MMP-9 (35%) 1h after drug ad-
ministration. This effect was not evident 3, 6 or 24 h later.

Figure 1d, e show a representative Western blot of the
pro-active and active forms of MMP-3 and zymogram
in the hippocampus of saline- and MDMA-treated rats.
Casein zymography shows a band at approximately

45kDa corresponding to active MMP-3 (Fig. 1e).
Quantitative image analysis by one-way ANOVA
revealed a significant effect of MDMA (10 mg/kg, i.p.)
on MMP-3 activity (Fig. le; F4,25=4.24, p=0.009).
Post-hoc analysis indicated that MDMA produced a sub-
stantial increase in MMP-3 activity 3h after adminis-
tration (55%).

Pro-active and active MMP-3 bands were detected by
Western blot at 53 and 45kDa, respectively (Fig. 1d).
Quantitative image analysis of each of the two bands by
one-way ANOVA revealed no effect of treatment on
the expression of pro-active MMP-3 (Fig. 1d; F4,23=2.31,
p=0.089) and a significant effect of treatment on the



(a)

150 [ Saline 1 MDMA 6h
- = MDMA 1h I MDMA 24h
*g' B MDMA 3h
F=
8 =
o 5 100 143
s
E § *% ** ukal
g€ o
£ 50
c
€
©
-

0

P2X;R and MDMA-induced BBB disruption 1247

MDMA 3h

=
-
~
2]

[ Saline+Saline [ BBG+MDMA
| M Saline+tMDMA [ BBG+Saline

360

-
ol
o

125
100

Laminin immunoreactivity
(% of control)
~
(8]
1

N ol
o ol o
! 1

Fig. 2. Time-course of MDMA-induced changes in dentate gyrus laminin immunoreactivity and effect of Brilliant Blue G (BBG).
Upper panel shows fluorescence images (40x) of representative laminin immunostained sections of dentate gyrus. DAPI staining
shows nuclear staining in the dentate gyrus. Scale bar=100 ym. (1) Quantitative analysis of intensity of immunostaining at different
times after MDMA administration. Rats received MDMA (10 mg/kg, i.p.) and were killed 1, 3, 6 or 24 h later. (b) Quantitative
analysis of intensity of immunostaining showing effect of BBG on MDMA-induced changes. BBG (50 mg/kg, i.p.) was given 30 min
before MDMA (10 mg/kg, i.p.) and rats killed 6 h after MDMA. Data expressed as per cent of control. Results shown as mean+s.e.Mm
(n=4-9). Different from saline: **p<0.01. Different from MDMA-treated group at 1 h: /p<0.01. Different from MDMA-treated group
at 3h: “p<0.05. Different from MDMA-treated group at 6 h: ®p<0.05, ***p<0.001.

1d; F4,23=3.39,
p=0.026). Post-hoc analysis indicated that the expression
of active MMP-3 6 h after MDMA injection was different
from that observed at 3 h.

expression of active MMP-3 (Fig.

MDMA reduces laminin and collagen-1V expression
and increases IgG extravasation

An increased activity of MMP-9 and MMP-3 is associated
with laminin and collagen-IV degradation. Therefore, by
means of immunohistochemical and Western blot studies
we examined the effect of MDMA on laminin (Fig. 2,
Supplementary Figure S1) and collagen-IV (Fig. 3)
immunoreactivity.

Figure 2 (upper panel) shows fluorescence images
(40x) of representative laminin immunostained sections
of dentate gyrus at different times after MDMA adminis-
tration. Quantitative image analysis by one-way ANOVA
revealed a significant effect of treatment on the immunor-
eactivity of laminin (Fig. 2a; F4, 22=7.54, p=0.0006).
Post-hoc analysis indicated that MDMA significantly

reduced laminin immunostaining at 1h (37%), 3h (35%)
and 6 h (31%).

To further confirm data on laminin, Western blot
analyses were carried out. A major band for laminin
was detected at 220kDa (Supplementary Figure S1A).
One-way ANOVA revealed a significant effect of treat-
ment (F4,24=10.05; p<0.0001). Post-hoc analysis indicated
that MDMA produced a substantial decrease in laminin
expression 1 h (48%), 3 h (47%) and 6 h (27%) after dosing.

Figure 3 (upper panel) shows fluorescence images
(40x) of representative collagen-IV immunostained sec-
tions of dentate gyrus at different times after MDMA ad-
ministration. Quantitative image analysis by one-way
ANOVA revealed a significant effect of treatment on the
immunoreactivity of collagen-IV (Fig. 3a; F4,21=6.28, p=
0.0017). Post-hoc analysis indicated that MDMA signifi-
cantly reduced collagen-IV immunostaining at 1h
(60%), 3h (54%), 6 h (60%) and 24 h (29%).

BBB permeability was visualized and quantified by
means of IgG immunostaining (Fig. 4). IgG expression
in the brain parenchyma is indicative of disruption of
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Fig. 3. Time-course of MDMA-induced changes in dentate gyrus collagen-IV immunoreactivity and effect of Brilliant Blue G (BBG).
Upper panel shows fluorescence images (40x) of representative collagen-IV immunostained sections of dentate gyrus. DAPI staining
shows nuclear staining in the dentate gyrus. Scale bar=100 zum. (2) Quantitative analysis of intensity of immunostaining at different
times after MDMA administration. Rats received MDMA (10 mg/kg, i.p.) and were killed 1, 3, 6 or 24 h later. (b) Quantitative
analysis of intensity of immunostaining showing effect of BBG on MDMA-induced changes. BBG (50 mg/kg, i.p.) was given 30 min
before MDMA (10 mg/kg, i.p.) and rats killed 6 h after MDMA. Data expressed as per cent of control. Results shown as mean+s.E.m
(n=4-8). Different from saline: *p<0.05, **p<0.01. Different from MDMA-treated group: °p<0.05.

the BBB. Figure 4 (upper panel) shows fluorescence
images (40x) of representative IgG immunostained sec-
tions of dentate gyrus at different times after MDMA
administration. One-way ANOVA revealed a significant
effect of treatment (Fig. 4a; F4,22=2,96, p=0.043).
Post-hoc analysis indicated that MDMA substantially
increased dentate gyrus IgG leakage 3h post-injection
(38%).

Brilliant Blue G (BBG) prevents the MDMA-induced
changes in MMP-9 and MMP-3 activities

To investigate the role of P2X;R on the changes induced
by MDMA in MMP activity, the ability of BBG to prevent
these changes was examined. Figure 1c, f show represen-
tative zymograms of MMP-9 and MMP-3. Quantitative
analysis of MMP-9 and MMP-3 activity by one-way
ANOVA revealed a significant effect of treatment (for
MMP-9: Fig. 1¢; F3,16=10.35, p=0.0005 and for MMP-3:
Fig. 1f; F3,30=7.25, p=0.0008). Post-hoc analysis indicated
that BBG prevented the MDMA-induced increases in
MMP-9 and MMP-3 activities.

BBG prevents the MDMA-induced changes in basal
lamina proteins and IgG extravasation

BBG was able to prevent degradation of basal lamina pro-
teins (Fig. 2, Supplementary Figure S1B, Fig. 3) and IgG
extravasation (Fig. 4).

Figure 2 (upper panel) shows fluorescence images
(40x) of representative laminin immunostained sections
of dentate gyrus. Quantitative analysis by one-way
ANOVA revealed a significant effect of treatment
(Fig. 2b; F3,14=17.83, p<0.0001). Post-hoc analysis indi-
cated that BBG completely prevented the MDMA-induced
reduction in laminin immunoreactivity (Fig. 2b). These
results were confirmed by Western blot analysis
(Supplementary Figure S1B). One-way ANOVA revealed
a significant effect of treatment (Supplementary
Figure S1B; F3,15=6.03, p=0.0066). Post-hoc analysis
indicated that BBG completely prevented the MDMA-
induced reduction in laminin expression.

Figure 3 (upper panel) shows fluorescence images
(40x) of representative collagen-IV immunostained sec-
tions of dentate gyrus. Quantitative analysis by one-way
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Fig. 4. Time-course of MDMA-induced changes in dentate gyrus IgG immunoreactivity and effect of Brilliant Blue G (BBG). Upper

panel shows fluorescence images (40x) of representative IgG immunostained sections of dentate gyrus. DAPI staining shows

nuclear staining in the dentate gyrus. Scale bar=100 um. Arrow shows a transversally cut vessel. (1) Quantitative analysis of
intensity of immunostaining at different times after MDMA administration. Rats received MDMA (10 mg/kg, i.p.) and were killed 1,
3, 6 or 24 h later. (b) Quantitative analysis of intensity of immunostaining showing effect of BBG on MDMA-induced changes. BBG
(50 mg/kg, i.p.) was given 30 min before MDMA (10 mg/kg, i.p.) and rats killed 3 h after MDMA. Data expressed as per cent of
control. Results shown as mean+s.5.M (1=5-6). Different from saline: *p<0.05. Different from MDMA-treated group: “p<0.05.

ANOVA revealed a significant effect of treatment (Fig. 3b;
F3,13=4.92, p=0.017. Post-hoc analysis indicated that BBG
attenuated the MDMA-induced reduction in collagen-IV
immunoreactivity.

Figure 4 (upper panel) shows fluorescence images
(40x) of representative IgG immunostained sections of
dentate gyrus. Quantitative analysis by one-way
ANOVA revealed a significant effect of treatment
(Fig. 4b; F3,16=5.61, p=0.008). Post-hoc analysis indicated
that BBG attenuated the MDMA-induced increase in IgG
immunostaining.

A-438079 prevents the MDMA-induced changes in
basal lamina proteins

Figure 5 shows fluorescence images (40x; upper panel)
of representative laminin (left panel) and collagen-IV
(right panel) immunostained sections of dentate
gyrus. Quantitative analysis by one-way ANOVA
revealed a significant effect of treatment (Fig. 54, F3,14=
7.80, p=0.0024; Fig. 5b, F3,13=5.05, p=0.0155). Post-hoc

analysis indicated that A-438079 prevented the

MDMA-induced reduction in laminin and collagen-IV
immunoreactivity.

MDMA increases P2X7R expression and microglial
activation

The effect of MDMA on P2X;R expression in dentate
gyrus was determined at different post-injection time-
points (1, 3, 6 and 24 h) by immunohistochemical analyses
(Fig. 6). Figure 6 (upper panel) shows fluorescence images
(40x) of representative sections of dentate gyrus stained
for P2X;R (green). Quantitative analysis of intensity
of P2X7R immunostaining by one-way ANOVA revealed
a significant effect of treatment (Fig. 6a; F4,24=9.28,
p=0.0001). Post-hoc analysis indicated that MDMA signifi-
cantly increased P2X;R expression 3h (59%) and 6h
(57%) after dosing. Little modification of the expression
of the purinergic receptor was found at 1 and 24 h.
Next, expression of P2X;R in microglia was examined.
First of all, the effect of MDMA on OX-42 immunostain-
ing (red) in dentate gyrus at several post-injection time-
points was evaluated (Fig. 6). Figure 6 (upper panel)
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Fig. 5. Effect of A-438079 on the MDMA-induced changes in laminin and collagen-IV immunoreactivity in dentate gyrus. Upper
panel shows fluorescence images (40x) of representative laminin (left panel) and collagen-IV (right panel) immunostained sections
of dentate gyrus. Scale bar=100xm. (1) and (b) Quantitative analysis of intensity of immunostaining showing effect of A-438079
+MDMA on laminin and collagen-IV immunoreactivity, respectively. A-438079 (30 mg/kg, i.p.) was given 60 and 30 min before
MDMA (10 mg/kg, i.p.) and rats killed 6 h after MDMA. Data expressed as per cent of control. Results shown as mean=+s.E.m
(n=5-6). Different from saline: *p<0.05, **p<0.01. Different from MDMA-treated group: *p<0.05.

shows fluorescence images (40x) of representative sec-
tions of dentate gyrus stained for OX-42. Quantitative
analysis of intensity of OX-42 immunostaining by one-
way ANOVA revealed a significant effect of treatment
(Fig. 6b; F4,24=10.31, p<0.0001). Post-hoc analysis indi-
cated that there was increased OX-42 immunoreactivity
6h (54%) after dosing. Merged images of double-
immunofluorescence staining showed P2X;R expression
to be localized in microglia at 6 h (Fig. 6, upper panel).

BBG reduces the MDMA-induced changes on P2X;R
expression and microglial activation

Figure 6 (upper panel) shows fluorescence images (40x) of
representative sections of dentate gyrus stained for P2X;R
(green) and OX-42 (red). Quantitative analysis of P2X;R
immunostaining by one-way ANOVA revealed a signifi-
cant effect of treatment (Fig. 6¢; F3,12=58.64, p<0.0001).
Post-hoc analysis indicated that MDMA increased P2X;R
staining at 6h and this was reduced by BBG pre-
treatment such that P2X;R immunoreactivity in rats trea-
ted with BBG and MDMA was similar to that observed in
the saline group.

Because P2X;R could modulate the microglial acti-
vation (Monif et al., 2009), we investigated the effects of
BBG on OX-42 immunostaining following MDMA
(Fig. 6). Quantitative analysis of OX-42 immunostaining
by one-way ANOVA revealed a significant effect of treat-
ment (Fig. 6d; F3,10=28.32, p<0.0001). Post-hoc analysis
indicated that OX-42 immunostaining in rats treated
with BBG and MDMA was similar to that observed in
the saline group.

P2X,R antagonists do not modify MDMA-induced
hyperthermia

Given the importance of hyperthermia in the integrity
of the BBB, we studied the effect of BBG and A-438079
on MDMA-induced hyperthermia (Supplementary
Figure S2). Two-way ANOVA indicated that there was
a significant effect of treatment (Figure S2A, F3,14=
70.78, p<0.0001; Figure S2B, F3,16=35.59, p<0.0001).
Post-hoc analysis revealed that MDMA increased rectal
temperature  peaking 30-60min after injection
(Figure S2A, F1,7=68.18, p<0.0001; Figure S2B,
F1,8=60.74, p=0.0001). BBG (Figure S2A) or A-438079
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Fig. 6. Time-course of MDMA-induced changes on P2X;R expression and microglial activation in dentate gyrus and effect of
Brilliant Blue G (BBG). Rats received MDMA (10 mg/kg, i.p.) and were killed 1, 3, 6 or 24 h later. BBG (50 mg/kg, i.p.) was given

30 min before MDMA (10 mg/kg, i.p.) and rats killed 6 h after MDMA. Upper panel shows fluorescence images (40x) of
representative sections of dentate gyrus stained for P2X;R (green) and OX-42 (red). Following MDMA P2X;R staining increased at
3 and 6h and OX-42 staining increased at 6 h. Merged images show intense colocalization at 6 h. BBG reduced the increased P2X;R
and OX-42 staining induced by MDMA at 6 h. Merged images show a reduction in colocalized staining. Scale bar=100 ym. Insets
show a stained amplified microglial cells. Quantitative analysis of intensity of P2X7R (A) and OX-42 (B) immunostaining at different
times after MDMA administration. Quantitative analysis of intensity of P2X7R (C) and OX-42 (D) immunostaining showing effect of
BBG on MDMA-induced changes. Data expressed as per cent of control. Results shown as mean+s.e.M (n=3-8). Different from
saline: **p<0.01, ***p<0.001. Different from MDMA-treated group at 3 h: “p<0.05, **p<0.01. Different from MDMA-treated group at

6 h: °p<0.05, ¥p<0.01, ®**p<0.001.

(Figure S2B) did not modify this hyperthermic response
(F1,8=0.62, p=0.45; F1,8=0.25, p=0.63, respectively) and
did not modify the temperature of saline-treated rats
(F1,6=0.74, p=0.42; F1,8=4.17, p=0.08, respectively).

Discussion

The current study shows for the first time that: (i) admin-
istration of a single dose of MDMA produces a marked
reduction in laminin and collagen-IV expression asso-
ciated with a rapid and transient increase in MMP-9
and MMP-3 activity and a short-lived increase in IgG ex-
travasation, (ii) the P2X;R antagonist BBG prevents
the changes induced by MDMA in basal lamina and
BBB. A-438079 also attenuates the MDMA-induced re-
duction in laminin and collagen-IV immunoreactivity,
(iii) P2X7Rs are up-regulated shortly after MDMA admin-
istration and colocalize with microglia and (iv) BBG

reduces the microglial activation and increase in P2X;R
induced by MDMA. These results indicate that MDMA
disrupts BBB integrity and strongly implicate P2X7Rs in
the regulation of MDMA-induced changes.

Immediately after MDMA administration there is an
enhanced MMP-9 proteolytic activity in the hippocampus
that is more pronounced and appears before the increased
activity of MMP-3. Western blot analysis indicates that
the increased MMP-9 proteolytic activity is probably
due to increased total protein. The enhanced activity of
these MMPs is associated with a greater degradation
of the basement membrane proteins, collagen-IV and
laminin and with a transient increased in BBB per-
meability. These observations are consistent with a recent
study showing increased MMP-9 activity and expression
in striatum following repeated methamphetamine admin-
istration (Urrutia et al., 2013). This effect is specifically
involved in the disruption of BBB induced by
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methamphetamine since administration of a broad spec-
trum MMP inhibitor, BB-94, is able to prevent laminin
degradation and reduce the BBB damage induced by the
drug (Urrutia et al., 2013). The cellular source of MMP-9
has not been firmly established but in the striatum
of methamphetamine-treated mice the increase in IgG
immunoreactivity was seen in the regions where gelatin-
ase activity was most prominent (Urrutia et al., 2013).

The effect of MDMA on MMP-3 activity and ex-
pression is a novel finding in this study. Stromelysin-1,
known also as MMP-3, likewise contributes to BBB dis-
ruption by attacking the components of basal lamina
during neuro-inflammation. MMP-3 degrades various
collagens, elastin, fibronectin and laminin but also acti-
vates latent forms of other matrix metalloproteinases
(Ramos-De Simone et al., 1999). MMP-3 knockout mice
show less disruption of the BBB after intracerebral LPS in-
jection than that observed in wild-type mice (Gurney
et al., 2006). MMP-3 has been reported to be involved in
the conversion of pro-MMP9 to the active form (Kim
and Hwang, 2011). However, following MDMA the par-
ticipation of MMP-3 in MMP-9 activation appears
unlikely since MMP-3 activity is increased at a later time-
point to MMP-9 activity.

To our knowledge there are no previous data on the
effect of MDMA on MMP activation and basal lamina
degradation. In addition, the effect of MDMA on BBB in-
tegrity has scarcely been investigated. There is only a
study examining the effects of acute MDMA on BBB dys-
function, brain oedema, and cell injury in rats and mice
(Sharma and Ali, 2008). This investigation shows leakage
of Evans Blue dye, particularly in the cerebellum, hippo-
campus, cortex, thalamus and hypothalamus shortly after
MDMA. This effect was more pronounced in mice than in
rats. A marked increase in brain water along with Na”,
K", and Cl~ content was also seen in the aforementioned
brain regions. The presence of distorted neuronal and
glial cells in brain regions associated with leakage of
Evans Blue was quite common in MDMA-treated ani-
mals. Futhermore, increased albumin immunoreactivity,
indicating breakdown of the BBB, and up-regulation of
glial fibrillary acidic protein (GFAP), suggesting acti-
vation of astrocytes, were seen in most brain regions
showing oedematous changes. These observations consti-
tute the only evidence that MDMA has the capacity to
disrupt BBB permeability to proteins and to induce the
formation of oedema, probably by inducing hyperther-
mia and cellular stress.

In addition to the alterations in BBB permeability,
MDMA induces signs of neuro-inflammation reflected
as microglial activation. Microglial activation is regulated
by various subtypes of nucleotide (P2X, P2Y) and adeno-
sine (Al, A2A and A3) receptors, which control ionic con-
ductances, membrane potential, gene transcription, the
production of inflammatory mediators and cell survival.
Among them, the role of P2X;R is especially well estab-
lished. The P2X;R is found in various brain cell

populations, and in particular in microglia, whose ex-
pression is increased in response to certain experimental
cues (Grygorowicz et al, 2010; Engel et al, 2012;
Kimbler et al., 2012). Increased microglial activation and
up-regulation of P2X7R is seen in a wide variety of condi-
tions including Alzheimer’s disease (Lee et al., 2011),
Parkinson’s disease (Marcellino et al., 2010), multiple
sclerosis and amyotrophic lateral sclerosis (Yiangou
et al, 2006), Huntington's disease (Diaz-Hernandez
et al.,, 2009), in the penumbra following cerebral ischemia
in rodents (Melani et al., 2006) and following LPS appli-
cation to rat striatum (Choi et al., 2007). Therefore, we
examined the effect of MDMA on the microglial ex-
pression of P2X7R and the ability of a P2X;R antagonist
to reduce the MDMA-induced changes in microglial acti-
vation and BBB disruption. The current study shows that
MDMA causes overexpression of P2X;R which is evident
3h post-injection although increased colocalization was
not evident until 6 h, time at which microglial activation
occurs. The fact that P2X;R up-regulation appears before
microglial activation indicates that enhanced P2X;R ex-
pression may be driving microglial activation and pro-
liferation (Monif et al., 2009) making their transition
from resting to a reactive state.

Administration of the P2X;R antagonist BBG prevents
the increased expression of P2X;R induced by MDMA
in microglial cells and reduces microglial activation. To
our knowledge there are no previous data on the effect
of a P2X;R antagonist on the density of P2X;R in brain tis-
sue and our results suggest that BBG inhibits microglial
activation by a mechanism involving a reduction in
P2X7R expression.

Numerous stimuli have been reported to be involved
in the increase in MMP activity and the subsequent
basal laminin degradation. According to the data in the
literature, cytokine release could be involved in the in-
crease in MMP-9 activity (Gottschall and Deb, 1996;
Vecil et al.,, 2000). Previous studies have shown an early
increase in IL-15 following MDMA (Orio et al., 2004),
which may induce an increment in MMP expression
through NF«B as is observed in other conditions (Wang
et al., 2011; Lee et al., 2012). In line with this, MDMA
induces an early increase in p65/p50 heterodimer DNA
binding in areas such as the frontal cortex and hypothala-
mus (Orio et al., 2010). The current study does not allow
us to establish an accurate time-course. However, the
results suggest that MDMA induces an early increase
in IL-18 release, which would in turn increment
MMP activity leading to the degradation of laminin
and collagen-IV with concomitant and subsequent
IgG extravasation (3h) and followed by microglia acti-
vation (6 h).

A relevant result from this study is that administration
of the P2X;R antagonist, BBG, prevents the changes
induced by MDMA in MMP-9 and MMP-3 activities
and consequently reduces extracellular matrix degra-
dation and IgG leakage. Similar results were obtained



by using the more selective P2X;R antagonist, A-438079.
These data strongly indicate that early activation of
P2X;R is an initiating factor in this cascade of events. In
fact, P2X;R activation promotes neuro-inflammation
by causing the release of pro-inflammatory cytokines,
such as IL-1f and TNF-a (Lister et al., 2007; Tschopp
and Schroder, 2010).

The main function of the BBB is to maintain homeosta-
sis of the brain and protect the CNS from endogenous or
exogenous toxins within the circulation (Abbott et al.,
2010). Drugs inducing BBB disruption may increase the
concentration of any CNS active drugs in the brain but
also may favour the infiltration of pathological mediators
from periphery making the CNS more vulnerable to
damage. As mentioned earlier several studies indicate
that administration of methamphetamine increases BBB
permeability probably leading to the entry into the CNS
parenchyma of several small viruses and neurotoxic pro-
ducts of viral metabolism that are retained in the periph-
ery under normal conditions. Methamphetamine is also
able to enhance HIV infection of human blood monocyte-
derived macrophages, the primary target site for the virus
(Liang et al., 2008) and could facilitate the transport of
HIV-infected leukocytes into the brain. This effect could
explain the high incidence of AIDS-related neurologic dis-
ease in methamphetamine users (Cisneros and Ghorpade,
2012; Weber et al., 2013). The interaction between
MDMA and HIV remains to be characterized but there
is good evidence showing that ecstasy users may be at
a heightened risk for the transmission of HIV and other
blood-borne viral infections (BBVI) through risky sexual
behaviours (Dunn et al., 2010; Klein et al., 2010).

In conclusion, the current study indicates that MDMA
increases BBB  permeability through an early
P2X;R-mediated event, which enhances MMP-9 and
MMP-3 activities and degrades laminin and type IV
collagen.
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