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Del Cannabis...................al Sistema endocannabinoide

La Cannabis sativa y mas concretamente los
productos elaborados con sus flores y hojas,
marihuana y hachis, son desde los afios 60 una de
las drogas de abuso con fines recreativos mas
consumidas en las sociedades occidentales, debido
a su capacidad para alterar la percepcién sensorial
y causar jubilo y euforia. Pero esta planta de origen
asiatico, posiblemente una de las mas antiguas

cultivadas por el hombre y de gran versatilidad,

como producto alimenticio, combustible y fibra textil,
tiene tras de si una historia milenaria como planta
de uso medicinal. Las primeras evidencias de su utilidad terapéutica se remontan al
reinado del emperador Sheng-Nung en China (afio 2737 a.C.), quien recoge en
manuscritos de farmacopea su utilidad para tratar calambres, dolor reumatico y
menstrual. En el antiguo Egipto, numerosos papiros también describen Ila
administracion de preparados de cannabis en el tratamiento de diversas dolencias.
Pero en Europa, no es hasta el siglo XIX cuando el cannabis se convierte en una
medicina comun y de uso legal por su utilidad en el tratamiento de dolor, convulsiones,
espasmos y emesis. Sin embargo, en el ano 1925 la Convencién de Génova incluye el

cannabis y hachis en la lista de drogas ilicitas y peligrosas.

La Cannabis sativa contine mas de 460 compuestos quimicos diferentes, de los
cuales, mas de 60 estan agrupados bajo el término “cannabinoides”, que hace
referencia a las sustancias que tienen una estructura carbociclica de 21 carbonos. En
1964, Gaoni y Mechoulam aislan y determinan la estructura del principal responsable
de las propiedades psicoactivas de la planta, A°-tetrahidrocannabinol (A°-THC), y en
1988, Devane y cols. descubren el receptor especifico de este cannabinoide, el
receptor CB;. Estos hallazgos han permitido descubrir y caracterizar en los ultimos 20
afios un sistema de sefializacion enddégena conocido como Sistema endocannabinoide.
Este sistema ejerce su papel modulador principalmente en el cerebro pero también en
la periferia, y consta de receptores, ligandos (enddgenos, fitocannabinoides o

sintéticos) y enzimas responsables de su sintesis y degradacion.
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I.SISTEMA ENDOCANNABINOIDE

1.

RECEPTORES CANNABINOIDES
La naturaleza liposoluble de los ligandos naturales hizo pensar, en un

principio, que estos compuestos ejercian sus efectos a través de interacciones
inespecificas con lipidos de membrana. Pero la inhibicién de la actividad adenil
ciclasa por el ligando A’-THC a través de proteinas Gy, (Howlett, 1984) y la
existencia de sitios de unidn estereoespecificos y de alta afinidad en membranas de
cerebro de rata para el ligando cannabinoide sintético [*H]CP-55940 (Devane vy
cols., 1988), demostraron la existencia de receptores cannabinoides. Hasta el
momento, los dos receptores clonados, CB, y CB,, pertenecen a la superfamilia de
receptores acoplados a proteinas Gj, con siete dominios transmembrana y

comparten un 44% de homologia de secuencia.

Figura 1. Estructura de los receptores CB, y CB..
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1.a. Receptor CB;,
Este receptor, clonado por primera vez en cerebro de rata por Matsuda

y cols. (1990) y poco después en humano (Gerard y cols., 1991) y ratdon
(Abood vy cols., 1997), entre otras especies animales (revisado en Lambert y
Fowler, 2005), es el mas abundante en cerebro de mamifero. Se localiza
principalmente en neuronas del cerebro, médula espinal y sistema nervioso

periférico, pero también en o6rganos y tejidos periféricos como son células
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inmunes, glandulas adrenal y pituitaria, corazén, pulmon y partes del tracto
gastrointestinal, urinario y reproductivo (Howlett y cols., 2002). Recientemente
se han unido a la lista, adipocitos (Cota y cols., 2003), higado (Osei-Hyiaman
y cols., 2005) y células parietales de estomago (Pazos y cols., 2008).

Estudios de autoradiografia (Herkenham vy cols.,, 1991) e
inmunohistoquimica (Tsou y cols., 1998a) en rata muestran con detalle su
distribucion en el Sistema Nervioso Central (SNC), encontrando una mayor
densidad de receptores en ganglios basales, hipocampo y cerebelo. Estas
areas del cerebro estan relacionadas con la actividad motora, capacidad
cognitiva y memoria, y coordinacion respectivamente, de modo que algunos
de los efectos farmacolégicos ejercidos por cannabinoides estan vinculados a
la distribucion del receptor CB4. En humanos, esta distribucién se mantiene
aunque se encuentra una expresion mayor del receptor en la corteza limbica
que en regiones motoras y sensoriales, lo que sugiere que CB1desempefia un
papel importante en el procesamiento de la informacién motivacional y
cognitiva (Glass y cols., 1997).

Su expresidbn es mayoritariamente presinaptica, en axones y
terminales nerviosos, donde puede mediar la inhibicion de la liberacion de
neurotransmisores, aunque también puede estar presente en las dendritas y
soma de neuronas (Howlett y cols., 2002).

Los niveles de expresion de CB4 en células gliales son inferiores pero
estd presente en astrocitos (revisado en Stella, 2004), oligodendrocitos
(Molina-Holgado y cols., 2002) y progenitores neurales (Aguado y cols., 2005).
La expresion de CB; en microglia sélo se describe en estudios in vitro (Sinha
y cols., 1998; Cabral y cols., 2001; Facchinetti y cols., 2003; Carrier y cols.,
2004).

El receptor CB; esta muy conservado entre especies, siendo la
homologia de secuencia entre humano y ratéon del 91% y entre humano y rata
del 90%. Se han identificado variantes de CB, por procesamiento alternativo
con niveles bajos de expresion, CBa en rata y humano, y mas recientemente,
CB+p s6lo en humano. También se han detectado mutaciones y polimorfismos
en el gen del receptor CB; (CNR1) relacionados con el abuso de sustancias y
la mayor susceptibilidad a padecer esquizofrenia y obesidad (revisado en
Grotenhermen, 2005; Russo y cols., 2007).
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1.b. Receptor CB,
Este segundo receptor se cloné en el ano 1993 por Munro y cols. en

muestras humanas, (revisado en Howlett y cols., 2002), y posteriormente en
raton (Shire y cols., 1996) y rata (Griffin y cols., 2000; Brown vy cols., 2002). A
diferencia del receptor CB,, se localiza principalmente en células del sistema
inmune y hematopoyético. Los niveles mas altos de ARNm del receptor CB,
se encuentran en Linfocitos B > Natural Killer >> monocitos > neutréfilos >
Linfocitos T8 > Linfocitos T4 (Galiegue y cols., 1995).

Tras afios de gran controversia, ahora se acepta que la distribucion de
CB- no es estrictamente periférica y que también se encuentra en el SNC. En
1996, Skaper y cols. por medio de técnicas de hibridacion in situ describieron
expresion del ARNm de CB, en cerebelo, concretamente en las células
granulares y de Purkinje. Afios mas tarde, Ross y cols. (2001) detectaron
expresion de CB; in vitro en neuronas sensoriales y, Van Sickle y cols. (2005)
localizaron el receptor en neuronas del tallo cerebral donde podria modular
emesis. Algunos estudios proponen una distribucién mas amplia del receptor
en cerebro (Gong vy cols., 2006; Onaivi y cols., 2006) y una expresion en
neuronas inducida por procesos patoldgicos (Wotherspoon y cols., 2005).
También se ha identificado la presencia de CB, in vivo e in vitro en
progenitores neurales (Palazuelos y cols., 2006).

El receptor CB, en células gliales se expresa in vitro en astrocitos
(Sheng vy cols., 2005), oligodendrocitos (Molina-Holgado y cols., 2002) y
microglia (Stella, 2004; Cabral y Marciano-Cabral, 2005). En cerebro sano (no
patolégico), se identifica CB, en la subpoblaciéon de microglia que rodea los
vasos sanguineos, la llamada microglia perivascular (Nunez y cols., 2004).
Sin embargo, en procesos inflamatorios del SNC, se induce la expresion de
CB, en microglia activada donde su nivel de expresion es superior (Benito vy
cols., 2003; Maresz y cols., 2005; Nufiez y cols., 2008).

La secuencia del receptor CB, es mas divergente entre especies. El
grado de homologia entre humano, rata y ratdon es alto exceptuando la region
carboxi terminal, que en rata es 50 y 63 aminoacidos mas larga que en
humano y raton, respectivamente (Brown y cols., 2002).

El desarrollo de ratones knock out para CB; (Zimmer y cols., 1999;
Ledent y cols., 1999) y CB, (Buckley y cols., 2000), ha proporcionado en los
ultimos afos un nuevo sistema in vivo para el estudio de la regulacién
genética, desarrollo, fisiologia y disfunciones asociadas con el sistema

cannabinode.
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1.c. “Candidatos” a receptores cannabinoides

En los ultimos afos, varios estudios sugieren la existencia de
receptores cannabinoides adicionales, distintos de CB, y CB,, capaces de
mediar efectos especificos en la transmision sinaptica, el sistema vascular y el

sistema inmune. Cabe destacar:

1.c.1. GPR55 (receptor huérfano acoplado a proteinas G)

Este receptor ha sido caracterizado, muy recientemente, por
Ryberg y cols., (2007), quienes han clonado y determinado su secuencia
en rata, ratébn y humano. GPR55 se expresa en cerebro, con un patrén
de expresiéon diferente en rata y humano, pero también en tejido
periférico (Sawzdargo y cols., 1999; Ryberg y cols., 2007).

Varios cannabinoides, incluyendo endégenos (AEA, 2-AG, PEA,
virodamina, OEA), naturales (A°-THC) y sintéticos (CP-55940, O-1602),
se comportan como agonistas potentes de GPR55. Ademas, PEA, 2-AG
y virodamina ejercen una accion mas potente a través de este receptor,
que a través de CB; o CB,. GPR55 se propone como candidato a
convertirse en el receptor cannabinoide que controle el tono vascular
(Ryberg y cols., 2007).

Datos recién publicados sefialan que este posible receptor
cannabinoide es capaz de activar rutas de senalizacion diferentes a las
usadas por CB;y CB,, e incrementar la excitabilidad neuronal (Lauckner
y cols., 2008).

1.c.2. Receptor “abnormal-cannabidiol”

Este receptor, de identidad molecular desconocida, se localiza en
el endotelio vascular, donde media la vaso-relajacion de la arteria
mesentérica, y abnormal-cannabidiol y 0-1918 son su agonista y
antagonista selectivos, respectivamente (Offertaler y cols., 2003).
También se sugiere su implicacion en angiogénesis, puesto que es
capaz de modular la migracion de las células del endotelio vascular via
PI3K/Akt (Mo vy cols., 2004).

1.d. Receptor vanilloide TPRV,

TPRV; es un receptor ionotrépico, activado por capsaicina, el

ingrediente activo del chile picante, y resiniferatoxina (Caterina y cols., 1997),
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que se expresa en neuronas sensoriales primarias, SNC y células no
neuronales (Mezey vy cols., 2000; Sanchez y cols., 2005).

Los receptores TRPV, y CB; comparten los ligandos AEA y NADA
(Zygmunt y cols., 1999), y se co-expresan en grupos de neuronas de los
sistemas nerviosos periférico y central (Cristino y cols., 2006). EIl
endocannabinoide AEA es capaz de modular la activacion de TRPV4, teniendo
una implicacion potencial en el tratamiento de desoérdenes inflamatorios,
respiratorios y cardiovasculares (revisado en Ross, 2003). La relacion
existente entre el sistema vanilloide y cannabinoide es evidente, y por ello
TRPV1 puede ser considerado un receptor cannabinoide ionotrépico (Jordt y
cols., 2004).

1.e. Receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARSs)

Los PPARs son una familia de factores de transcripcién nucleares,
pertenecientes a la superfamilia de receptores esteroideos, que incluye tres
isoformas: PPARa, PPARB/5 y PPARy. Los PPARs heterodimerizan con el
receptor del acido 9-cis retinoico (RXR) y se unen a elementos de respuesta
induciendo la transcripcion de genes diana involucrados en la regulacion del
metabolismo lipidico, diferenciacién celular e inflamacion (Ferre, 2004; Moraes
y cols., 2006; Stienstra y cols., 2007). Las tres isoformas se expresan en el
cerebro y en el sistema nervioso periférico (Moreno y cols., 2004). Estudios in
vivo e in vitro muestran que PPARP/S es la isoforma prevalente en el cerebro,
y que se encuentra en todos los tipos celulares, mientras que PPARa se
expresa predominantemente en astrocitos a muy bajo nivel (Basu-Modak vy
cols., 1999). Los astrocitos poseen los tres isotipos de PPAR, aunque en
rangos diferentes dependiendo del area del cerebro y edad del animal
(Cristiano y cols., 2001). El isotipo y es la isoforma dominante en microglia
(Cullingford y cols., 1998).

En los dultimos afos, numerosas evidencias sugieren que los
cannabinoides, y en particular los endocannabinoides, pueden activar la
familia de receptores nucleares PPAR a través de rutas directas o indirectas y
mediar respuestas fisioldgicas que incluyen regulacion de la alimentacion,
pérdida de peso, lipolisis, analgesia y efectos anti-inflamatorios (revisado en
Sun y Benett, 2007). Asi OEA a través de la activacion de PPARa regula el
apetito y peso corporal, estimula la lipolisis y tiene efectos neuroprotectores

(Fu y cols., 2003; Guzman y cols., 2004; LoVerme y cols., 2005; Sun y cols.,
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2006). También PEA presenta propiedades anti-inflamatorias y analgésicas
mediadas por PPARa (LoVerme vy cols., 2005). Otros endocannabinoides que
activan PPARa son AEA, virodamina y noladin éter (Sun y cols., 2006). Los
endocannabinoides, AEA y 2-AG, y el acido ajulémico tienen propiedades anti-
inflamatorias mediadas por PPARYy (Liu y cols., 2003a; Rockwell y cols., 2006).
En cuanto a PPARP/3, poco se sabe sobre su posible activacion por

cannabinoides.

2. LIGANDOS CANNABINOIDES

2.a. Endocannabinoides

Estos componentes enddgenos, capaces de unirse a los receptores
cannabinoides y activarlos funcionalmente, son sintetizados y liberados s6lo
“por demanda”, es decir, cuando y donde son necesarios, siguiendo estimulos
psicologicos o patologicos. Posteriormente, son recaptados y degradados
enzimaticamente en el interior de la célula.

Hasta la fecha se han identificado distintos endocannabinoides, todos
ellos derivados de acido araquidénico, aunque los mas importantes son AEA y
2-AG:

2.a.1. N-araquidonil-etanolamida (AEA)

También conocida como anandamida, se aislé de cerebro porcino
y se identific6 como cannabinoide endégeno en 1992 por Devane y cols.

AEA puede actuar como ligando endégeno de los receptores
CB,, CB,, TRPV, (Zygmunt y cols., 1999) y PPARy (Bouaboula y cols.,
2005). Tiene una afinidad por CB; similar a A>-THC (Pertwee, 2004) y
dependiendo del tejido y la respuesta bioldgica que se mida, se
comporta como agonista parcial o completo del receptor CB;. Como
agonista parcial de CB, tiene muy baja eficiencia, pudiendo incluso
actuar como antagonista (Gonsiorek y cols., 2000).

La producciéon de AEA no se restringe a neuronas, también
astrocitos y microglia, entre otros tipos celulares, producen este ligando
(Felder y cols., 1996; Schmid y cols., 1997; Walter y cols., 2003).
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La principal ruta de sintesis de AEA (revisado en Pacher y cols.,
2006; ver esquema, Figura 2), a partir de fosfolipidos de membrana, es
a través de una reaccidn en dos pasos, donde se produce la
transferencia enzimatica de acido araquidénico de la posicion sn-1 de
fosfatidilcolina (PC) al grupo amino de fosfatidiletanolamina (PE),
formando N-araquidonil-fosfatidiletanolamina (NAPE). Esta reaccién es
catalizada por una trans-acilasa dependiente de Ca®* que no ha sido
clonada hasta este momento. El precursor NAPE es entonces
hidrolizado a AEA por una fosfolipasa D (PLD). Esta fosfolipasa es
selectiva para NAPEs (NAPE-PLD) y se ha clonado recientemente. En
estdbmago, el precursor N-acil-fosfatidiletanolamina también puede ser
hidrolizado por la fosfolipasa A, y el producto, N-acil-liso-
fosfatidiletanolamina, es entonces metabolizado por una liso-PLD,
formando varias N-aciletanolaminas, y entre ellas AEA. En macréfagos
RAW246.7, la produccion de AEA inducida por lipopolisacarido (LPS)
parece seguir también una ruta alternativa donde NAPE es hidrolizada a

fosfo-AEA, y ésta posteriormente desfosforilada.

Figura 2. Esquema de la sintesis y degradaciéon de AEA y 2-AG en neuronas
pre y postsinapticas (adaptacion de Pacher y cols. 2006). EMT, transportador de
endocannabinoides; DAGL, diacilglicérido lipasa; FAAH, amido hidrolasa de acidos grasos;

monoacilglicérido lipasa; NAT, N-aciltransferasa; NAPE, N-araquidonil-

fosfatidiletanolamina; PLC, fosfolipasa C.
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2.a.2. 2-Araquidonil glicerol (2-AG)

Este segundo endocannabinoide se identificé en 1995 en

intestino canino (Mechoulam vy cols., 1995) y cerebro de rata (Sugiura y
cols., 1995). 2-AG se comporta como agonista de CB; y CB,, aunque
parece que con una potencia menor que AEA.

Los niveles basales de 2-AG en cerebro son mucho mayores que
los de AEA, aunque sélo una fraccion del total es la que probablemente
esté involucrada en la senalizacion cannabinoide, puesto que 2-AG
también interviene en el metabolismo lipidico (revisado en Sugiura vy
cols., 2006).

2-AG se sintetiza a partir de la hidrélisis de diacilglicerol (DAG)
por una DAG lipasa selectiva para la posicion sn-1. Por su parte, DAG
puede generarse a partir de la hidrélisis de, o bien fosfoinositidos (PI),
catalizada por una fosfolipasa C selectiva para PI (PI-PLC), o bien acido
fosfatidico (PA), catalizada por una PA fosfohidrolasa (Sugiura y cols.,
2006). Dos isoenzimas DAG lipasa (o y B) han sido clonadas (Bisogno y
cols., 2003) y localizadas en la membrana plasmatica postsinaptica en

cerebro adulto.

2.a.3. 2-araquidonilglicerol éter (Noladin éter)

Identificado en 2001 en cerebro porcino (Hanus y cols., 2001),
este endocannabinoide se comporta como agonista de CB; y CB,,

aunque la afinidad por CB4 es mucho mayor (Pertwee, 2004).

2.a.4. O-araquidonil etanolamina (Virodamina)

Se aislé de cerebro de rata, pero también se encontrd en varios
tejidos periféricos incluyendo piel, bazo, rindn y corazén. Se comporta
como agonista parcial de CB4 y agonista completo de CB, (Porter y cols.,
2002).

2.a.5. N-araquidonil-dopamina (NADA)

Se identifico en cerebro bovino y de rata (Huang y cols., 2002).

Es agonista de CB; (Bisogno y cols., 2000) y también actua como
ligando de TRPV, (Huang vy cols., 2002).



Introduccion

2.a.6. N-araquidonil-L-serina (ARA-S)

Este endocannabinoide, identificado muy recientemente, se aislo
de cerebro bovino y se une débilmente a CB4, CB, y TRPV, (Milman vy
cols., 2006).

Figura 3. Estructura quimica de los principales endocannabinoides.
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N-araquidonil-etanolamida (AEA) 2-Araquidonil glicerol (2-AG)
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O-araquidonil etanolamina (Virodamina) 2-araquidonilglicerol éter (Noladin éter)

También existen otros derivados de acidos grasos enddgenos
considerados endocannabinoides porque, aunque no activan receptores
cannabinoides, son capaces de potenciar la actividad de AEA y 2-AG a través
de un mecanismo llamado “entourage effect”, (Ben-Shabat y cols., 1998;
Mechoulam vy cols., 2002; Smart y cols., 2002). Entre ellos se encuentran
palmitoiletanolamida (PEA), estearoiletanolamida (SEA), oleoiletanolamida
(OEA), araquidonilglicina, 2-lineoilglicerol y 2-palmitoilglicerol y oleamida

(revisado en Hanus, 2007).

2.b. Fitocannabinoides

Con este término se designa a los mas de 60 cannabinoides presentes

en la planta Cannabis sativa. Los mas importantes son:

2.b.1. A°-tetrahidrocannabinol (A°-THC)

Es el primer constituyente aislado (Gaoni y Mechoulam, 1964), y

el responsable de la propiedades psicoactivas del cannabis. Se
comporta como agonista parcial de CB; y CB,, y dependiendo del nivel
de expresién y la eficiencia en el acoplamiento a esos receptores,
activara o bloqueara su activacién por otros cannabinoides (revisado en
Pertwee, 2008).
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2.b.2. A8-tetrahidrocannabinol (A°-THC)

Sélo aparece en algunas variedades de la planta y su

concentracién es muy pequefia en comparacién con la de A®-THC. Su
perfil farmacolégico es muy parecido a A®-THC, aunque sus efectos son

mas deébiles (Mechoulam y cols., 1972).

2.b.3. Cannabinol (CBN)

Fue el primer cannabinoide obtenido en una forma pura (revisado

en Mechoulam y Hanus, 2000), y presenta mayor afinidad por el receptor
CB. que por CB,. También tiene propiedades psicoactivas, pero son
aproximadamente una décima parte de las descritas para A°%-THC
(Munro y cols., 1993).

2.b.4. Cannabidiol (CBD)

Es el principal constituyente no psicoactivo del cannabis y un

potente anti-oxidante. Tiene muy poca afinidad por los receptores
cannabinoides, aunque, muy recientemente, se ha sefialado que puede
actuar como antagonista de los agonistas de CB; y CB, (revisado en
Pertwee, 2008). CBD tiene efectos biolégicos de potencial interés
terapéutico en neuroproteccion, nauseas, emesis, isquemia cerebral,
diabetes tipo 1, ansiedad, artritis reumatoide y cancer (revisado en

Mechoulam y cols., 2007).

Figura 4. Estructura quimica de los principales cannabinoides naturales
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2.c. Ligandos sintéticos

Se clasifican en cuatro categorias (clasicos, no clasicos,
aminoalquilindoles y eicosanoides), aunque varios agonistas (JTE 907 y
BAY38-7271) y antagonistas (diarilpirazolas como SR141716A) no tienen

cabida en esa clasificacion (Howlett y cols., 2002):

11
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2.c.1. Agonistas clasicos

Mantienen la estructura de dibenzopirano de los
fitocannabinoides y se incluyen compuestos como HU-210, DMH-
cannabidiol, nabilona, dronabinol, y acido ajulémico (CT3), todos ellos
ligandos de CB, y CB, (Palmer y cols., 2002; Pacher y cols., 2006).
Nabilona (Cesamet®) y dronabinol (Marinol®) se comercializan para
controlar las nauseas y vomitos producidos por la quimioterapia
(revisado en Ben Amar, 2006) y prevenir la pérdida de peso en pacientes
con SIDA, respectivamente (Beal y cols., 1995). El acido ajulémico es un
potente anti-inflamatorio y analgésico, sin efectos psicoactivos o sobre el
comportamiento.

La distribucion, mayoritariamente periférica, de los receptores
CB,, les ha convertido en una diana atractiva para el desarrollo de
farmacos, ya que ademas su estimulacion esta desprovista de los
efectos psicotrépicos mediados por CB4. Por ello, se han desarrollado
agonistas selectivos, como son JWH-051, JWH-133, JWH-139, L-
759633 y L-759656, capaces de unirse a CB, a concentraciones por

debajo del rango nanomolar (Hollett y cols., 2002).

2.c.2. Agonistas no clasicos

Son analogos biciclicos vy triciclicos de A>THC que carecen del
anillo de pirano. El principal representante es el CP-55940, agonista de
ambos receptores, cuya forma tritiada se utilizd para demostrar la
existencia de receptores cannabinoides (Devane y cols., 1988). También
se encuentran CP-55244, CP-47497, levonantradol y el agonista
selectivo CB,, HU-308 (Palmer y cols., 2002). Levonantradol se emplea
administrado intramuscularmente como anti-emético y analgésico

(revisado en Ben Amar, 2006).

2.c.3. Aminoalquilindoles

La estructura quimica de estos compuestos difiere bastante de la
de los grupos anteriores, y su principal representante es WIN-55212,
agonista de los receptores CB; y CB, (Palmer y cols., 2002). Los
agonistas selectivos CB; de este grupo, JWH-015, L-768242, AM124,
GW405833 y GW842166X, tienen efectos utiles en modelos de
inflamacién y dolor (Howlett y cols., 2002; Nackley y cols., 2003).

12
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2.c.4. Eicosanoides
Derivados principalmente de la estructura de AEA, pero mas
estables a la hidrdlisis

enzimatica que el endocannabinoide,

encontramos metanandamida (AM356), araquidonil-2-cloroetilamida
(ACEA), araquidonil-ciclopropilamida (ACPA) y 0-1812, todos ellos
agonistas selectivos de CB (Hollett y cols., 2002). También pertenecen
a este grupo 0O-585, 0-689, 0-1812 1998),
(Parkkari 2006), los agonistas hibridos
CB4/TPRV4, 0O-1861 y arvanil (Di Marzo y cols., 2001; Di Marzo y cols.,

2002),y el hibrido CB, /TPRV4, PhAR (Appendino y cols., 2006).

(Wiley vy cols.,

retroanandamida y cols.,

En cuanto a los antagonistas, algunos ejemplos de diarilpirazolas
selectivas de CB; son, SR141716A, AM251 y AM281 (Hollett y cols., 2002).
SR141716A 1994),

Rimonabant, fue el primer antagonista descrito para CB; y esta siendo testado

(Rinaldi-Carmona y cols., también conocido como
para el tratamiento de obesidad, dependencia al tabaco y factores de riesgo
cardiometabdlicos (Gelfand y Cannon, 2006). Recientemente se ha anunciado
la suspension temporal de los ensayos clinicos realizados con Rimonabant asi
como su comercializacibon como farmaco contra la obesidad como
consecuencia de los trastornos psiquiatricos derivados de su uso (Lee y cols.,
2009). Otro antagonista selectivo de CB4, perteneciente a otra serie quimica
es LY320135. Los antagonistas selectivos de CB, mas destacados son

SR144528, AM630 y JTEQQO7 (Lambert y Fowler, 2005).

Figura 5. Antagonistas selectivos de los receptores CB; y CB,
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Las areas terapéuticas propuestas para el uso de antagonistas
cannabinoides son obesidad, dependencia a nicotina y alcohol, y desérdenes
del SNC, entre otras (Grotenhermen, 2005).

Todos estos antagonistas, ademas de prevenir o atenuar acciones
cannabimiméticas bloqueando el tono enddgeno, también pueden por si solos
provocar efectos contrarios a los evocados por agonistas cannabinoides,
comportandose como agonistas inversos en algunos sistemas (Pertwee,
1999). Por ello, también se han desarrollado antagonistas neutros, incapaces
de producir efectos cannabimiméticos inversos en ausencia de agonistas
enddégenos o0 exogenos afadidos. Todavia no se han desarrollado
antagonistas neutros de CB,, pero para CB; encontramos 0-2654, 0-2050,
VCHSR y NESS0327 (Pertwee, 2005).

3. TRANSDUCCION DE SENALES CELULARES

La transduccion de senales a través de los receptores CB; y CB,, ocurre

fundamentalmente a través de su interaccion con proteinas Gy, 0 que produce la
inhibicion de la actividad adenil ciclasa y una estimulacion de la via MAP kinasa.
Ademas el receptor CB, esta también acoplado a canales i6nicos de Ca** y K,

caracteristica que no comparte CB,.

Figura 6. Rutas de transduccion de los receptores cannabinoides (adaptacion
de Lambert y Fowler, 2005).
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3.a. Mecanismo de transduccion de serales del receptor CB;

En la mayoria de los tejidos el receptor CB4 se acopla a proteinas Gy,
aunque en determinadas circunstancias puede unirse a proteinas Gs (revisado
en Howlett, 2004), y algun estudio también sugiere que a Ggy11 (Lauckner y
cols., 2005).

La activaciéon de CB; es capaz de modular los niveles de AMPc
intracelular, y por tanto regular la fosforilacion de la proteina kinasa A y
producir cambios en la actividad celular (Childers y Deadwyler., 1996). Su
acoplamiento a las isoformas I, V, VI o VIII de adenil ciclasa a través de
proteinas Gy, siempre resulta en la inhibicion de la actividad ciclasa, a través
de la liberacion de la subunidad Gia, y la disminucién de los niveles de AMPc
intracelular. Pero los cannabinoides también pueden estimular las isoformas |,
IV o VII de la enzima, a través de la liberacion del dimero Gy, y producir un
incremento de AMPc (Rhee y cols., 1998).

Los ligandos cannabinoides, también a través de la subunidad
GBy, inhiben los canales de Ca® tipo N y P/Q y activan los canales de K" tipo
A (Mackie y Hille, 1992; Mackie y cols., 1995). Sin embargo, algunos ligandos
inhiben los canales de K* tipo D (Mu vy cols., 1999) y M (Schweitzer, 2000) en
neuronas del hipocampo.

Los niveles de Ca?* intracelular también son regulados via CB;, ya que
su activacion y acoplamiento a proteinas Gy, activa la fosfolipasa C (PLC) y
libera Ca?* de los reservorios sensibles a inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) (Sugiura
y cols., 1997). El agonista cannabinoide WIN55,212-2 también es capaz de
aumentar de la concentracion de Ca?" intracelular via CB; por acoplamiento a
Ggi11 Y aumento de la actividad de PLC (Lauckner y cols., 2005).

La ruta de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) es un
mecanismo de sefalizacién clave que regula funciones celulares como
crecimiento celular, transformacién y apoptosis. Los receptores CB; han
mostrado activar positivamente algunos miembros de la ruta como p42/p44
MAPK (también conocida como ERK 1/2) (Bouaboula y cols., 1995; Sanchez y
cols., 1998b), c-JUN N-terminal kinasa (Rueda y cols., 2000) y p38 kinasa
(Rueda vy cols., 2000; Derkinderen y cols., 2001). Aunque el mecanismo de
modulacion de MAPK por CB1 no se conoce, se han propuesto dos rutas de
transduccion de sefiales. La primera a través de la activacion de fosfatidil-
inositol 3 kinasa/proteina kinasa B (PI3k/PKB) que media la fosforilacion de
tirosina y la activacion de Raf (Gomez del Pulgar y cols., 2000). La segunda a

partir de la liberacibn de ceramidas, que como mensajeros lipidicos
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secundarios activan la cascada Raf MAPK (Sanchez y cols., 1998b). Las
ceramidas pueden provenir de la hidrélisis de esfingomielina (Sanchez y cols.,

1998b; 2001b) o ser sintetizadas de novo (Gomez del Pulgar y cols., 2002).

3.b. Mecanismo de transduccidn de senales del receptor CB,

El receptor CB, también inhibe la adenilato ciclasa a través de su
interaccion con proteinas Gy, (Bayewitch y cols., 1995), pero a diferencia de
CB4, no esta acoplado a G (Felder y cols., 1995).

Los cannabinoides pueden modular también la ruta MAPK via CB,, a
través de la activacion de PI3k/PKB, que en este caso induce la translocacion
de Raf-1 a la membrana vy la fosforilacién de p42/p44 MAPK (Sanchez y cols.,
2003).

La estimulacion del receptor CB, también incrementa los niveles de
Ca?" intracelular a través de la activacion de PLC vy la consiguiente liberacion

de Ca®* de los reservorios sensibles a IP; (Zoratti y cols., 2003).

4. MECANISMO DE INACTIVACION ENDOCANNABINOIDE

Los endocannabinoides, como ocurre con los neurotransmisores clasicos,

tienen un sistema especifico de inactivacién encargado de terminar su actividad
biolégica. Esta inactivacién tiene lugar a través de un proceso de dos pasos que
incluye la retirada del medio del ligando y su degradacién enzimatica en el interior

de la célula.

4.a. Recaptacion de endocannabinoides

En un principio, debido a la estructura hidrofébica de los
endocannabinoides, se considerd que el transporte de estos ligandos a través
de la membrana celular era un proceso pasivo. Sin embargo, en 1994 Di
Marzo y cols. sugieren que la acumulacién de AEA en neuronas es a través
de un proceso de difusion facilitada, mediado por una proteina transportadora
presente en la membrana. Afios mas tarde, varios estudios confirman que la
recaptacion de AEA es un proceso de transporte facilitado, es decir, un
proceso rapido, saturable, especifico, dependiente de la temperatura e
independiente de Na® y de ATP (Beltramo vy cols., 1997; Hillard y cols., 1997;
Maccarrone vy cols., 2000). El transporte de endocannabinoides se ha
estudiado y caracterizado en neuronas, ceélulas gliales y lineas celulares

centrales y periféricas (Beltramo vy cols., 1997; Hillard y cols., 1997;
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Maccarrone y cols., 2000). Pero hasta este momento, esta proteina
transportadora no se ha conseguido aislar y/o clonar, lo que ha generado
cierta controversia sobre su existencia. Un estudio muy reciente acaba de
identificar a las proteinas que unen acidos grasos (FABPs) como los primeros
transportadores intracelulares de AEA (Kaczocha y cols., 2009).

Otros mecanismos de recaptacion que se han propuesto incluyen: a)
difusién simple a través de la membrana, regulada por la hidrélisis de AEA
(Kaczocha y cols., 2006), b) difusién simple y secuestro de AEA intracelular
por una proteina o compartimiento lipidico (Hillard y Jarrahian, 2003), c)
internalizacion de AEA independiente de su hidrdlisis enzimatica (Fegley vy
cols., 2004; Hillard y cols., 2007), d) endocitosis mediada via caveola/lipids
rafts (McFarland y cols., 2004).

Aunque el mecanismo responsable de la acumulacién de AEA no esta
resuelto, en los ultimos afos se han desarrollado y caracterizado compuestos
como AM404, VDM11, OMDM-1, OMDM-2 y UCM707, capaces de inhibir su
recaptacion (revisado en Lambert y Fowler, 2005).

En cuanto a la recaptacion de 2-AG, se conocen pocos datos. Hasta el
momento parece que el proceso de internalizacion es mediado por un
transportador comun para AEA y 2-AG, puesto que el compuesto AM404 es
capaz de inhibir la recaptacion de ambos endocannabinoides (Piomelli y cols.,
1999; Bisogno y cols., 2001). También se propone que sean dos los
transportadores que median el transporte de AEA y 2-AG, funcionalmente
similares y selectivos para cada ligando, pero capaces de transportar ambos

endocannabinoides con una eficacia similar (Bisogno y cols., 2001).

4.b. Hidrdlisis de AEA

Una vez en el interior de la célula, la enzima responsable de hidrolizar

el enlace amida de AEA, dando lugar a acido araquidénico y etanolamina, es
la amido hidrolasa de acidos grasos (FAAH). FAAH es una proteina integral
de membrana, perteneciente a la familia de las amidasas, que ejerce su
actividad principalmente en reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi, y es
capaz de hidrolizar varias N-aciletanolamidas y amidas primarias de acidos
grasos, como PEA, OEA y oleamida.

Se cloné por primera vez en rata (Cravatt y cols.,, 1996), vy
posteriormente en humano, ratén y cerdo, compartiendo todas ellas un 73%

de homologia de secuencia (revisado en Lambert y Fowler, 2005).
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La distribucion de FAAH varia entre especies. En rata, se distribuye
principalmente en higado, intestino delgado, cerebro, rifidn, testiculos, pulmén
y bazo, y en humano, en pancreas, cerebro, rindn y musculo esquelético
(Cravatt y cols., 1996; Lambert y Fowler, 2005).

En cerebro, FAAH se localiza en el soma y dendritas de células
piramidales y de Purkinje en cerebelo, corteza e hipocampo (Egertova y cols.,
1998; Tsou y cols., 1998b), regiones con un elevado nivel de expresion de
CB1. A pesar de la localizacién postsinaptica de la enzima (Gulyas y cols.,
2004), las neuronas FAAH positivas no se localizan postsinapticamente con
respecto a las neuronas que expresan CB;, por tanto, el receptor y la enzima
no presentan un patrén de expresion complementario (Egertova y cols., 2003).
FAAH también esta presente en oligodendrocitos (Egertova y cols., 2003) y
astrocitos (Stella y cols. 1997; Romero y cols., 2002), siendo su expresion y
actividad mas elevadas en los astrocitos reactivos préximos a los depdsitos de
B-amiloide, caracteristicos de la enfermedad de Alzheimer (Benito y cols.,
2003) y Sindrome de Down (Nufiez y cols., 2008).

Recientemente, se ha identificado en humano y primates una segunda
amido hidrolasa de acidos grasos (FAAH-2), que comparte un 20% de
homologia de secuencia con FAAH (Wei y cols., 2006). FAAH-2 también
hidroliza amidas primarias de acidos grasos y es sensible a las principales
clases de inhibidores de FAAH, pero su distribucion tisular es diferente (Wei y
cols., 2006).

El desarrollo de inhibidores de FAAH (revisado en Lambert y Fowler,
2005), entre los que destacan URB597 y OL-135, ha permitido obtener
efectos beneficiosos en dolor, ansiedad y depresion, eliminando los efectos
secundarios que acompanaban a la activacion de CB, (Kathuria y cols., 2003;
Lichtman y cols., 2004a; Gobbi y cols., 2005).

Los ratones knock out para la enzima, en los que los niveles de AEA y
otras N-aciletanolamidas son 10 veces superiores que en animales wild type
(Cravatt y cols., 2001), también muestran una menor sensibilidad al dolor
(Lichtman vy cols., 2004b), como consecuencia del aumento del tono
endocannabinoide. Mas recientemente, se ha generado un segundo modelo
de ratones knock out para FAAH (Cravatt y cols., 2004), en los que la
expresion de la enzima se ha restringido al SNC. En este modelo, la analgesia
parece ser mediada por la interaccion de AEA con los receptores

cannabinoides en el SNC, mientras que la actividad anti-inflamatoria es

18



Introduccion

mediada por los niveles periféricos elevados de amidas de acidos grasos
(Cravatt y cols., 2004).

4.c. Hidrdlisis de 2-AG

El endocannabinoide 2-AG también puede ser sustrato de la enzima

FAAH in vitro (Goparaju y cols., 1998), pero no in vivo, puesto que los niveles
de 2-AG en cerebro de ratones knock out para FAAH no varian con respecto a
wild type (Pacher y cols., 2005).

2-AG es hidrolizado por una monoacilglicérido lipasa (MAGL) (Dinh vy
cols., 2002), clonada en ratdon (Karlsson y cols., 1997) y rata (Dinh y cols.,
2002), que no hidroliza AEA, y que se localiza en neuronas presinapticas
(Gulyas y cols., 2004).

Esta enzima se expresa principalmente en rifidén, testiculos, tejido
adiposo, glandula adrenal y cerebro (Karlsson y cols., 1997). En cerebro, los
niveles mas altos de MAGL, al igual que FAAH, se encuentran en aquellas
regiones donde CB, también es abundante, tales como hipocampo, corteza,
talamo anterior y cerebelo (Dinh y cols., 2002; Gulyas y cols., 2004).

Un estudio reciente sugiere la existencia de una nueva MAGL, que se
expresa en microglia primaria de ratén y en la linea celular BV-2, y que esta
enriquecida en las fracciones mitocondrial y citosélica. Esta enzima es
farmacologicamente diferente a MAGL vy seria la responsable de controlar los
niveles de 2-AG en microglia (Muccioli y cols., 2007).

La familia de inhibidores de MAGL contiene pocos miembros y la
mayoria de ellos son poco selectivos. Los inhibidores de FAAH, como
URB597 y OL-135, no producen una inhibicién significativa de MAGL. Sin
embargo, dos analogos de araquidonilglicerol, O-2203 y O-2204, son capaces
de inhibir MAGL y FAAH, con una potencia similar y sin activar los receptores

CB; (revisado en Lambert y Fowler, 2005).

4.d. Otros mecanismos de inactivacion endocannabinoide

Algunos datos sefialan que AEA y 2-AG, también pueden ser
susceptibles a mecanismos oxidativos catalizados por varios tipos de
oxigenasas. Estas enzimas estan involucradas en la produccion eicosanoide
de acido araquidénico e incluyen lipoxigenasas (LOX), cicloxigenasas (COX) y
oxidasas del citocromo P450 (Kozak y Marnett, 2002).

La isoforma constitutiva de COX, COX-1, es menos efectiva que COX-

2 metabolizando endocannabinoides (Kozak y cols., 2003). Sin embargo, la
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isoforma inducible, COX-2, oxigena AEA (Yu y cols., 1997) y 2-AG (Kozak vy
cols., 2000) proporcionando prostaglandin etanolamidas y prostaglandin
glicerol esteres, una clase nueva de prostaglandinas involucradas en la
plasticidad sinaptica del hipocampo (Yang y cols., 2008).

2-AG también puede ser metabolizado por LOX-12 (Moody vy cols.,
2001) y LOX-15, pero no por la enzima LOX-5 (Kozak y cols., 2002). El
derivado 15 hidro-peroxi, generado a partir de la oxigenacién de 2-AG por
LOX 15, puede actuar como ligando de los receptores nucleares PPARa., pero
no de PPARy (Kozak y cols., 2002). De modo que la oxigenacién de 2-AG
puede representar una ruta para la generacion de agonistas de PPARa. AEA
también puede ser metabolizada por diferentes lipoxigenasas, y todos sus
derivados oxigenados son buenos inhibidores de FAAH (van der Stelt y cols.,
2002).

El metabolismo oxidativo de AEA y 2-AG por las enzimas del citocromo
P450 produce un grupo diverso de productos oxigenados, que incluye
epoxidos e hidroxi-metabolitos (Snider y cols., 2007).

Cabe la posibilidad de que la oxigenacion de AEA y 2-AG, represente
una fuente de mediadores noveles, que posean actividades bioldgicas
potentes y diferentes de las que presentan los endocannabinoides de los que

proceden.
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ll. SISTEMA ENDOCANNABINOIDE GLIAL

El SNC esta constituido por neuronas y células gliales, y la relacion entre estos
dos tipos de células es fundamental para mantener la homeostasis cerebral. Las
células gliales tienen como funcién servir de soporte a las neuronas, regular las
funciones metabdlicas del tejido nervioso y mantener los niveles de oxigeno y

nutrientes, ademas de participar en procesos inflamatorios que defienden al SNC y lo
ayudan a recuperarse frente a agresiones externas.

Figura 7. Tipos celulares del SNC.
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1. ASTROCITOS

Los astrocitos son el tipo celular no neuronal mas numeroso en el SNC y de
mayor tamano. Como su nombre sugiere, son células en forma de estrella con
numerosas prolongaciones citoplasmaticas, largas y estrechas, llamadas “foot
processes”, que irradian del soma hacia células vecinas. Los astrocitos pueden ser
(revisado en Raivich y cols., 1999): i) protoplasmaticos, con prolongaciones
ramificadas y cortas, que se localizan principalmente en la sustancia gris dispersa
entre los cuerpos neuronales; y ii) fibrosos, o células en forma de arafa, con

prolongaciones mas largas y mas delgadas, que se situan principalmente en la
sustancia blanca entre los haces de axones mielinizados.
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Estas células gliales forman la micro-arquitectura del cerebro, proporcionando
soporte estructural, tréfico y metabdlico a las neuronas (Chen y Swanson, 2003).
Ademas responden a distintos neurotransmisores (glutamato, GABA vy acetilcolina,
entre otros), modulan la excitabilidad neuronal y participan activamente en la
transmisién y almacenamiento de la informacion sinaptica (Perea y Araque, 2007).

También ayudan a establecer y mantener los limites del SNC, tales como la
barrera hematoencefalica (BHE), a través de interacciones con las células
endoteliales, y regulan la expresion y funcion de varios transportadores
endoteliales (revisado en Abbott y cols., 2006).

En respuesta a patologias del SNC tales como trauma, isquemia, tumores o
enfermedades neurodegenerativas, los astrocitos se activan, dando lugar al
proceso conocido como “gliosis reactiva” o “astrogliosis”. Este proceso es
fundamental para limitar las areas de dafio (por la formacion de cicatrices) y
recuperar la actividad neuronal. Su rasgo distintivo es el aumento en nimero de
astrocitos y la hipertrofia de sus procesos celulares. Ademas, se caracteriza por la
sobreexpresion de algunas proteinas del filamento intermedio como la proteina
glial fibrilar acidica (GFAP) y la vimentina (Eddleston y Mucke, 1993). En dichas
condiciones patoldgicas, los astrocitos ademas producen una serie de mediadores
quimicos (glutamato, aspartato, ATP, NO, MIP-2, TNF-a e IL-1p, entre otros) que
incrementan la permeabilidad de la BHE (Ballabh y cols., 2004).

1.a. Astrocitos y SCE

La presencia del receptor CB4 en astrocitos esta bien documentada.

Se ha descrito inmunoreactividad para CB; en astrocitos del nucleus
accumbens en ratas Sprague-Dawley (Rodriguez y cols., 2001) y también en
astrocitos localizados en el cortex cingulado, el tracto medial del cerebro
anterior, la amigdala, nucleus accumbens y lamina | y |l del asta dorsal del
hipocampo en ratas Wistar (Moldrich y Wenger, 2000). Las fibras gliales
perivasculares también muestran una densidad moderada-alta de la proteina
CB; en las estructuras olfatoria y limbica (Salio y cols., 2002).

Los datos in vitro, por el contrario, son mas controvertidos. Cultivos
de astrocitomas humanos, de diferentes grados, y astrocitos de rata
expresan el receptor CB; (Bouaboula y cols., 1995; Sanchez y cols., 1998a).
Molina y cols., (2002) también detectan expresion del receptor en astrocitos
en cultivo de ratones CD1, mientras que Walter y Stella (2003) no consiguen
ver expresion en astrocitos de ratones C57BL/6. Ademas, dos estudios

llevados a cabo en astrocitos de ratones Swiss-Webster presentan resultados
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contradictorios (Sagan vy cols.,, 1999; Abood vy cols., 2001). Estas
discrepancias pueden ser reflejo de las diferencias en las estructuras del
SNC utilizadas para preparar los cultivos de astrocitos, diferencias en los
sistemas de cultivo o condiciones, edad de los cultivos y entre las especies.
Es importante apuntar que la expresion de CB; cambia con el estado de
diferenciacion de las células en cultivo (Daaka y cols., 1996; Noe y cols.,
2000).

También existen datos contradictorios con respecto a si los
astrocitos expresan el receptor CB,. Dos estudios realizados en astrocitos
primarios de rata y ratdbn no encuentran expresion de CB, (Bouaboula y cols.,
1995; Walter y Stella, 2003). Por el contrario, Carlisle y cols. (2002) y Sheng
y cols. (2005) encuentran ARNm de CB, en cultivos de astrocitos corticales
de rata y astrocitos humanos, respectivamente. Estos resultados pueden
ligarse al hecho de que los niveles o expresion del receptor CB, pueden

cambiar en funcién de la activacion celular (Carlisle y cols., 2002).

Los cannabinoides inducen efectos muy diferentes en astrocitos.
Asi, los cannabinoides, WIN55212-2 y HU-210 via CB4, protegen astrocitos
de la apoptosis inducida por ceramidas in vitro e in vivo, a través la activacion
de PI3K y ERK (Galve-Roperh y cols., 2002; Gémez del Pulgar y cols.,
2002a). Pero, contrariamente a este papel protector, cannabinoides como
WIN55,512-2, A>-THC y JWH-133, también inducen apoptosis en gliomas.
(Galve-Roperh y cols., 2000; Sanchez y cols., 1998; Sanchez y cols., 2001a),
Estos efectos divergentes a cannabinoides por parte de astrocitos y gliomas
pueden ser debidos a diferencias en la regulacion en la ruta de sintesis de
ceramidas de novo (Carracedo y cols., 2004). Los cannabinoides también
son capaces de reducir la expresion de iINOS y la liberacion de NO, y
potenciar la produccién de IL-6 a través de CB4, en gliomas y astrocitos
primarios tratados con LPS y astrocitos infectados con el virus de la
encefalomielitis murina de Theiler (Molina-Holgado y cols., 1998; Esposito y
cols., 2001). En astrocitos activados por IL-18, WIN55,512-2 es capaz de
inhibir la produccion de mediadores inflamatorios como TNF-a, MCP-1,
RANTES, IP10, IL-8 y las moléculas de adhesion ICAM-1y VCAM-1(Sheng vy
cols., 2005).

Hasta el momento se desconoce si los astrocitos producen

endocannabinoides, principalmente a causa de la limitada sensibilidad de los
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métodos empleados (Di Marzo y cols., 1994; Stella y cols., 1997). Aunque
recientemente, Walter y cols. (2002) han desarrollado un nuevo método, que
permite detectar femtomoles de AEA y otras aciletanolamidas en muestras
bioldgicas, gracias al cual han detectado y cuantificado la produccion de

AEA, PEA y OEA y otras aciletanolaminas, por astrocitos de raton en cultivo.

Finalmente, son muchas las evidencias sobre la inactivacion de
endocannabinoides a través de su recaptura o hidrolisis por parte de
astrocitos y lineas celulares de astrocitoma (Beltramo y cols., 1997; Deutsch
y cols., 2000; Bisogno vy cols., 2001). Datos inmunohistoquimicos y
enzimaticos muestran expresidon de la enzima FAAH en astrocitos
perivasculares humanos de la sustancia blanca y gris, en cortex y ganglios
basales (Romero y cols., 2002). En un estudio previo, en cultivo de astrocitos
de ratdon, también se detectd expresion de las proteinas FAAH y MAGL, asi
como sus correspondientes actividades enzimaticas (Stella y cols., 1997).
Beltramo y cols., (1997) pudieron mostrar cémo el 2-AG era metabolizado

rapidamente por células de astrocitoma humano.

2. OLIGODENDROCITOS

Son las células productoras de mielina en el SNC (revisado en Ndubaku y

de Bellard, 2008) y el principal tipo celular de la sustancia blanca, lo que en
humanos constituye alrededor del 50% del volumen total del cerebro. Los
oligodendrocitos son células mas pequefias que los astrocitos y con pocas
prolongaciones. Se han identificado dos tipos celulares: i) los oligodendrocitos
interfasciculares, que se encuentran en la sustancia blanca y se encargan de la
produccién y mantenimiento de la mielina; estas ceélulas pueden recubrir con
mielina los axones de mas de una neurona, a diferencia de las células de
Schwann, y para tal fin sus procesos se extienden desde el soma celular hasta
establecer contacto con los axones, formando un entramado sostén para las
neuronas (Butt y Ransom, 1993); y i) los oligodendrocitos satélites, se encuentran
en la sustancia gris y se asocian fuertemente a los somas, sin saber cual es el tipo
de union ni su finalidad.

Los oligodendrocitos expresan receptores de glutamato permeables a Ca**
y presentan baja resistencia a procesos de estrés oxidativo, dos factores que les
hace particularmente susceptibles a procesos de apoptosis y necrosis (revisado en

Matute y cols., 2007). El dafio de los oligodendrocitos compromete la funcién del
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cerebro, y su lesibn o muerte es una caracteristica importante en desérdenes
desmielinizantes y neurodegenerativos como esclerosis multiple (EM).

Las células precursoras de oligodendrocitos (OPCs), que se originan
durante el desarrollo embrionario del SNC (revisado en Sher y cols., 2008),
restauran parcialmente la mielina perdida en estos desoérdenes. Estas células son
reclutadas en areas desmielinizadas para llevar a cabo el proceso de
remielinizacién (Chang y cols., 2002). Sin embargo, su supervivencia y exitosa
diferenciacion a oligodendrocitos mielinizantes requiere un contacto axén-
oligodendrocito adecuado (Fernandez y cols., 2000) y factores tréficos liberados
por neuronas y astrocitos (Barres y cols., 1992; Gard vy cols., 1995). Por ello, la
aplicacion en la zona de lesion de células madre neurales derivadas de OPCs,
6ptimamente funcionales, se ha convertido en una aproximacién terapéutica para

promover el proceso de remielinizacion (revisado en Sher y cols., 2008).

2.a. Oligodendrocitos y SCE

Molina-Holgado y cols., (2002b) detectaron expresion del receptor CB;

en las distintas etapas del desarrollo de oligodendrocitos de rata en
experimentos in vivo e in vitro. En cultivos primarios, los oligodendrocitos,
progenitores y diferenciados, también expresaban CB,, pero no asi in vivo.
Los cannabinoides, a través de la activacion de los receptores CB; y
CB, protegen los progenitores de oligodendrocitos de la apoptosis, via un
mecanismo dependiente de la ruta de sefalizacién Pl;K/Akt (Molina-Holgado
y cols., 2002b). También son capaces de reducir la respuesta de las células
T-CD4" en un modelo animal de EM, consiguiendo un incremento
significativo en la capacidad de remielinizacion de los axones (Arévalo-Martin
y cols., 2003). Estos autores sugieren que los cannabinoides, a través de sus
acciones anti-inflamatorias y los efectos en la supervivencia y diferenciacion
de los oligodendrocitos, pueden favorecer la reparacion de la mielina de

forma directa.

No existen datos sobre la produccion de endocannabinoides bajo
condiciones basales o estimuladas por oligodendrocitos, o si son capaces de
recapturarlos (Witting y Stella, 2004). Un estudio immunohistoquimico
comparativo sobre la distribucion de FAAH vy el receptor CB4 en cerebro de
ratén, reveld la presencia de la enzima en tractos de fibras identificadas como
oligodendrocitos (Egertova y cols., 2003). En el cerebro medio la expresion

de FAAH por oligodendrocitos era particularmente llamativa y abundante en
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la sustancia blanca que rodea el nucleo cerebelar. Hasta la fecha, se
desconoce la funcion de FAAH en estas células gliales. La asociacion de
FAAH con oligodendrocitos en tractos de fibras es de particular interés si se
considera la reduccién de su actividad en el estriado descrita en un modelo
de la enfermedad de Parkinson (Gubellini y cols., 2002). Egertova y cols.,
(2003) especulan que la pérdida de neuronas también puede conducir a la
pérdida de los oligodendrocitos asociados que expresan FAAH, lo que podria

motivar los niveles reducidos de FAAH estriatal en ese modelo experimental.

3. MICROGLIA

Esta poblacion celular constituye el 12% de las células en el SNC vy fue
descrita originariamente por Pio del Rio-Hortega (del Rio-Hortega, 1932). Son las
células inmunes efectoras del SNC, o los también llamados “macréfagos del
cerebro”, y sus funciones incluyen fagocitosis, presentacion del antigeno, y
produccién y liberacion de factores neurotoxicos (TNF-a, IL-B, IL-6 y especies
reactivas de oxigeno) y neurotroficos (Gehrmann y cols., 1995; Rock y cols., 2004).
Aunque su origen exacto es un tema controvertido, numerosos estudios, apoyando
la hipotesis de Del Rio-Hortega, sostienen que la microglia deriva de células
precursoras del mesodermo. Sin embargo, también se ha demostrado que
monocitos circulantes penetran en el cerebro, durante el desarrollo embrionario y
primeras etapas postnatales, colonizando los espacios perivasculares y el propio
parénquima (Ling y Wong, 1993).

La microglia del parénquima se localiza préxima a las neuronas, astrocitos
y oligodendrocitos en la sustancia gris y entre los tractos de fibras en la sustancia
blanca del SNC (Lawson vy cols., 1990). Estas células se han clasificado en cuatro
tipos en base a estudios patofisioldgicos y de desarrollo (revisado en Gehrmann vy
cols., 1995): (i) la microglia ameboide, se localiza, principalmente durante la etapa
perinatal, en areas de sustancia blanca como el cuerpo calloso. Fenotipicamente
es similar a la microglia reactiva, con un gran cuerpo celular globular y procesos
cortos; (ii) Durante las etapas postnatales del desarrollo la microglia ameboide se
transforma en la microglia ramificada o “resting microglia”, que representa la
poblacion permanente del SNC adulto no patolégico. Se caracteriza por presentar
gran cantidad de ramificaciones y un pequefio citoplasma perinuclear (Kaur y Ling,
1991). Estas células también muestran ser células dindamicas, que se encuentran
supervisando constantemente su medio ambiente a través de la motilidad sus

procesos (Nimmerjahn vy cols., 2005); (iii) la microglia activada no-fagocitica se
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encuentra en areas de inflamacién del SNC y presenta un cuerpo celular
hipertréfico y un retroceso en sus ramificaciones; (iv) la microglia fagocitica o
microglia reactiva, que recupera sus propiedades ameboides y de movilidad
necesarias para desempenar su funcidon macrofagica, se localiza en areas de
infeccién, trauma o necrosis neuronal. Estas diferentes formas de la microglia del
parénquima no son independientes unas de otras, si no que representan las
transformaciones de un tipo celular en otro. La microglia muestra plasticidad en su
morfologia y apariencia, especialmente durante una lesién o enfermedad (revisado
en Davoust y cols., 2008).

La microglia perivascular es un tipo especializado de microglia que se
encuentra en la proximidad de los vasos sanguineos del SNC, separada del
parénquima cerebral por una lamina basal (Graeber y cols., 1989). Estas células
perivasculares poseen funciones fagociticas y de presentacion de antigeno, y se
cree que existen predominantemente en estado activado (Hickey y Kimura, 1988;

Gehrmann y cols., 1995).

3.a. Microglia y SCE

La expresion de CB, en microglia es constitutiva, pudiéndose detectar

niveles bajos del receptor en todos los estados de activacion en células de
rata, ratbn y humano en cultivo (Sinha y cols., 1998; Carlisle y cols., 2002;
Molina-Holgado y cols., 2002; Facchinetti y cols., 2003; Klegeris y cols., 2003;
Cabral y Marciano-Cabral, 2005). Sin embargo, los niveles de ARNm vy
proteina del receptor CB, en microglia estan modulados diferencialmente en
relacion al estado de activacion (Carlisle y cols., 2002; Cabral y Marciano-
Cabral, 2005). La microglia en estado “resting” no expresa receptores CB,, ya
que este receptor parece estar ausente en cerebro sano de rata y ratdon
(Howlett y cols., 2002). Aunque en cerebelo de pacientes sanos (sin
patologia en el SNC), Nufiez y cols. (2004) describieron expresion de CB, en
una poblacién microglial especifica, la microglia perivascular. Este trabajo no
descarta que sea debido a la induccion de este subtipo de receptor
cannabinoide en respuesta al periodo de agonia o post-mortem previos, asi
como posibles diferencias entre especies. Sin embargo, la microglia activada
de rata, ratén y humano, expresa receptores CB,, in situ e in vitro, y su nivel
de expresion depende del estado de activacion célular (Carlisle y cols., 2002;
Facchinetti y cols., 2003; Klegeris y cols., 2003; Walter y cols., 2003; Cabral y
Marciano-Cabral, 2005).
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Los cannabinoides son capaces de reducir la expresién, inducida por
LPS, de citoquinas pro-inflamatorias, tales como IL-1a, IL1B, IL-6 y TNF-a, en
células microgliales de rata, a través de un mecanismo aparentemente
independiente de CB4 y CB; (Puffenbarger y cols., 2000; Facchinetti y cols.,
2003). También son capaces de modular la liberacién de NO por la microglia,
a través de la activaciéon de CBi, aunque los datos son contradictorios
(Stefano y cols., 1996; Waksman vy cols., 1999). Varios trabajos describen
que la activacién del receptor CB; estimula funciones microgliales tales como
la migracién (Walter y cols., 2003; Franklin y Stella, 2003) y la proliferacion
celular (Carrier y cols., 2004). Frente a estas acciones pro-inflamatorias, los
cannabinoides también tienen efectos anti-inflamatorios mediados por CB, y
son capaces de reducir los niveles de citoquinas pro-inflamatorias y
expresion de iINOS en células microgliales activadas por diferentes estimulos
(Klegeris y cols., 2003; Ortega-Gutiérrez y cols., 2005a; Ehrhart y cols., 2005;
Eljaschewitsch y cols., 2006).

Las células microgliales son capaces de producir e inactivar
endocannabinoides. Varios grupos han demostrado que
monocitos/macrofagos producen 2-AG y AEA (Di Marzo y cols., 1996, 1999;
Schmid y cols., 1997), y que estos niveles se incrementan con estimulos
especificos, tales como LPS y el factor de activacion plaquetaria (Liu y cols.,
2003b). Estos ligandos enddgenos también son sintetizados por microglia,
que produce aproximadamente 20 veces mas endocannabinoides que
neuronas y astrocitos (Walter y cols., 2003). Los niveles basales de AEA y 2-
AG también aumentan cuando la microglia se estimula, siendo mayor la
produccion de 2-AG (Walter y cols., 2003; Carrier y cols., 2004).
Recientemente, se ha detectado la expresion y actividad enzimatica de FAAH
en microglia, no estimulada y tratada con LPS, en cultivos de microglia
cortical de rata y la linea celular BV-2 (Tham vy cols., 2007). En esta linea
celular murina, también se ha descrito la expresién de una MAGL nueva,
farmacologicamente diferente de MAGL, que seria la responsable de

controlar los niveles de 2-AG en microglia (Muccioli y cols., 2007).
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ll. NEUROINFLAMACION Y SCE

El proceso inflamatorio que tiene lugar en el cerebro cuando la glia,
especialmente astrocitos y microglia, es activada en respuesta a estimulos tales como
una infeccion, o un episodio de dafno o trauma se conoce como “neuroinflamacion”. En
condiciones normales, esta inflamaciéon del SNC, es generalmente beneficiosa y
permite al cerebro responder a cambios en su ambiente y deshacerse de tejido
dafiado o sustancias no deseadas a través de procesos fagociticos y de la produccion
de factores de proteccion o reparacion. Sin embargo, en ocasiones este balance se
altera y el proceso inflamatorio persiste, incluso cuando el estimulo que ha provocado
la inflamacién es eliminado, jugando un papel clave en la progresién del dafo en
enfermedades neurodegerativas como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de
Parkinson, la enfermedad de Huntington, encefalopatia por VIH, esclerosis multiple,
isquemia y dafio por trauma cerebral.

Esta respuesta inmune comprende la activacion de microglia y astrocitos, la
produccion de citoquinas, quimioquinas, proteinas del complemento, proteinas de fase
aguda y en muchos casos infiltracion de linfocitos. Los mediadores neurotéxicos y pro-
inflamatorios (TNF-a, IL-1B, IL-6, eicosanoides, NO y especies reactivas de oxigeno)
producidos por las células gliales, principalmente por microglia reactiva, pueden
resultar perjudiciales para las neuronas exacerbando su degeneracién y contribuyendo
al proceso neurodegenerativo (Boje y Arora, 1992; Liu y Hong, 2003; Wyss-Coray,
2006).

Los cannabinoides naturales y sintéticos son capaces de contrarrestar algunos
de estos efectos y proporcionar neuroproteccion en dichas condiciones patologicas
(revisado en Martinez-Orgado y cols., 2007). Las acciones neuroprotectoras se creen
que son mediadas a través de una variedad de mecanismos, que incluyen acciones
anti-oxidantes (Hampson y cols., 1998), inhibicién del flujo de Ca** mediado por NMDA
(Mackie y Hille, 1992; Nadler y cols., 1993) e inhibicion de la liberacion de glutamato
(Kofalvi y cols., 2007). Los cannabinoides actuan sobre las neuronas y glia para inhibir
la liberacion de moleculas pro-inflamatorias, incluyendo IL-1, TNF-a y NO (Molina-
Holgado y cols., 1997 2002a; Puffenbarger y cols., 2000; Cabral y cols., 2001), y
aumentar la liberacion de las citoquinas anti-inflamatorias IL-4, IL-10 (Klein y cols.,
2000) e IL-1ra (Molina-Holgado y cols., 2003), etc. De modo que, los efectos
beneficiosos en neuroinflamacién se deben a la inhibicion de la produccion de
mediadores pro-inflamatorios, aumento de la produccion de factores anti-inflamatorios,
inhibicion del reclutamiento de microglia y aumento de la supervivencia de astrocitos y

oligodendrocitos.
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ENCEFALITIS INDUCIDA POR VIH (EVIH)

Este proceso inflamatorio subyace a la sintomatologia clinica de la

demencia asociada a VIH, que afecta, al menos, a un 5-7% de pacientes con
SIDA por afio, s6lo en Europa (Mollace y cols., 2001). A pesar del descenso inicial
en la incidencia de encefalitis y/o demencia como resultado de la terapia
antiretroviral, este porcentaje estda aumentando de nuevo, debido a la mayor
esperanza de vida en los individuos infectados por VIH. Estos pacientes presentan
numerosos sintomas motores y cognitivos, incluyendo debilidad en las piernas,
pérdida de memoria, apatia, aislamiento social y cambios en la personalidad. En
su forma mas severa y avanzada, la enfermedad conduce al paciente de forma
progresiva a un estado vegetativo (Gonzalez-Scarano y Martin-Garcia, 2005). El
cerebro de los nifios parece ser mas vulnerable, probablemente debido a la
inmadurez de la BHE cuando son infectados.

Generalmente, se cree que la entrada del VIH-1 en el cerebro sigue la
estrategia conocida como “caballo de Troya” (Kaul y cols., 2001). De acuerdo a
esta hipdtesis, los monocitos periféricos infectados que migran a través de la BHE
para reemplazar a los macrofagos perivasculares, actian como portadores del
virus. De este modo, todos los virus que se encuentran en el cerebro
probablemente derivan de monocitos que se han diferenciado a macréfagos
perivasculares (Gonzalez-Scarano y Martin-Garcia, 2005). Una vez en el interior
del SNC, los macréfagos infectados productivamente constituyen una fuente del
virus e infectan la microglia que también contribuye a la produccién del virus y
actia como reservorio viral. Aunque se han descrito varios mecanismos de
infeccién de astrocitos por VIH, generalmente se acepta que la infeccién de este
tipo celular no es productiva y que no contribuyen a la replicacion viral (Gonzalez-
Scarano y Martin-Garcia, 2005). También parece bien establecido que las
neuronas no son infectadas de forma directa. El dafio neuronal se atribuye a
varios mecanismos, que incluyen stress oxidativo, produccién y liberacién de
citoquinas pro-inflamatorias, y/o dafo directo por proteinas virales, que conducen
a la neurodegeneracion y los subsiguientes sintomas clinicos (Gonzalez-Scarano
y Martin-Garcia, 2005).

La entrada de linfocitos T-CD4" periféricos dentro del SNC es una
caracteristica adicional de EVIH, aunque su contribucion no esta clara,
principalmente porque los analisis genotipicos y fenotipicos muestran que los virus
del cerebro son mas similares a aquellos que proceden de monocitos y/o
macrofagos que a los que provienen de linfocitos T (Gonzalez-Scarano y Martin-
Garcia, 2005).
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1.a. Rasgos neuropatolégicos de EVIH

La demencia asociada a VIH se asocia patolégicamente con EVIH, y
este tipo de encefalitis virica se caracteriza por la formacion de células
gigantes multinucleadas (CGMs) (resultado de la fusion de macréfagos y
microglia), nédulos microgliales, infiltracion de macréfagos desde la periferia,
astrogliosis extensa, palidez de la mielina y pérdida neuronal (Persidsky vy
Gendelman, 2003). La palidez de la mielina, se cree que es indicativa de dano
axonal o mielinico, o de la ruptura de la BHE. El 50% de los pacientes con
este tipo de demencia presentan CGMs y mielina palida cuando se les realiza
la autopsia. Estos rasgos neuropatolégicos, se encuentran generalmente en
las regiones subcorticales del cerebro tales como los ganglios basales, tallo
cerebral y sustancia blanca profunda. Por ello, no sorprende que la demencia
asociada a VIH presente rasgos mas caracteristicos de una demencia
subcortical (enfermedad de Huntington) que de una demencia cortical

(enfermedad de Alzheimer) (Patrick y cols., 2002).

1.b. Papel de las células gliales en EVIH

Las células microgliales y macrofagos infectados por VIH se activan y
secretan tanto neurotoxinas endégenas (TNF-a, IL-1B, IL-8, eicosanoides y
NO) como proteinas virales (Tat, gp120 y gp41), que pueden resultar toxicas
para las neuronas y/o astrocitos (Nottet y cols., 1995; Adamson y cols., 1996).
Estas células microgliales también pueden inducir el reclutamiento de mas
macrofagos y microglia al sitio de infeccidon induciendo a las células
endoteliales a liberar citoquinas tales como MCP-1/CCL2, MIP-1a/CCL3 y
MIP-1B/CCL4 (Lipton y Gendelman, 1995; Persidsky y cols., 1999). Niveles
elevados de MCP-1, RANTES/CCL5 se han detectado en el cerebro y fluido
cerebroespinal de pacientes con EVIH y demencia asociada a VIH (Kelder y
cols., 1998; McManus y cols., 2000).

Los astrocitos activados por las citoquinas inflamatorias liberadas
(TNF-a, IL-1B e IFN-y) pueden contribuir al dafio neuronal. Su exposicién al
acido araquidonico liberado por los macrofagos y citoquinas da como
resultado un deterioro en la recaptura de glutamato y un aumento en los
niveles de Ca?" intracelular y glutamato, por lo que la concentracion en el
cerebro de glutamato y otras neurotoxinas aumenta y provoca la muerte
neuronal por excitotoxidad (Kaul y cols., 2001; Gonzalez-Scarano y Martin-
Garcia, 2005).
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Figura 8. Esquema del daino y muerte neuronal inducida por la infeccion del VIH
en el SNC (adaptacion de Kaul y cols. 2001). Los macrofagos y microglia infectados por VIH
que infiltran el cerebro liberan sustancias potencialmente téxicas que contribuyen al dafio
neuronal, dafio de la sinapsis y dendritas, la apoptosis y la astrocitosis. La entrada del VIH en
la microglia/macroéfagos se produce a través de la union de gp120. Esta proteina viral es capaz
de activar microglia/macréfagos no infectados para que liberen factores similares a los
secretados en respuesta a la infeccién por VIH.

A pesar del prominente papel neurotdxico de macrofagos/microglia y
astrocitos en la patogénesis de la encefalitis por VIH, ambos son
neuroprotectores y por ello su activacion también desencadena la liberacion
de B-quimioquinas (MIP-1p y CCL5), CX;5CL1 y factores de crecimiento, todos
ellos conocidos por regular la homeostasis de Ca®* en neuronas, para
promover rutas de sefalizacion anti-apoptéticas y descender la
excitotoxicidad y muerte neuronal mediada por la proteina virica gp120
(Gonzalez-Scarano y Martin-Garcia, 2005). Ademas los astrocitos también
juegan un papel regulador en EVIH amortiguando la sobre-expresion de
eicosanoides, el factor de activacion plaquetario y TNF-a por monocitos VIH-1

activados (Minagar y cols., 2002).

1.c. Modelos animales de encefalitis

En 1995, Narayan y cols. caracterizaron el modelo de neuroSIDa en
macacos rhesus infectados por el virus de la inmunodeficiencia en simios
(VIS), considerado como el mejor modelo para el estudio de la patogénesis de

EVIH. VIS también infecta linfocitos T-CD4%, células de la linea
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1.d.

monocito/macrofago y macréfagos del cerebro (Zink y cols., 1998). Cuando
VIS se introduce en monos rhesus, los animales infectados siguen el mismo
patrén de progresion de la enfermedad que los humanos infectados por VIH,
aunque a ritmo acelerado (Nesbit y Schwartz, 2002). Sin embargo, de forma
similar a lo que ocurre en los pacientes infectados, el bajo porcentaje de
animales que desarrollan encefalitis por VIS (EVIS), aproximadamente el
25%, y la dilatada progresién hasta que desarrollan SIDA (1 a 3 anos), limitan
la utilidad de este modelo (\Westmoreland y cols., 1998).

Mas recientemente, se han desarrollado dos modelos de SIDA en
macacos que muestran una progresion mas rapida y una incidencia mayor de
EVIS. Un modelo utiliza una combinacion de virus, uno de los cuales provoca
la depleccion de linfocitos T-CD8", y asi, con la supresion del sistema
inmune, en combinacion con un segundo virus, que tiene tropismo por
macrofagos, permite una replicaciéon eficiente del virus dentro de los
macrofagos del SNC (Zink y Clementes, 2002). El otro modelo emplea un
anticuerpo monoclonal para depleccionar los linfocitos CD8", lo que provoca
una acumulacién temprana y significativa de monocitos/macréfagos, una
progresion rapida de la enfermedad y una incidencia elevada de EVIS
(Schmitz y cols., 1999; Williams y cols., 2001). Ambos modelos y otros
estudios realizados con macacos rhesus infectados por VIS, sostienen un
papel indirecto del sistema inmune periférico en la contribucion a la
progresion y severidad de la enfermedad en el SNC (Sopper y cols., 1998).

Otros modelos incluyen ratas transgénicas VIH y ratones transgénicos
VIH-gp120, que muestran los efectos crénicos de la enfermedad. También
existen modelos que inyectan las proteinas gp120 o Tat en el cerebro de
ratones, que imitan los efectos toxicos agudos de la enfermedad. Estos
modelos se estan utilizando para la comprension de la patogénesis de la
enfermedad y los mecanismos de neurodegeneracion, asi como para testar

tratamientos potencialmente neuroprotectores.

La proteina viral Tat

Tat es una proteina no estructural del VIH de 86-101 aminoacidos que
se forma a partir de dos exones. El primer exdn contribuye a los primeros 72
aminoacidos y actua como proteina reguladora de la transactivacién nuclear
esencial para la replicacion viral (Schwarze y cols., 1999). Durante la fase
inicial de la infeccion, grandes cantidades de Tat, junto con otras proteinas

reguladoras, son sintetizadas y secretadas de forma activa al medio
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extracelular (principalmente por astrocitos, microglia y macrofagos), vy
recogidas por células vecinas no infectadas como las neuronas (Sabatier y
cols., 1991; Chang vy cols., 1997). En estas células no infectadas, Tat puede
translocarse al nucleo, a través de la membrana nuclear, e inducir la
replicacién del virus (Watson y Edwards, 1999).

En cerebros de pacientes con EVIH (Hudson y cols., 2000) y pacientes
con demencia asociada a VIH (Nath y Geiger, 1998) se han detectado
niveles de ARNm de Tat. También se observé expresion de esta proteina viral
en cerebros de macacos rhesus con EVIS (Hudson y cols., 2000), y en
astrocitos y microglia dentro de las lesiones nodulares caracteristicas de
EVIH (Bonwetsch y cols., 1999).

Tat también modula la expresidon de algunos genes celulares,
incluyendo citoquinas, proteinas de la matriz extracelular y proteinas
relacionadas con el ciclo celular, y regula funciones relacionadas con el
crecimiento, la migracién y la angiogénesis (Chang y cols., 1995).

Evidencias in vitro e in vivo indican que Tat es un mediador de
neurotoxicidad, tanto de forma directa, a través de mecanismos excitotoxicos
que implican Ca®" y estrés oxidativo (revisado en King y cols., 2006), como de
forma indirecta, posiblemente estimulando la produccion de factores
neurotéxicos y/o neuroinflamatorios por parte de astrocitos y microglia (Nath y
cols., 1999; McManus y cols., 2000; revisado en King y cols., 2006).
Concretamente, Tat es capaz de inducir: i) la expresion de TNF-a
fundamentalmente en macréfagos pero también en células astrociticas via
NF-kB (Chen y cols., 1997), ii) la produccién de NO y la expresion de iNOs en
astrocitos (Chen y cols., 1997; Liu y cols., 2002) y macréfagos (Chen y cols.,
1997; Nath y cols., 1999), vy iii) la produccion de citoquinas como IL-6 (Nath y
cols., 1999), MCP-1, MIP-1a. y MIP-13 (McManus y cols., 2000) en ambos
tipos de células gliales.

Esta proteina viral, crucial para la replicacion del VIH, esta involucrada
en la patogénesis de las enfermedades asociadas al SIDA, se secreta y su
dominio basico esta muy conservado. Estas caracteristicas hacen de Tat un
buen candidato para el desarrollo de farmacos y/o vacunas anti-SIDA

(revisado en Rusnati y Presta, 2002).
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1.e. Potencial terapéutico de los cannabinoides

La marihuana y dronabinol (la forma sintética del A°-THC) se han
utilizado con éxito para el tratamiento de la anorexia y pérdida excesiva de
peso en pacientes con SIDA. Ambos consiguen estimular el apetito de estos
pacientes y que ganen peso sin producir efectos adversos (Beal y cols., 1995;
Haney y cols., 2005). En cuanto a la encefalitis 0 demencia asociada al VIH y
la utilidad terapéutica de los cannabinoides existen muy pocos estudios.

Parece que los cannabinoides podrian ejercer efectos beneficiosos en
la demencia asociada a VIH, a través de la activacion de CB,, debido a su
capacidad para modular la activacion microglial (Ehrhart y cols., 2005) e
inhibir la expresion del virus en microglia y células CD4" (Peterson y cols.,
2004; Rock vy cols., 2007). Ademas, los agonistas cannabinoides también son
capaces de inhibir el flujo de Ca?* inducido por la proteina viral gp120 vy la
transmigracion de monocitos a través de la BHE (Lu y cols., 2008).
Maccarrone y cols., (2004) sugieren que el aumento de la actividad de la
enzima FAAH confiere neuroproteccién en un modelo in vivo de inyeccion de
la proteina gp120 en corteza.

También se ha descrito que los cannabinoides pueden proteger a las
neuronas del dafio citotoxico inducido por Tat, inhibiendo la expresion de
iINOS vy la sobreproduccion de NO via CB4 (Esposito y cols., 2002). Este
efecto neuroprotector de los cannabinoides, exdgenos y enddgenos, se
describe en varios modelos de dafio neuronal in vivo e in vitro (Van der Stelt y
Di Marzo, 2005; Galve-Roperh y cols., 2008).

2. ESCLEROSIS MULTIPLE (EM)

La esclerosis multiple es la principal causa de discapacidad neuroldgica

entre gente joven en América del Norte y Europa (Noseworthy y cols., 2000). Su
etiologia es desconocida, pero muchos estudios epidemiolégicos sugieren que
factores genéticos y medioambientales pueden tener un papel importante en la
susceptibilidad a sufrir EM, sin descartar la accion de agentes infecciosos,
probablemente infecciones virales (Frohman y cols., 2006).

La neuropatologia de esta enfermedad inflamatoria y desmielinizante del
SNC incluye degeneracion axonal, pérdida de oligodendrocitos y la subsiguiente
induccion de areas desmielinizadas e hipocelulares bien delimitadas (Frohman y
cols., 2006). EIl proceso inflamatorio supone la activacion y reclutamiento de

células T, macrofagos y microglia a las zonas de lesién. De este modo, los
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linfocitos T activados entran en el SNC destruyendo la mielina y dafando los
oligodendrocitos, de forma directa por liberacién de citoquinas tales como IFN-y o
de forma indirecta induciendo la liberacion de TNF-a y NO por parte de
macrofagos activados y microglia (revisado en Minagar y cols., 2002). La pérdida
de mielina en las lesiones activas provoca la destruccién gradual de
oligodendrocitos y el dafio axonal (Trapp y cols., 1998). Finalmente, las células de
origen monocitico son responsables de eliminar la mielina a través de procesos de
fagocitosis y contribuir al proceso inflamatorio (para revision, ver Noseworthy vy
cols., 2000). Los sintomas caracteristicos de la enfermedad (espasmos
musculares dolorosos, temblores, ataxia, debilidad o paralisis), se piensa que son
el resultado tanto de la formacién de nuevas lesiones, como de la expansion de
lesiones mas maduras a nivel del SNC (para revision, ver Noseworthy y cols.,
2000).
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nuevas lesiones
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Figura 9. Cronologia de la formaciéon de lesiones nuevas en EM (adaptacion
de Matute y Pérez-Cerda, 2005). Las alteraciones patologicas que tienen lugar en las
primeras horas incluyen la aparicién de numerosos oligodendrocitos apoptéticos al tiempo
que descienden los niveles de MAG (glicoproteina asociada a mielina) y CNP (2°,3"
Nucleétido Ciclico Fosfodiesterasa), la deposicion de factores del complemento activado
(MAC) en los oligodendrocitos y la membrana de la mielina, y la activacién de la microglia.
Los oligodendrocitos dafiados son eliminados 1-2 dias después, posiblemente fagocitados
por la microglia ameboide, y las vainas de mielina se vacuolizan. A estos cambios que
tienen lugar en un periodo de tiempo corto, le siguen otros que tienen lugar en una fase
mas larga y que incluyen: infiltracién de células T, digestiéon de las vainas de mielina
dafiadas por los macréfagos y migracion de las células precursoras de oligodendrocitos
hacia las areas desmielinizadas. Los cambios en neuronas y astrocitos no son visibles en
todo el proceso de formacion de las lesiones.
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Para el tratamiento de la EM, hace mas de una década que se introdujeron
nuevos agentes tales como IFN-B, acetato de glatiramer y el anticuerpo
monoclonal Natalizumab, entre otros, que han demostrado su eficacia y tolerancia
en numerosos ensayos clinicos. Sin embargo, se necesitan nuevas terapias mas
efectivas, y por ello se estan abordando nuevas estrategias que incluyen terapias
orales, anticuerpos monoclonales, tratamientos sintomaticos asi como de

neuroproteccién y re-mielinizacién (revisado en DeAngelis y Lublin, 2008).

2.a. Modelos animales de esclerosis multiple y SCE

La respuesta inmune contra los péptidos de mielina que se desencadena
en la EM se ha reproducido en modelos animales, tales como la encefalomielitis
alérgica experimental (EAE) y la enfermedad desmielinizante inducida por el virus
de la encefalomielitis murina de Theiler (TMEV-IDD). Numerosos estudios
realizados en estos modelos animales sugieren, que los cannabinoides pueden
mejorar ciertos sintomas y aspectos de la enfermedad, por ello el SCE constituye
una diana prometedora para el desarrollo de nuevos farmacos efectivos para el
tratamiento de la EM (Pryce y Baker, 2005):

2.a.1. EAE y cannabinoides

La administracién de A’-THC retrasa el inicio de la enfermedad y
reduce la inflamacion del SNC (Lyman y cols., 1989). Ademas, el
tratamiento con cannabinoides sintéticos (Baker y cols., 2000),
endocannabinoides, PEA (Baker y cols., 2001), o inhibidores de la
recaptura de endocannabinoides (Baker y cols., 2001; de Lago y cols.,
2004, 2006) reduce la espasticidad y mejora el temblor en el modelo de
recaida cronica de EAE (CREAE), a través de un mecanismo mediado
por el receptor CB, (Baker y cols., 2000; Pryce y Baker, 2007). También
a través de CB;, la administracién crénica de cannabinoides puede
inhibir el proceso neurodegenerativo en este modelo (Pryce y cols.,
2003; Croxford y cols., 2008). Estudios recientes revelan un efecto
inmunosupresor, via CB4, a través del cual los agonistas cannabinoides
consiguen reducir la respuesta de células T especificas de mielina, la
infiltracién del SNC y los sintomas clinicos (Maresz y cols., 2007;
Croxford y cols., 2008).

Estudios recientes senalan al receptor CB, como una nueva

diana terapéutica para el tratamiento de la EM y otras enfermedades
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desmielinizantes. Ademas, su activacion esta desprovista de los efectos
psicoactivos indeseables mediados por CB; El tratamiento con el
agonista mixto WIN55,212-2 consigue mejorar los sintomas clinicos,
reducir la infiltraciéon celular e inducir la apoptosis de células T, lo que
podria contribuir a su accién anti-inflamatoria, a través de un efecto
mediado, en parte, por CB, (Sanchez y cols., 2006). En ratones knock-
out para CB, la patogénesis de EAE se exacerba y los niveles de
mensajero de varias citoquinas y sus principales receptores aumentan.
Sin embargo, el tratamiento con el agonista selectivo de CB,, HU-308,
en ratones wild type mejora la progresion de la enfermedad y reduce los
niveles de estas citoquinas y sus receptores, confirmando asi el papel

protector de CB, (Palazuelos y cols., 2008).

2.a.2. TMEV-IDD y cannabinoides

En este modelo, los resultados también defienden una terapia no

psicoactiva, adecuada para un uso prolongado en el tiempo, a través de
la posible implicacion del receptor CB, (revisado en Docagne y cols.,
2008). Los cannabinoides sintéticos WIN55,212-2, ACEA y JWH-015,
mejoran los déficits neurologicos reduciendo la inflamacion del SNC y
extendiendo el proceso de remielinizacion, a través de la activacién de
ambos receptores (Arévalo-Martin y cols., 2003). A nivel histolégico,
reducen los infiltrados perivasculares de linfocitos T-CD4" y la activacion
microglial (Arévalo-Martin y cols., 2003; Mestre y cols., 2009). El
cannabinoide sintético HU-210, reduce el dafio axonal también a través
de la activacién de CB4 y CB, (Docagne y cols., 2007).

El tratamiento con inhibidores selectivos del transportador de
endocannabinoides, OMDM-1 y OMDM-2, mejora los sintomas motores
y reduce la respuesta inflamatoria inhibiendo la expresién de la 6xido
nitrico sintasa-2 y disminuyendo la produccion de citoquinas pro-
inflamatorias (Mestre y cols., 2005). La administracion de PEA, también
reduce la discapacidad motora y tiene un efecto anti-inflamatorio (Loria
y cols., 2008).

2.b. Ensayos clinicos con extractos medicinales basados en Cannabis

En los ultimos afos, y respaldados por los resultados obtenidos en los

modelos animales de EM, muchos ensayos clinicos han evaluado el potencial
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terapéutico de extractos medicinales basados en cannabis para el tratamiento
de los sintomas asociados a la enfermedad (revisado en Smith, 2007).

En los primeros ensayos que se llevaron a cabo se evalué la eficacia
de los cannabinoides en la espasticidad asociada a EM. Estos estudios
incluian un numero pequeno de pacientes (el mas numeroso 16) y sus
resultados sugerian que los cannabinoides producian una mejoria sintomatica
subjetiva, pero no se proporcionaban evidencias objetivas de su eficacia
(Killestein y cols., 2002; revisado en Pertwee, 2002). Posteriormente, en el
afio 2001, en el Reino Unido se inicio el estudio “Cannabinoids and Multiple
Sclerosis (CAMS)” en el que participaron 630 pacientes con EM vy
espasticidad muscular (Zajicek y cols., 2003). En este ensayo, randomizado y
controlado con placebo, los pacientes se trataron durante 15 semanas con un
extracto de cannabis oral, A’>-THC o placebo. Los resultados revelaron que los
cannabinoides no exhibian un efecto beneficioso sobre la espasticidad,
medida con la escala de Ashworth, sin embargo estos pacientes relataron una
mejoria en la movilidad y dolor (Zajicek y cols., 2003). Los pacientes que
continuaron el tratamiento con A’-THC, hasta alcanzar los 12 meses, notaron
una mejoria leve en su espasticidad, confirmada de forma objetiva por la
escala de Ashworth, y pocos efectos adversos (Zajicek y cols., 2005).

Vaney y cols. (2004) realizaron un estudio con un extracto
estandarizado de Cannabis sativa en capsulas (2,5 mg A°-THC y 0.9 mg
CBD), en 50 pacientes de EM con poco control de la espasticidad. Tras 14
dias de tratamiento, los resultados mostraban una frecuencia menor de
espasmos y una mejoria en la movilidad en estos pacientes, que ademas
toleraban los efectos secundarios del tratamiento.

El spray sublingual Sativex (que contiene A°-~THC y cannabidiol en
igual proporcion), testado en otro ensayo clinico, provocdé una reduccion
significativa del dolor y alteraciones del suefio en pacientes con sindrome de
dolor neuropatico central, debido a EM, que se trataron durante 4 semanas
(Rog y cols., 2005). ElI 98% de los pacientes tratados con Sativex durante dos
afos no toleraron el farmaco, siendo los efectos adversos mas comunes que
experimentaban mareos y nauseas (Rog y cols., 2007).

Sin embargo, en otro ensayo clinico con dosis mas bajas de Sativex,
se demostré una reduccién significativa en espasticidad pero sin efectos
adversos en el conocimiento o en el estado de humor, y un grado de

intoxicacion leve tras 6 semanas de tratamiento (\Wade y cols., 2004). El uso
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de Sativex a largo plazo (4 semanas mas de tratamiento y una evaluacién
periddica cada 8 semanas hasta alcanzar una media de 434 dias tras el inicio
el tratamiento) parece que mantiene su efecto en aquellos pacientes que
percibian mejorias desde el inicio, siendo necesarios mas estudios a largo
plazo para analizar la naturaleza y la clase de los efectos adversos que
produce este farmaco (\Wade y cols., 2006).

A la vista de los resultados, parece que los cannabinoides
proporcionan efectos beneficiosos en espasticidad y dolor, basandose,
principalmente, en medidas subjetivas (Wade y cols., 2006). Sin embargo,
existe la preocupacion sobre los efectos secundarios a largo plazo,
particularmente, los efectos psiquiatricos y los relacionados con el desarrollo
fetal, a pesar de que los efectos adversos son leves, comparados con los
producidos por otros farmacos utilizados para el dolor y la espasticidad
(Smith, 2007).

De manera que, aunque las evidencias proporcionadas por los
ensayos clinicos sobre la eficacia terapéutica de los cannabinoides en el
tratamiento de EM van en aumento, todavia no son convincentes (\Wade y
cols., 2004; Zajicek y cols., 2005; Wade y cols., 2006; Smith, 2007).

2.c. Estatus del SCE en esclerosis multiple

A pesar de las numerosas evidencias del posible efecto beneficioso de
los cannabinoides en EM, existen pocos datos del estatus del receptor CB; y
CB,, las principales dianas moleculares para la accién de los cannabinoides.

En EAE y el modelo de recaida crénica, se ha descrito un descenso en
la densidad de receptores CB4, principalmente en regiones motoras, y mas
acusado durante la fase aguda y crénica de la enfermedad (Berrendero vy
cols., 2001; Cabranes vy cols., 2006), que podria relacionarse con la mejoria
en algunos signos motores después del tratamiento con agonistas del
receptor (Baker y cols., 2000).

Por el contrario, la densidad de receptores CB, aumenta como
consecuencia de su induccion en células gliales. Yiangou y cols. (2006)
detectaron en muestras de médula espinal de donantes de EM expresién del
receptor en microglia/macréfagos en areas de sustancia blanca, normalmente
dentro de placas activas y en la periferia de lesiones cronicas. Mas
recientemente, en médula espinal de ratones AEA y cerebros de donantes de
EM, se ha detectado expresion de CB, en células progenitoras mieloides

capaces de diferenciarse a microglia (Palazuelos y cols., 2008). También se
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ha descrito expresion del receptor CB, en el modelo animal TMEV-IDD (Loria
y cols., 2008).

En cuanto a los niveles de endocannabinoides parece que no existe
consenso. En ratones CREAE, Baker y cols. (2001) describieron un
incremento de AEA, 2-AG y PEA en areas asociadas a dafo nervioso. ARos
mas tarde, en el modelo animal EAE, Cabranes y cols. (2005) observaron un
descenso de AEA y 2-AG en regiones motoras, y en linea con este estudio,
Witting y cols. (2006) no encontraron un aumento significativo de
endocannabinoides en respuesta al dafo celular inducido por EAE. Sin
embargo, Centonze y cols. (2007) describieron un incremento de AEA en
cerebro de ratones EAE y en el fluido cerebroespinal de pacientes con EM.
En muestras de tejido de donantes de EM, también se ha descrito un
aumento en los niveles de dicho endocannabinoide en lesiones activas
(Eljaschewitsch y cols., 2006). Recientemente, en el modelo TMEV-IDD, se
observé que los niveles de 2-AG y PEA habian aumentado mientras que AEA

permanecia sin cambios (Loria y cols., 2008).

3. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER (EA)

Es la forma mas frecuente de demencia en ancianos y uno de los desafios

sanitarios mas importantes en los paises occidentales. Esta enfermedad afecta a
37 millones de personas en todo el mundo, y se espera un incremento del 100%
en regiones desarrolladas para el afio 2040 (Ferri y cols., 2005). Los primeros
sintomas que presentan los pacientes de EA normalmente incluyen pérdida leve
de la memoria, desdrdenes del lenguaje, cambios de humor o comportamiento y
desorientacion de tiempo y lugar. El deterioro cognitivo y, también motor,
progresan hasta alcanzar una incapacidad total para controlar las funciones

basicas del cuerpo (Selkoe, 1997).

La enfermedad de Alzheimer debe su nombre a su descubridor, Alois
Alzheimer, quién en 1906 describié dos alteraciones patoldgicas en el cerebro de
una paciente que sufria demencia. Estas dos lesiones, placas neuriticas y ovillos
neurofibrilares, ademas de pérdida neuronal, deterioro de las conexiones
sinapticas y gliosis reactiva, representan los rasgos patologicos caracteristicos de
esta enfermedad (Giulian, 1999; Wyss-Coray y Mucke, 2002). Los cambios

neuropatoldgicos mas severos tienen lugar en el hipocampo, corteza y estructuras
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subcorticales, incluyendo la amigdala y los nucleos basales de Meynert (Arnold vy
cols., 1991).

La mayoria de los casos de EA son esporadicos, tan solo un 5% de los
casos tienen un patron de herencia autosémico dominante, con una edad de inicio
de los sintomas por debajo de los 65 afios (Alzheimer familiar). En la mayoria de
los casos de EA familiar subyacen mutaciones de los genes de presenilina 1
(PSEN1), de presenilina 2 (PSEN2) y de la proteina precursora amiloide (APP),
asi como polimorfismos especificos en la apoliproteina E (apoE), que se asocian
con la EA de inicio tardio mas comun (revisado en Williamson vy cols., 2009). Las
mutaciones en estos genes tienen un rasgo comin y es que afectan al

metabolismo y procesamiento del péptido amiloide (AB).

Los tratamientos actuales para EA solo proporcionan alivio sintomatico v,
por ello, se esta realizando un gran esfuerzo en la busqueda de la cura y/o
tratamientos preventivos (Lled y cols., 2006). Las terapias anti-AB, que pretenden
reducir la agregacion y acumulacion de Ap mediante vacunas y anticuerpos, se
consideran una de las estrategias mas prometedoras para el tratamiento de la EA.
Se han llevado a cabo ensayos clinicos con vacunas contra este péptido, aunque
la aparicion de meningoencefalitis en aproxidamente el 6% de los pacientes ha
provocado la interrupcion prematura de este tratamiento (Goni y Sigurdsson,
2005). También se debate la posible aplicacién de componentes anti-inflamatorios
y anti-oxidantes tales como farmacos anti-inflamatorios no esteroideos, inhibidores
de la ciclooxigenasa-2 y ligandos de receptores activados por proliferadores de
peroxisomas (PPARs) como agentes neuroprotectores del estrés inflamatorio y

oxidativo asociado a dicha enfermedad (Rafii y Aisen, 2009).

3.a. Procesamiento del péptido Ap

El péptido AB proviene de la proteolisis secuencial de la proteina
precursora amiloide (APP) por complejos de enzimas denominadas a-, -y y-
secretasas (PSEN1 y PSEN2). Una vez sintetizada en el reticulo
endoplasmatico rugoso, la APP, pasa por el aparato de Golgi donde se
glicosila y empaqueta en vesiculas de transporte, atraviesa el citoplasma v,
por ultimo, se inserta en la membrana celular. Alli es procesada mediante la
accion de diversas proteasas, siguiendo dos rutas (revisado en LaFerla y
cols., 2007). En la via mas comun, una a-secretasa corta la APP liberando un

fragmento extracelular, soluble, de unos 695 aminoacidos. El fragmento C-
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terminal de 83 aminoacidos que queda integrado en la membrana es
procesado después por una y-secretasa, produciendo un fragmento corto
denominado p3. Esta via es conocida como ruta no amiloidogénica, porque la
accion de la a-secretasa previene la formacion de la forma patogénica del
péptido amilode constituido por 42 aminoacidos (AB42), con lo que se impide la
formacion de depdsitos. Sin embargo, existe una ruta alternativa conocida
como ruta amiloidogénica, que conduce a la generacién del péptido AB. En
este caso, la proteolisis inicial es mediada por la B-secretasa, que deja un
fragmento carboxilo terminal mas largo, de 99 aminoacidos, dentro de la

membrana, que tras ser procesado por la y-secretasa, libera el péptido AB,.

Figura 10. Procesamiento del péptido p-amiloide. Ruta no
amiloidogénica y amiloidogénica. (Adaptacion de Xia y Xu, 2004).
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3.b. El péptido A

La mayoria de los péptidos producidos tienen 40 aminoacidos (ABao),
mientras que tan soélo una pequefa proporcion (aproximadamente el 10%) 42,
AB4,. La variante ABs,; es mas insoluble y propensa a formar fibrillas que AP,

y es la isoforma predominante en las placas cerebrales (Younkin, 1998).
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3.c.

El péptido Ap se produce como mondmero, pero puede agregarse
formando complejos multiméricos (mondmero, oligdmeros, protofibrillas y
fibrillas). En su estado monomeérico, AB parece no resultar neurotéxico. Sin
embargo, las especies oligoméricas y protofibrillas son mas patoldgicas y se
consideran bloqueadores potentes de la potenciacion a largo-plazo, una

forma de plasticidad sinaptica (Walsh y cols., 2002).

La acumulacién de fibrillas del péptido Ap es el origen de las “placas
neuriticas o amiloides” que se observan en el parénquima cerebral de los
pacientes de EA y parece que las responsables de desencadenar una
cascada de sucesos que conducen a la muerte neuronal masiva (Giulian,
1999). Entre esos sucesos, los depdsitos amiloides, i) estimulan la
hiperfosforilacién del citoesqueleto de la proteina tau, provocando su
precipitacién y la formacién de “ovillos neurofibrilares” intraneuronales; ii)
desencadenan una reaccion inflamatoria local y potente, que implica a las
células microgliales y astrocitarias que tratan de encapsular y degradar los
depdsitos amiloides; iii) provocan una cumulo masivo de citoquinas
inflamatorias y especies reactivas de oxigeno (“ciclo de las citoquinas”; Mrak y
Griffin, 2005) y iv) a largo plazo, provocan muerte neuronal, pérdida de la
sinapsis, y por tanto alteraciones en la neurotransmisién (\Wyss-Coray vy
Muckie, 2002).

Abundantes estudios también proponen que el péptido AP se puede
acumular dentro de las neuronas como mondémero, para posteriormente
agregarse y formar oligébmeros. Este AP intraneuronal puede contribuir a la
patologia facilitando la hiperfosforilacién de tau, la fragmentacién del
proteosoma, y la funciéon de la mitocondria, y desencadenando la disfuncion

sinaptica y de la homeostasis del Ca®* (revisado en LaFerla y cols., 2007).

Papel de las células gliales en EA

La formacion de agregados del péptido de Ap induce una respuesta
inflamatoria que conduce a la activacién de microglia y astrocitos. Estas
células son conocidas por jugar un papel patofisiolégico importante porque
producen abundantes sustancias pro-inflamatorias que inician un segundo
proceso dafino (Strohmeyer y Rogers, 2001).

La microglia parece desempeiar un papel doble en la patologia de
EA: i) por un lado, puede ser neuroprotectora y promover la retirada de AP

(Majumdar vy cols., 2007; Takata y cols., 2007), aunque esta actividad
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fagocitica parece ser atenuada por las citoquinas pro-inflamatorias, lo que
implica que la microglia que esta entregada a la respuesta inflamatoria tiene
una capacidad fagocitica menor (Koenigsknecht-Talboo y Landreth, 2005); ii)
pero también puede resultar perjudicial para las neuronas, puesto que la
microglia activada en respuesta al péptido A produce especies reactivas de
oxigeno, TNF-q, IL-1B e IL-6 (El Khoury y cols., 1996) y secreta quimioquinas
tales como MCP-1, MIP-1a, MIP-1B, IL-8 y CCL5 (E! Khoury vy cols., 1996;
revisado en Meda vy cols., 2001), que pueden contribuir a la inflamacion

asociada a las placas amiloides y la neurodegeneracion.

Figura 11. Citoquinas y otros factores liberados por los astrocitos y

microglia asociados a las placas AB. (“ciclo de las citoquinas”; Mrak y
Griffin, 2005)

Las citoquinas y especies reactivas de oxigeno liberadas por la
microglia también pueden activar los astrocitos que rodean las placas
neuriticas. Estos astrocitos reactivos son componentes integrantes de las
placas neuriticas (Shao vy cols., 1997) y su activacibn parece ser
particularmente destacada en el parénquima y vasculatura cerebral (Meda y
cols., 2001). En EA, los astrocitos también pueden participar en la
degradacion y retirada de AP, y estas funciones parecen depender de la

expresion de apoE3 (Wyss-Coray vy cols., 2003; Koistinaho y cols., 2004). Los
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3.d.

astrocitos también pueden ser estimulados de forma directa por el péptido Ap
y producir NO, IL-1p (Hu y cols., 1998), MCP-1 y CCL5 (Johnstone y cols.,
1998).

Modelos animales de EA

Los modelos transgénicos de EA han supuesto un gran avance en el
entendimiento de la patogénesis de EA, y ademas han resultado muy valiosos
en el desarrollo de test preclinicos de algunos de los mas prometedores
enfoques terapéuticos de la enfermedad. Algunos de estos modelos se
mencionan a continuacién (revisado en Wyss-Coray, 2006):

- Los ratones transgénicos Tg2576 y APP23 expresan la APP humana con la
mutacion suiza (APP695sw) asociada con la EA familiar. Estos ratones que
desarrollan la patologia lentamente, a los 8-10 meses de edad, presentan
depositos de AP difusos y abundante activacion microglial y astrocitaria.

- Los ratones bigénicos co-expresan el transgen APP695sw y el transgen
PSEN1 mutado (PSEN/dE9) predominantemente en neuronas. Estos ratones
desarrollan una patologia mas acelerada que comienza a los 6 meses.

- El modelo 3xTg-AD, que presenta tres genes mutados (tau™°'™
APPKOTONMETIL v pSEN1MI4Y) “desarrolla placas y ovillos y muestra déficits en
la transmisién sinaptica.

- Recientemente, se ha desarrollado un modelo que co-expresa un total de
cinco mutaciones de la EA familiar, 5xFAD (APPX¢"ONMeTL (g iza) + APP 716V
(Florida) + APPY"""((Londres) y PSEN1™'46V*L288V) "Estos ratones desarrollan
placas amiloides y gliosis a los dos meses de edad, y presentan pérdida
neuronal y deterioro de la memoria. Ademas, y de forma sorprendente, se
observa acumulacién de AP intraneuronal antes de la formacion de placas
(Oakley y cols., 2006).

3.e. Enfermedad de Alzheimer y SCE

Los cannabinoides han demostrado ser neuroprotectores en diferentes
modelos de dafo neuronal (revisado en Benito y cols., 2007), y también en

EA, como demuestran algunos estudios realizados in vivo e in vitro:

3.e.1. Estudios in vitro

AEA y noladin éter han demostrado ser potentes inhibidores de

la toxicidad de AP, a través de un mecanismo mediado por MAPK y
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dependiente de CB; (Milton, 2002). La activacion de CB1 también inhibe
la expresion de iNOS y produccion de NO inducida por A (Esposito vy
cols., 2006c¢c), y previene los cambios morfoldégicos que sufren las
células microgliales por exposicién a AB1.40 (Ramirez y cols., 2005).

Por su parte, el receptor CB, parece jugar un papel destacado en
la funcion microglial. Su activacion inhibe de forma significativa la
produccién microglial de TNF-a y NO inducida por A (Ramirez y cols.,
2005; Ehrhart y cols., 2005) y potencia la fagocitosis microglial (Ehrhart
y cols., 2005). De modo que, la accién neuroprotectora frente a AB que
ejercen los cannabinoides in vitro parece ser solamente a través de la
microglia, y no de forma directa sobre las neuronas (Ramirez y cols.,
2005).

Los cannabinoides también parecen mediar la respuesta celular
contra AP a través de un mecanismo independiente de los receptores
CB; y CB,. Asi el cannabidiol, un cannabinoide natural no psicotrépico,
parece que confiere neuroproteccion en células PC12 por combinacion
de mecanismos anti-oxidantes y anti-apoptéticos, y también a través de
la modulacién de las rutas p38MAPK, NF-kB y Wnt/B-catenina (luvone y
cols., 2004; Esposito y cols., 2006a, 2006b).

3.e.2. Estudios in vivo

Hasta ahora, los pocos estudios que han explorado el SCE en
EA in vivo, han usado la administracién de Ap directamente en el SNC
como paradigma experimental.

El bloqueo de los receptores CB4 con el antagonista SR141716A
es capaz de prevenir la amnesia inducida por dos tipos de péptidos
amiloides, AB142 Y APa2s.35, administrados i.c.v. en ratones. Este efecto
beneficioso podria producirse por un aumento de la transmision
colinérgica en el hipocampo (Mazzola y cols., 2003). Sin embargo, un
estudio reciente muestra que A’-THC es capaz de inhibir la
acetilcolinesterasa y prevenir la agregacion del péptido AB inducida por
dicha enzima (Eubanks y cols., 2006).

En un modelo de EA, con administracion del péptido soluble ApB,.
42 €n ratones y ratas, se ha descrito que, como consecuencia del dafo
téxico al cerebro, los niveles de 2-AG son significativamente elevados y

que la expresion del receptor CB4 permanece sin cambios 12 dias
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después de la induccion del dafo, mientras que la expresion de CB,
aumenta de forma significativa. La potenciacion del tono
endocannabinoide en dicho modelo, usando el inhibidor de la recaptura
VDM-11, previene la pérdida neuronal y la respuesta anti-inflamatoria
(descenso en la expresion de COX-2 e iNOS), y reduce la pérdida de
memoria (VVan der Stelt y cols., 2006). La administracion de WIN55,212-
2 también previene el deterioro cognitivo y la activacion microglial en

ratas Wistar con i.c.v. de AP,s.35 (Ramirez y cols., 2005).

3.e.3. SCE y EA en humanos

La administracion de dronabinol (la forma sintética del A°-THC)

en pacientes con EA, consigue aumentar el peso corporal en estos
pacientes y mejorar algunos desoérdenes del comportamiento (Volicer y
cols., 1997). Otro estudio piloto con 5 pacientes de EA, describe que
dosis bajas de dronabinol son capaces de mejorar de forma significativa
varios parametros clinicos como la actividad motora nocturna y la
agitacion, sin efectos secundarios no deseados (Walther y cols., 2006).

El analisis de muestras de cerebro post-mortem de pacientes EA
ha proporcionado informacién a cerca de la neuropatologia del SCE y
ha permitido formular nuevas hipotesis sobre el posible papel de este
sistema en la prevencién y/o tratamiento de EA (revisado en Pazos vy
cols., 2005). En cerebros de EA, los niveles del receptor CB; disminuyen
en hipocampo y estructuras de los ganglios basales (Westlake y cols.,
1994) pero no en el neocortex o coértex frontal (\Westlake y cols., 1994;
Ramirez y cols., 2005). También se observa un descenso en los niveles
de receptores CB4 acoplados a proteinas G en la corteza frontal de
estos pacientes (Ramirez y cols., 2005). Sin embargo, el receptor CB, y
la enzima FAAH se sobre-expresan selectivamente en microglia y
astrocitos, respectivamente, que se encuentran asociados a las placas
neuriticas, donde la actividad hidrolasa de la enzima también es elevada
(Benito y cols., 2003). Este aumento de la expresién de CB, y FAAH
parece ser un fendmeno ligado a la acumulacién del péptido Ap como
se sugiere en el estudio realizado en muestras de pacientes de
sindrome de Down, un modelo natural de EA (Nunez y cols., 2008).

La importancia del SCE en enfermedades neurodegenerativas
ha ido en aumento durante los ultimos afios, y este interés se debe en

parte a la alta densidad y amplia distribucion de los receptores CB; en el
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SNC. Sin embargo, y a la vista de los resultados in vivo e in vitro, otros
elementos del SCE tales como, el receptor CB, y la enzima FAAH, se
han convertido en dianas farmacoldgicas prometedoras, permitiendo
incorporar nuevos cannabinoides sin efectos psicotropicos como

herramientas terapéuticas.
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Objetivos

Los objetivos planteados en la presente tesis doctoral son:

1. Realizar un estudio exhaustivo del patron de expresion de los receptores CB; y
CB,, y la enzima FAAH en muestras de tejido cerebral en diferentes patologias

neuroinflamatorias:

a. un modelo animal de encefalopatia asociada a SIV-1
b. pacientes afectados de encefalitis asociada a VIH-1.

c. pacientes afectados de esclerosis multiple.

2. Explorar la relevancia funcional del aumento de los niveles de endocannabinoides

en la respuesta astrocitaria frente al péptido patogénico AB.42.

3. Explorar la relevancia funcional del aumento de los niveles de endocannabinoides

en la respuesta glial frente a la proteina viral Tat.
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Material y métodos

l. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DEL SCE EN

1.

PATOLOGIAS NEUROINFLAMATORIAS

TEJIDOS

1.a. Modelo animal de EVIS (Encefalitis inducida por el Virus de la

Inmunodeficiencia en Simios)

Para el estudio de esta patologia se utilizé tejido procedente de
necropsias cerebrales de macacos rhesus (Macaca mulatta) con el sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) asociado a EVIS (n=4), animales
infectados con VIS y con SIDA pero sin encefalitis (n=2), y un animal no
infectado como control del estudio.

El procedimiento experimental que se detalla a continuacién se realizé
en el New England Regional Primate Research Center del Harvard Medical
School (MA, EEUU). Los animales se inocularon por inyeccion intravenosa
con SlIVmac251 (20ng de p27SIV) (Williams y cols., 2001). Posteriormente, a
todos los animales infectados se les administrd el anticuerpo monoclonal cM-
T807 (5mg/kg, i.v) en los dias 6, 8 y 10 después de la infeccién, para
depleccionar células CD8, y de este modo inducir una encefalitis mas severa
y con una incidencia mayor. Cuando los animales desarrollaron SIDA, se
anestesiaron con ketamina-HCI, y se sacrificaron por sobredosis intravenosa
de pentobarbital. El tejido cerebral se fijé6 en formalina tamponada neutra al
10% y se embebid en parafina para después ser cortado en secciones de
S5um. Las areas elegidas para la realizacion de técnicas inmunohistoquimicas
y western-blot incluian corteza frontal y parietal, regiones conocidas por
presentar los cambios caracteristicos por EVIS, especificamente la sustancia
blanca subcortical. Estas muestras de tejido fueron proporcionadas por el Dr
Kenneth Williams (Division of Comparative Pathology, Harvard Medical
School, MA, EEUU).

1.b. Muestras de EVIH (Encefalitis inducida por el Virus de Ia

Inmunodeficiencia en Humanos)

Las secciones de tejido humano embebido en parafina fueron
proporcionadas por el Manhattan HIV Brain Bank, un miembro del National
NeuroAIDS Tissue Consortium de EEUU. Se emplearon muestras de tejido

de tres grupos diferentes: control (definido como ausencia en la historia
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clinica de enfermedad neurolégica y ningun hallazgo patolégico en el analisis
postmortem de la muestra), VIH (historial clinico de SIDA pero sin encefalitis,
confirmado por examen postmortem del tejido) y EVIH (historial clinico de
SIDA combinado con encefalitis, confirmado por examen patoldgico
postmorten). Se utilizaron tres casos por grupo, con un rango de edad de 41-
48 anos y se eligid la corteza frontal como area de interés. Con las secciones
de tejido de 4um se llevaron a cabo técnicas de inmunohistoquimica e

inmunofluorescencia.

1.c. Muestras de EM (Esclerosis Multiple)

En este estudio se utilizaron tejidos de cerebro post-mortem de
donantes con ES (n=6; rango de edad, 54-72 afnos) e individuos control sin
antecedentes de enfermedad neuropsiquiatrica (n=2; 60 y 72 afios) (Tabla 1).
Los tejidos fueron proporcionados por el Multiple Sclerosis Tissue Bank del
Reino Unido (fundado por la Multiple Sclerosis Society of Great Britain and
Northern lIreland, registro de institucion benéfica 207495). Las areas
corticales y periventriculares seleccionadas para realizar técnicas
inmunohistoquimicas y tinciones se fijaron en formalina, se embebieron en

parafina y después se cortaron en secciones de 4um.

TABLA 1: Muestras de cerebro usadas en los estudios inmunohistoquimicos e
histopatolégicos

- — . -
Edad Intervalo Niimero de Numero Actividad de las lesiones

Paciente (afios) Diagnéstico postmortem bloques I _de . . .
ISexo (horas) examinados eds;°E"|;s Activa  Cronica Inactiva
EM96  58/F EMSP 36 5 7 4 3
EM110 54/F EMSP 18 5 33 15 9 9
EM123 63/M EMSP 12 5 9 6 1 2
EM132 72/F EMSP 23 5 4 1 3
EM152 55/F EMSP 36 5 2 1 1
EM177 60/F EMSP 24 5 11 4 6 1
c17 76/F Normal 74 2 ND ND ND ND
C18 60/F Normal 44 2 ND ND ND ND
Total 34 66 31 22 13

F, femenino; M, masculino; EM, esclerosis multiple; EMSP, esclerosis mdultiple secundaria progresiva,
ND, no detectado.

* La actividad de las lesiones se determiné por examen histoldgico y se dividieron en tres categorias:
activa, cronica e inactiva segun se describe en el Material y Métodos.
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1.c.1. Clasificacion de las placas de EM

Para identificar regiones de desmielinizacion en las muestras de
tejido de EM, se utilizo la tincion de solocromocianina. Las lesiones se
clasificaron segun lo descrito por Trapp y cols. (1999) por marcaje
inmunohistoquimico de la region D del antigeno leucocitario humano
(HLA-DR), un miembro del complejo de histocompatibilidad de clase Il
(MHC-II).

Definimos entonces tres categorias de lesiones desmielinizantes
o “placas” en funcion de la distribucion y densidad de células
inflamatorias y microglia activada (MHC-II positivo). Las placas “activas”
muestran abundantes células HLA-DR positivas distribuidas
uniformemente. Las células dentro del area de la lesion son
mayoritariamente macrofagos grandes y redondos que contienen
mielina. Se piensa que estas lesiones son relativamente recientes (2-3
meses) (Trapp y cols., 1999). A la inversa, las placas “crénicas” se
caracterizan por un enriquecimiento de macréfagos HLA-DR positivos,
que también contienen mielina, en el borde de la lesion. Finalmente, las
lesiones “inactivas” serian las que contienen muy pocas células HLA-

DR positivas.

2. INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

El protocolo empleado fue descrito previamente por Tsou y cols. (1998a) y

Benito y cols. (2003). Las secciones de tejido se desparafinaron, por inmersion en
orden sucesivo en xilol, etanol 100°, etanol 96° y agua. Posteriormente, para
obtener un marcaje inmunohistoquimico mas eficiente, las muestras se sometieron
a un proceso de desenmascaramiento antigénico (Shi y cols., 2001). En dicho
proceso, las secciones de tejido se sometieron a alta T2 y alta presion durante 2
min en una solucion de desenmascaramiento antigénico a pH.8. Después las
muestras se atemperaron, se lavaron en PBS-potasico (KPBS) 50mM y se
incubaron en una solucion de bloqueo de la peroxidasa (DakoCytomation,
Glostrup, Dinamarca) a T2 ambiente durante 30 min para bloquear la peroxidasa
endogena. Tras varios lavados en KPBS, los tejidos se incubaron con el anticuerpo
primario correspondiente durante toda la noche a 4°C (Tabla 2). Los anticuerpos
se diluyeron en KPBS que contenia 1% de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma,
St. Louis, MO) y 1% Triton X-100 (Sigma). Después de la incubacién, las secciones
se lavaron en KPBS y se incubaron con los anticuerpos secundarios de cabra anti-

conejo biotinilado (1:200) (para anticuerpos policlonales) o de caballo anti-raton
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biotinilado (1:200) (para anticuerpos monoclonales) durante 1h a T® ambiente. Para
obtener el producto visible de la reaccidén se utilizé6 el complejo Avidina-Biotina
para amplificar la sefal (Vector Elite; Vector Laboratories, Burlingame, CA) y la
diaminobenzidina como sustrato (DakoCytomation), siguiendo las instrucciones del

fabricante.

TABLA 2: Anticuerpos empleados en los estudios

Anticuerpo Diana % % Clase  Fabricante
HLA-DR Microglia/macréfagos (MHCIl) ~— wreeeemeen 1:100 M Dako
CD68 Macréfagos 1:100 1:100 M Dako
CcD3 Linfocitos T 1:50 1:50 M Dako
CD8 Linfocitos T CD8* 1:50 M Dako
GFAP Astrocitos 1:200 M Sigma
MAP-2 Neuronas 1:200 M Calbiochem
PDGFR-a Células precursoras de oligodendrocitos 1:100 M BD Pharmingen
MBP Oligodendrocitos adultos / mielina 1:500 M ﬁgg;i?;;
CB4 Residuos 1-99 de N-terminal de proteina CB1humnana 1;01(? ?g\fﬁ_'VIE)M) 1:100 P Bigg:ggts
CB: Residuos 1-33 de N-terminal de proteina CB, humnana 1:50?:%2)/'(?5’5)\/"-') 1:100 P Bi:rgiargmts
1:500 (EVIS)
FAAH Residuos 561-579 de C-terminal de proteina FAAH rata 1:11:%% ((EE\,(/Ili)-i) 1:50 P Prof. C.J. Hillard

IHC: inmunohistoquimica; IF: inmunofluorescencia; M: monoclonal; P: policlonal

Los controles incluyeron pre-absorcion y co-incubacion de los anticuerpos
con las proteinas inmunogénicas correspondientes (cuando estaban disponibles)
(CBy, proteina de fusiéon contra los aminoacidos 1-100 de CB4 humano a Sug/ml;
CB,, proteina de fusién contra los aminoacidos 1-33 de CB, humano a 5ug/mi;
FAAH, proteina de fusién contra los aminoacidos 561-579 de FAAH de rata a
1.25ug/ml) e incubacion en ausencia del anticuerpo primario. Las secciones
adyacentes a las utilizadas en IHQ se usaron para tinciones de Hematoxilina y
Nissl.

Las secciones se deshidrataron y sellaron con un cubreobjetos. Para las
observaciones y toma de fotografias se emplearon un microscopio Nikon Eclipse

90i (Tokio, Japon) y una camara DXM1200F, respectivamente.
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3. INMUNOFLUORESCENCIA (IF)

Para identificar poblaciones celulares especificas se realizaron estudios de

colocalizacén con inmunofluorescencia utilizando marcadores especificos para
macréfagos, microglia, astrocitos, neuronas, linfocitos-T y oligodendrocitos (Tabla
2).

Tras el proceso de desenmascaramiento antigénico, las secciones de tejido
se lavaron con tampdn Tris-salino (TBS) antes de ser incubadas a 4°C durante
toda la noche con el anticuerpo monoclonal especifico para un tipo celular (Tabla
2). Tras lavados con TBS, las secciones se incubaron con el anticuerpo secundario
anti-raton conjugado con Alexa-546 (10ug/ml) (Invitrogen, Carlsbad, CA) durante 2
horas a 37°C, obteniendo marcaje rojo fluorescente.

A continuacion, tras abundantes lavados con TBS, las secciones se
incubaron durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios para CB4, CB»
o FAAH. Posteriormente, las secciones se lavaron de nuevo con TBS y se
incubaron con el anticuerpo anti-conejo conjugado con Alexa-488 (10ug/ml)
(Invitrogen), obteniendo marcaje verde fluorescente. FAAH se visualizé por
incubacién con el anticuerpo secundario anti-conejo biotinilado, seguida por el
conjugado streptavidina-Alexa488 (10ug/ml) (Invitrogen), como se describid

anteriormente (Nufez y cols., 2004).

En el estudio con muestras EVIS, para las colocalizaciones CB,/CD68 y
CB,/CD3 el protocolo incluia dos pasos consecutivos: inmunomarcaje de CD3 o
CD68 utilizando el sistema EnVision (Dako) y reacciéon con el cromégeno
diaminobenzidina (DAB), obteniendo marcaje marrén, seguido por las
incubaciénes con el anticuerpo anti-CB, y el anticuerpo secundario anti-conejo
biotinilado, para finalizar con el conjugado streptavidina-Alexa 488 (Molecular
Probes), y obtener marcaje verde fluorescente.

En este mismo estudio, la colocalizacion FAAH/GFAP se llevé a cabo
usando un anticuerpo secundario biotinilado para el marcaje de FAAH, seguido por
el sistema de amplificacion avidina-biotina y DAB como cromogeno.
Posteriormente, las secciones se incubaron con el anticuerpo anti-GFAP 24h a
4°C, seguido de la incubacion con el anticuerpo anti-ratébn conjugado con
Alexa488, obteniendo marcaje verde fluorescente.

Para restar la autofluorescencia enddgena, las secciones de tejido se
trataron con 1% de Negro Sudan en etanol al 70% durante 5 min, y se

diferenciaron con etanol al 70% (Schnell y cols., 1999).
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Las secciones se sellaron con un cubreobjetos utilizando una solucién
acuosa (Vectashield; Vector Laboratories). Se emplearon un microscopio Nikon
Eclipse 90i (Tokio, Japdn) y una camara DXM1200F, para las observaciones y

fotografias de los cortes, respectivamente.

4. WESTERN-BLOT DE MUESTRAS EVIS

Los extractos proteicos se prepararon a partir de corteza frontal de dos

monos con EVIS y un control no infectado, utilizados también en el estudio
inmunohistoquimico. Los tejidos se homogenizaron en buffer de lisis (50mM Tris-
HCI, pH 8.0, 150mM NaCl, 1% NP-40) que contenia una mezcla de inhibidores de
proteasas 1x (Roche Products, Welwyn Garden City, Reino Unido). El
homogenado se incubd en hielo durante 30 min y luego se centrifugd a 10,000 X g
durante 30 min a 4°C. Después se aisld el sobrenadante y se determind la
concentracién de proteinas en el extracto utilizando el kit BCA protein assay
(Pierce, Rockford, IL, EEUU). 25 ug de extracto de proteina de cada muestra se
desnaturalizd, y se separé por electroforesis en gel de poliacrilamida en gradiente
4-15%. Las proteinas se transfirieron del gel a una membrana Immuno-blot PVDF
(Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU) que se lavé en TBS con 0.1% de Tween 20
(TBST) y posteriormente se bloqued con leche de cabra en polvo al 5% en TBST
(buffer de bloqueo).

El anticuerpo primario se diluyé en el buffer de bloqueo a 1:2000 para CB; y
a 1:500 para CB, y FAAH, y se incubd durante toda la noche a 4°C en agitacion.
Posteriormente, la membrana se lavo cuatro veces con TBST y se incubo con el
anticuerpo anti-conejo conjugado con la enzima peroxidasa de rabano (HRP)
(1:1000; Dako) durante 1h a T2 ambiente. Finalmente, tras cuatro lavados en
TBST, el complejo inmune se visualizd usando el kit ECL Western Blotting
(Amersham Biosciences, Arlington Heights, IL, EEUU). La especificidad de la sefal

se confirmd por preincubacion con el péptido inmunizante para CB4 (1:900).
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ll. ESTUDIOS IN VITRO EN CULTIVOS PRIMARIOS
A. Péptido p-amiloide

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los animales knock-out para la enzima FAAH (FAAH™) fueron cedidos

por el Dr. Benjamin F. Cravatt (The Scripps Research Institute, La Jolla, CA,
EEUU) (Cravatt y cols., 2001). La colonia se amplific6 mediante el cruce de
estos animales con animales wild type de la misma cepa (C57BL/6J). Con el fin
de igualar los fondos genéticos, los animales heterocigotos (FAAH') se
cruzaron sucesivamente, y a partir de la sexta generacion los animales FAAH'*
(FAAH-wt) y FAAH™ (FAAH-ko) se utilizaron para experimentos in vitro.

Los animales dispusieron de agua y comida ad libitum, y fueron
mantenidos en condiciones controladas de temperatura (22+1°C) y humedad
con un ciclo diario de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad. Todos los
experimentos se llevaron a cabo siguiendo la normativa europea, para el

correcto manejo de animales de experimentacion (directiva 86/609/EEC).

1.a. Genotipado de la colonia de ratones FAAH

El genotipado de los ratones se realizé a partir del ADN gendmico
de la cola de los ratones. Un fragmento pequeno de cola se digirié en 500
ul de tampon de lisis (20mM Tris-HCI pH.8, 2.5mM EDTA pH.8, 200mM
NaCl y 0.1% SDS) que contenia 200 pg/ml de Proteinasa K (Sigma) a
55°C durante 3 horas. Tras el proceso de digestion, se precipité del ADN
con isopropanol (en proporcion 1.5:1) y se lavé en etanol 70% para
eliminar las sales residuales.
El ADN se resuspendié en H,O milliQ, y 50-75 ng de este ADN se

utilizaron para la reaccion de PCR que se describe a continuacion:

Tampon 10x + Cl,Mg 2mM (Biotools) 3ul
Oligonucleoétidos (10 uM) (TIB MOLBIOL) 1.5 pl

dNTPs mix 10mM (Biotools) 0.75 ul
Enzima Taq polimerasa 1u/ul (Biotools) 1l

H,0 milliQ 19.75 pl aprox
DNA de cada muestra 1 ul aprox
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El programa de reaccion que se uso fue el siguiente:

95°C 3min

94°C 1min

53°C 1min 35 ciclos
72°C 1min

72°C 7min

4°C =

Los oligonucleotidos utilizados para el genotipado de los animales
fueron:
e FAAH1: 5 TAACTA GGC AGT CTGACTCTAG 3’
e FAAH2: 5" ACT CAA GGT CAG CCT GAAACC 3’
e NEO3: 5 TTT GTC ACG TCC TGC ACG ACG 3’

Los productos de PCR (10ul) se resolvieron en geles de
agarosa/TBE 0.5X al 1.5% y se visualizaron con bromuro de etidio en un
transiluminador de luz ultravioleta. Los animales FAAH-ko presentaban un
fragmento de 300 bp y los animales FAAH-wt uno de 200 bp. Los

animales heterocigotos presentaban ambos fragmentos.

2. CULTIVOS PRIMARIOS DE ASTROCITOS DE RATON

Los cultivos de astrocitos se obtuvieron a partir del cerebro de ratones

FAAH-wt y FAAH-ko de entre 0-2 dias postnatales, de acuerdo a un protocolo
descrito previamente con pequefias modificaciones (McCarthy y de Vellis,
1980; Molina-Holgado vy cols., 2002a). Las células se plaquearon en frascos de
75 cm? recubiertos con poli L-ornitina (5 pg/ml, Sigma) y se dejaron crecer en
medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) que contenia 10% de suero
fetal bovino (FBS), 2.5 mM de L-Glutamina y antibiéticos (50 U/ml de penicilina
y 50 U/ml de estreptomicina). Los frascos de cultivo se mantuvieron en un
incubador a 37°C en una atmdsfera de 5% de CO, en aire y 95% de humedad.
El medio de cultivo se renovd una vez por semana. Tras 13-15 dias de cultivo,
los frascos se agitaron durante 4 horas a 240 rpm para eliminar los
progenitores de oligodendrocitos y microglia. La monocapa de astrocitos

remanente, se tripsinizd y se sembré de nuevo en placas de cultivo tratadas
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previamente con poli L-ornitina para realizar los experimentos descritos

posteriormente en el Disefio Experimental.

. DISENO EXPERIMENTAL
El estudio de la respuesta astrocitaria frente al péptido amiloide se
realizd en cultivos primarios de astrocitos wt y knock out para la enzima FAAH

en los que se llevaron a cabo los siguientes experimentos:

3.a. Tiempo-respuesta de exposicion al péptido AS

Los experimentos se llevaron a cabo en placas de 6 pocillos con
una densidad aproximada de 100.000 células/cm?. Las células se dejaron
adherir durante toda la noche en medio con suero. A la mafana siguiente,
tras un lavado con PBS, las células se expusieron a 5uM de AB442 €n
medio sin suero durante 8, 24 y 48 horas. Transcurrido ese tiempo, los
sobrenadantes del cultivo se recogieron y almacenaron a —80°C para
posteriores determinaciones. Las células se lavaron con PBS y se

guardaron a —80°C hasta el momento de la extraccién del ARN.

3.b. Tratamiento con antagonistas de los receptores CB; y CB,

Siguiendo las condiciones descritas para los experimentos de
tiempo-respuesta, los astrocitos primarios se trataron 30 min antes de la
exposicion al péptido Ap con SR141716A (SR1), y SR144528 (SR2),
antagonistas selectivos de CB, y CB, respectivamente, proporcionados
amablemente por Sanofi Recherche (Montpellier, Francia). Las
concentraciones finales utilizadas fueron 5nM, 100 nM y 1uM para SR1, y
5nM y 100 nM para SR2. Transcurridas 8 horas de exposicion al péptido
amiloide AB1.42 (5uM), las células se lavaron con PBS y se guardaron a —

80°C hasta el momento de la extraccion del ARN.

3.c. Activacion de las vias ERK1/2 y p38 MAPK

Para estos experimentos se utilizaron placas de cultivo de 60 mm

de diametro (p60) donde se sembraron 100.000 astrocitos por cm?. Las
células se preincubaron durante 24 horas en medio DMEM sin suero y a
continuacién se expusieron a AP142 (5uM) durante los siguientes tiempos:

5, 10, 15, 30, 60 y 120 minutos. El procesamiento de las células y el
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analisis de las proteinas quinasas por Western blot se llevd a cabo segun

se describe en el apartado 8.a.

3.d. Activacion de NF-xB

Las células, sembradas a una densidad de 50.000 células/cm? en

placas de cultivo de 100 mm de diametro (p100), se preincubaron en
medio sin suero durante 24 horas antes de la exposicion al péptido ABq42
durante 1, 3 y 6 horas. El procesamiento de las células y su analisis por

Western blot se llevé a cabo segun se describe en el apartado 8.b.

4. EL PEPTIDO AB1.4;

El péptido ABi4se compré a American Peptide (Sunnyvale, CA,
EEUU). Este péptido, correspondiente a los aminoacidos 1-42, se disolvié en
agua destilada (1mg/ml) y se incubd durante 7 dias a 37°C para favorecer la
formacion de fibrillas, aunque no se puede excluir la posible formacion de
oligbmeros (Burdick y cols., 1992; Lorenzo y Yankner, 1994; Koenigsknecht-
Talboo y Landreth, 2005). La concentracion elegida para llevar a cabo los
experimentos de exposicion al péptido B-amiloide fue 5uM. Esta concentracion
es la cantidad aproximada de AP que encontramos en el cerebro de un
paciente de Alzheimer, y que previamente se ha utilizado en otros estudios in
vitro (Naslund y cols., 2000; Koenigsknecht-Talboo y Landreth, 2005).

5. MUERTE CELULAR

Para determinar la muerte celular por exposicién al péptido AB en los
experimentos de tiempo-respuesta, se cuantifico la cantidad de enzima LDH
liberada al medio, utilizando el kit CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity
Assay (Promega, Madison, WI, EEUU) segun las instrucciones del fabricante.
Cuando las células mueren, esta enzima citosdlica se libera al medio v,
entonces a partir de la reaccion enzimatica catalizada por la LDH acoplada a
una reaccion colorimétrica se determina de forma semi-cuantitativa la

proporcion de células muertas con respecto al control.

NAD" + Lactato P Piruvato + NADH

Diaforasa . ]
NADH + Sal de tetrazolio » NAD® + formazan (rojo)
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6. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE CITOQUINAS

6.a. Paneles de citoquinas

Para identificar las principales citoquinas afectadas por Ia
exposicion al peptido AP, se emplearon paneles comerciales de
citoquinas inflamatorias (Mouse Inflammation Antibody Array; RayBiotech,
Norcross, GA, EEUU). Para ello se incubé el sobrenadante de los
astrocitos FAAH-wt y FAAH-ko expuestos durante 24 horas al péptido
AB con las membranas y se continué con el protocolo descrito por el

fabricante.

6.b. Cuantificacion de los niveles por ELISA

Una vez identificadas las principales citoquinas afectadas por la
accioén del péptido Ap, se cuantificaron los niveles de estas citoquinas en
el sobrenadante de los cultivos. Para determinar los niveles de las
citoquinas CCL5 y MCP-1, y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) se
utilizaron kits de ELISA especificos para ratdn siguiendo instrucciones del
fabricante (R&D Systems, Minneapolis, MN, EEUU). La sensibilidad de
los kits de CCL5 y MCP-1 era de 2 pg/ml y para TNF-a de 5.1 pg/ml. Para
las interleuquinas IL-6 e IL-1p se utilizaron kits de ELISA para raton con

una sensibilidad de 2 pg/ml y 5 pg/ml, respectivamente (RayBiotech).

7. ANALISIS DEL ARNm

7.a. Extraccion del ARN y transcripcidn inversa

La extraccion del ARN total de las células se realizé siguiendo el
protocolo descrito por el fabricante del kit MasterPure™ Complete DNA
and RNA PFurification (EPICENTRE Biotechnologies, Madison, WI,
EEUU). En el proceso de extraccion, las muestras se trataron con DNAsa
| libre de ribonucleasas durante 30 min a 37°C para eliminar posibles
restos de ADN genémico. Una vez purificado el ARN, se dej6 secar a
temperatura ambiente, se resuspendié en 23 ul de H,O-DEPC y se
almacendé a —80°C hasta su utilizacion. Para verificar su integridad, las
muestras se resolvieron en un gel de agarosa/TBE 0.5X al 1%. La
concentracion (ug/ul) y pureza del ARN se determind midiendo su

absorbancia a 260 y 280 nm en un espectrofotometro.
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La reaccion de transcripcién inversa (RT) se realizé a partir 1 ug
de ARN siguiendo las condiciones descritas en el kit Transcriptor First
Strand cDNA Synthesis (Roche Applied Science, Mannheim, Alemania).
Este método incluye un primer paso para asegurar la desnaturalizacion
del ARN de estructura secundaria a 65°C durante 10 min, y un segundo
paso de sintesis del ADN complementario (cDNA). La mezcla contenia
tanto random primer como oligo-dT y las condiciones de la reaccién
fueron: 10 min a 25°C, 60 min a 50°C, 5 min a 85°C.

7.b. PCR cuantitativa a tiempo real

Para cuantificar la expresion de los mensajeros de COX-2, iNOS,
TNF-a, PPARa, PPARY y CB; se realizaron ensayos de PCR cuantitativa
a tiempo real utilizando la tecnologia LightCycler (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania). Para la amplificacién se utilizé el kit QuantiMix
Easy Probes (Biotools, Madrid, Espana). Para cada PCR se usaron 2yl
del cDNA y la concentracion de los primers y sondas fue 0.5 uM y 0.2 uM,
respectivamente. Como control de carga se utilizd la expresién del gen

18S y en cada carrera de PCR se incluyo un control negativo sin molde.

Los primers y sondas Tagman y FRET utilizados en los estudios
(Tabla 3) fueron disefiados por TIB MOLBIOL (Berlin, Alemania). Para la
cuantificacion se usaron curvas estandar de diluciones seriadas de diez
en diez del cDNA de astrocitos primarios. La cantidad de transcripto se
calcul6 usando el método de la segunda derivada y cuantificacion relativa
con correccion de eficiencias utilizando la versién 4.0 del sotfware de
LightCycler (Roche).

64



Material y métodos

TABLA 3. Primers y sondas utilizados en la PCR a tiempo real

GENES

PRIMER/SONDA

SECUENCIAS PRIMERS Y SONDAS

188

sense

antisense

AAATCAGTTATGGTTCCTTTGGTC
GCTCTAGAATTACCACAGTTATCCAA

Sonda #55

Use universal ProbeLibrary, Roche Applied Science

iNOS

sense

antisense

GCTCCTCCCAGGACCACA
GCTGGAAGCCACTGACACTT

Sonda TagMan

6FAM-CACCTACCGCACCCGAGATGG--BBQ

COX-2

sense

antisense

TGACCCACTTCAAGGGAGTCT
CTGTCAATCAAATATGATCTGGATGTC

Sonda TagMan

6FAM-AACAACATCCCCTTCCTGCGAAGTT--BBQ

TNF-a

sense

antisense

GCCTATGTCTCAGCCTCTTCTCATT
CCACTTGGTGGTTTGCTACGA

Sonda TagMan

6FAM-CCATAGAACTGATGAGAGGGAGGCCATTT--BBQ

PPAR-a

sense

antisense

ACTGAAAGCAGAAATTCTTACCTGTG
AAGCGTCTTCTCGGCCATA

Sonda FRET

GGGCCTTGACCTTGTTCATGTTGAA-FL
640-TTCTTCAGGTAGGCTTCGTGGATTCTCTTG P

PPAR-y

sense

antisense

CCAGATCTTCCTGAACTTGACCT
CCAGTGTCTCTGTGAGGACCG

Sonda TagMan

FAM-ACAGACAGCTTTCTGGGTGGATTGAA-TMR

FAAH

sense

antisense

TCCAAGAGCCCAGGAGGTTC
AAGCTGCACTGCCGTCTGTC

No Sonda

SYBR Greeen

CB:

sense

antisense

GCGGCTGACAAATGACAC
CGGGAGGACAGGATAATATAGAG

Sonda FRET

TTCTGTCTCCCGGCATCCCTCCA-FL

640-GGATGGGCTTTGGCTTCTTCTACTGGAGCT P

Tat

sense

antisense

ATGGAGCCAGTAGATCCTAGACTA
GCTTTGATAGAGAAGCTTGATGAG

No Sonda

SYBR Greeen

8. WESTERN-BLOT

8.a. Analisis de proteinas quinasas

Para estudiar la activacion de las rutas ERK1/2 y p38 MAPK en

respuesta al péptido A, se llevaron a cabo ensayos de western-blot. Tras

la exposicion al péptido 3 amiloide, los astrocitos primarios se lavaron con
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PBS, se recogieron en 100 ul de tampén de lisis (100mM Tris-HCI pH.7.5,
2mM EGTA, 2mM EDTA , 20mM NaF, 540mM sacarosa, 0.2mM PMSF,
2% Triton X-100, 1mM Na3VO,, 0.1% 2-mercaptoetanol y 10 ug/ml de los
inhibidores de proteasas aprotinina, pepstatina y leupeptina) con ayuda
de un rascador de células, se incubaron 3 min en hielo y se centrifugaron
a 14.000 rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se guardé a —80°C

hasta su utilizacion.

Para determinar la concentracion de proteina total en los
extractos, se utilizd Bio-Rad protein assay (Bio-Rad) y BSA para construir
la curva patron. La absorbancia a 595 nm se midid6 en un
espectrofotdmetro Ultrospec 3000 (Amersham Pharmacia Biotech,

Cambridge, Inglaterra).

Posteriormente, 50 ng del extracto proteico/muestra se
desnaturalizé durante 5 min a 100°C y se separé en un gel de
poliacrilamida al 10% con SDS. Una vez terminada la electroforesis, las
proteinas se transfirieron a una membrana de Immobilon-P (Millipore
Corporation, Bedford, MA, EE.UU) durante 1 hora a 100 voltios con una
Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad).

A continuacion se procedid a la deteccidon de las proteinas
quinasas mediante el uso de anticuerpos especificos. Para ello, primero
se incubaron las membranas durante 1 hora a 37°C con una solucion de
bloqueo que contenia 5% leche desnatada (Fluka) en TBST.
Posteriormente, las membranas se incubaron durante toda la noche a 4°C
con el primer anticuerpo, que correspondia a la proteina que reconoce las
formas fosforiladas. El anticuerpo que reconoce las formas fosforiladas de
p44/p42 MAPK (Thr202/Tyr204), también conocido como ERK1/2, se
diluy6 a 1:2500 en la solucién de bloqueo y el anticuerpo que reconoce la
forma fosforilada de p38 MAPK (Thr180/tyr182) se diluy6é 1:1000 en 5%
BSA en TBST. Ambos anticuerpos fueron suministrados por Cell
Signalling Technology, Beverly, MA, EE.UU. Tras esta incubacion se
realizaron tres lavados de 10 min en TBST, y seguidamente se incubaron
las membranas con el anticuerpo anti-conejo-HRP (GE Healthcare,

Buckinghamshire, Reino Unido) diluido 1:2500 en la solucién de bloqueo
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durante 2 horas a T? ambiente. Finalmente, tras cuatro lavados en TBST,
el complejo inmune se visualizdé por quimioluminiscencia, utilizando para
ello el kit Amersham ECL™ Western Blotting Analysis System (GE

Healthcare).

A continuacion, para detectar la cantidad total de proteina kinasa
(fosforilada y no fosforilada), y de esta forma confirmar que los cambios
en los niveles de la proteina fosforilada no se deben a una diferencia de
carga proteica, las membranas se lavaron durante 30 min a 50°C en
stripping buffer (62.5mM de Tris-HCI pH.6.7, 2%SDS y 100mM de 2-
mercaptoetanol) con objeto de eliminar los anticuerpos fosforilados. Tras
dos lavados de 10 min en TBST a T2 ambiente, las membranas se
incubaron de nuevo con la solucién de bloqueo durante 1h a 37°C.
Seguidamente, se realizé una incubacién durante toda la noche a 4°C con
los anticuerpos que reconocian especificamente las formas fosforiladas y
no fosforiladas de las proteinas quinasas ERK1/2 (Cell Signalling
Technology, Beverly, MA, EE.UU) y p38 (Santa Cruz Biotechnology, Inc,
Santa Cruz, CA, EE.UU), ambos diluidos 1:2500 en la solucion de
bloqueo. Después de tres lavados en TBST, la incubacion de las
membranas con el anticuerpo anti-conejo-HRP y la deteccién de las

proteinas con ECL se llevd a cabo segun se describe anteriormente.

Después de revelar las peliculas de radiografia (Amersham
Hyperfiim ECL, GE Healthcare), las bandas correspondientes a las
proteinas especificas se digitalizaron y la intensidad de cada banda se
cuantific6 mediante su analisis densitométrico con el programa

informatico Quantity One (Bio-Rad).

8.b. Andlisis de la activacion de NF-«B

Para el estudio de la activacion de NF-xB por exposicion al
péptido AP se analizé la translocacion de NF-xB (p65) al nucleo mediante
ensayos de western-blot. Los astrocitos primarios expuestos al péptido se
lavaron con PBS y siguiendo las instrucciones del fabricante de NE-PER
Nuclear and Cytoplasmatic Extraction Reagents (Pierce) se obtuvieron
extractos proteicos del citosol y del nucleo. Para determinar la
concentracion de proteina en los extractos se utilizd el kit BCA protein

assay (Pierce).
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Las proteinas nucleares (30 ug) y los extractos citosélicos (20 ug),
desnaturalizados durante 5 min a 100°C, se resolvieron en un gel de
poliacrilamida al 12% con SDS. La transferencia de las proteinas a una
membrana de Immobilon-P (Millipore) y el bloqueo de la membrana se

realizaron segun las condiciones descritas en el apartado 8.a.

Las membranas que contenian los extractos citosolicos y las que
contenian las proteinas nucleares se incubaron durante toda la noche a
4°C con el anticuerpo NF-kB p65 (Santa Cruz Biotechnology, Inc) diluido
1:500 en la solucién de bloqueo. Tras lavados con TBST, la incubacién
con el anticuerpo anti-conejo-HRP y la visualizacion de las bandas de

proteina se realizd segun lo descrito en el apartado anterior.

A continuacion, tras lavar la membrana con el stripping buffer
como se describia en el apartado 8.a, las membranas se bloquearon y
posteriormente se incubaron con sus correspondientes controles de
carga, para normalizar la expresion de NF-xB. Para las membranas con
extractos citosolicos se utilizd como control de carga la p-actina (1:2500;
Sigma) y para las membranas con extractos nucleares, la Histona H3 (1
ug/ml; Abcam, Cambridge, Reino Unido). Los anticuerpos se diluyeron en
la solucion de bloqueo y se incubaron durante toda la noche a 4°C. Tras
los lavados en TBST, las membranas se incubaron con el anticuerpo anti-
raton-HRP (1:2500) durante 2 horas a T2 ambiente. Finalmente, la
deteccién del complejo inmune con ECL y el analisis densitométrico de
las bandas correspondientes se realizé como se describid en el apartado
8.a.

9. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media aritmética + el error
estandar de la media (SEM). Para hacer comparaciones entre dos grupos se
empled la prueba paramétrica T de Student, seguida por la correccion de
Bonferroni para comparaciones multiples. También se empleé el analisis de la
varianza (ANOVA), con el test de Newman-Keuls para comparaciones
multiples. Los resultados de p<0.05 se consideraron estadisticamente
significativos. El analisis estadistico se llevé a cabo con la version 11.0.0 del
software SPSS (SPSS, Inc) y la version 5.00 del software GraphPad Prism. El
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tipo de analisis utilizado en cada caso se mencionara en la correspondiente

leyenda de cada figura.

B. Proteina viral Tat

1. TRANSFORMACION, CRECIMIENTO BACTERIANO Y EXTRACCION
DEL ADN PLASMIDICO

El vector de expresiéon de la proteina Tat (CMV1-Tat) fue cedido

amablemente por el Dr. José Alcami (Unidad de Inmunopatologia del SIDA,
Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid). Como control de la transfeccién de Tat se
utilizé un plasmido LTR-Luc, que contiene las secuencias de respuesta a Tat
en la regién reguladora del VIH y el gen que codifica para la enzima luciferasa.
Para normalizar los datos obtenidos, se cuantific6 por PCR cuantitativa a
tiempo real la expresion del ARNm de la proteina Tat en cada experimento.
Antes de comenzar con la transfeccion transitoria de la proteina viral
Tat, se amplificaron los vectores. Para ello, se transformaron células
bacterianas competentes (E. Coli DH5a) en presencia de 100 ng de vector
durante 10 min en hielo. Pasado ese tiempo, se sometieron a un choque
térmico de 42°C durante 1 min, incubandose de nuevo en hielo durante 1,5
min. A continuacion se anadié a cada muestra 800 ul de medio LB (Triptona
10g/l, extracto de levadura 5g/I, NaCl 5g/I, Sigma) y se dej6é durante 1hora a
37°C en agitacion, para que las bacterias se recuperaran y replicaran.
Posteriormente, se procedido a la seleccion de bacterias que habian
incorporado el vector y que por tanto serian resistentes a ampicilina. Las
células se sembraron en placas de LB suplementadas con ampicilina (50 pg/ml,
Sigma) y se dejaron crecer durante toda la noche a 37°C. Al dia siguiente se
picé una colonia de cada plasmido y se procedié a su crecimiento. En primer
lugar se hizo un inéculo en 10 ml de medio LB suplementado con ampicilina,
durante 5-6 horas a 37°C en agitacidon hasta apreciar turbidez en el medio de
cultivo y obtener una densidad 6ptica de 0.4-0.5 a una longitud de onda de 550
nm. Una vez crecido el minicultivo, se anadié en 200 ml de LB suplementado
con ampicilina y se incubé durante toda la noche a 37°C y en agitacion para

permitir el crecimiento de las bacterias.
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Al dia siguiente, la extraccién del ADN plasmidico se realizé por lisis
alcalina siguiendo el protocolo indicado en el kit E.Z.N.A Plasmid Maxi (Omega
Bio-Tek, Norcross, GA, EEUU).

TRANSFECCION TRANSITORIA MEDIADA POR LIPOSOMAS
CATIONICOS

La transfeccion de los diferentes vectores se realizé en cultivos mixtos

de glia (astrocitos y microglia) de ratones FAAH-wt y FAAH-ko. El cultivo
primario de glia a partir del cerebro de dichos ratones se realizé segun el
meétodo descrito anteriormente. Tras 13-15 dias de cultivo, las células gliales
se sembraron el dia anterior a la transfeccién al 80% de confluencia (60.000
células/cm?) en placas de cultivo p60 para la transfeccién y en placas de 24
pocillos para el control de €ficiencia.

La transfeccion por liposomas cationicos se llevd a cabo siguiendo el
protocolo indicado en el kit TransFast’™ Transfection Reagent (Promega,
Madison, WI, EEUU). Las células se transfectaron con 8 ug de CMV-Taty 2 ug
del plasmido reportero pLTR-Luc. Como control negativo de la transfeccién se
utilizé el plasmido pCMV-500. Transcurrida 1 hora de transfeccion, se afiadié
medio fresco conteniendo 10% de FBS. Dos dias después de la transfeccion,
las células se lavaron con PBS y, o bien, se guardaron a -80°C hasta el
momento de la extraccién del ARN, o bien se lisaron para la medida de la

actividad luciferasa.

ENSAYO DE LA ACTIVIDAD LUCIFERASA

La medida de la actividad luciferasa se realizd6 segun el protocolo

descrito en el manual de Dual Luciferasa assay system (Promega). Tras
finalizar el experimento de transfeccién, las células se lavaron con PBS y se
lisaron con el tampoén Passive lysis (Promega) a temperatura ambiente. Tras
agitar los tubos en vortex durante un par de segundos, se centrifugaron a
14.000 rpm durante 15 min a 4°C., y los sobrenadantes se recogieron para la
cuantificacién de la actividad luciferasa.

El ensayo de luciferasa se realizd tomando de cada muestra un
volumen de 20 pul al que se anadié 30 ul de luciferina. A continuacién, el pulso
de luz emitido en cada muestra durante 30 segundos se midié en el fluorimetro
Victor® (Perkin Elmer, Boston, Ma, EE.UU).
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4. ANALISIS DEL ARNm
La extraccion del ARN de las células y la cuantificacién de los niveles
de expresion del ARNm de COX-2, iINOS, TNF-a, CB,, FAAH y Tat por PCR

cuantitativa a tiempo real se realizé segun se describe en el apartado 4 del

estudio in vitro con el péptido B-amiloide.

5. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media aritmética = el error

estandar de la media (SEM). El andlisis estadistico se realizé mediante la
prueba paramétrica T de Student. Los resultados con una p<0.05 se
consideraron estadisticamente significativos. El andlisis estadistico se llevo a

cabo con la version 5.00 del software GraphPad Prism.
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1.

LOCALIZACION DEL SCE EN UN MODELO ANIMAL DE EVIS

El modelo de macaco infectado por VIS se considera un buen modelo para
el estudio de la demencia asociada a VIH (Rausch y cols., 1999). Dicho modelo
presenta cierto paralelismo con la infeccién inducida por VIH, vy sigue el mismo
patrén de progresion de la enfermedad que en humanos, aunque a ritmo acelerado
(Nesbit y Schwartz, 2002). También presenta deterioros motores y cognitivos
(Murray vy cols., 1992) y rasgos neurologicos, que coinciden con los observados en
humanos. El 50% de los macacos en estado terminal de la enfermedad presentan

infiltrados de macréfagos/monocitos, CGMs y nédulos de microglia y astrocitos.

Por tanto, este modelo puede servir de herramienta para estudiar los
posibles cambios del SCE en respuesta a la encefalitis inducida por el virus de la
Inmunodeficiencia en Simios (EVIS), como modelo animal de neuroinflamacién y

neurodegeneracion.

Las tinciones con hematoxilina confirmaron la presencia de infiltrados
perivasculares de macrofagos/microglia y CGMs en cortezas parietal y frontal de

los macacos que habian desarrollado EVIS (Figura 1).

No se apreciaron cambios significativos entre los animales control y los
animales infectados con VIS que desarrollaron SIDA pero no encefalitis, por esta
razon los datos relativos a los animales control y animales infectados con VIS se
toman como uno y se comparan con muestras de animales con EVIS. Los
resultados mostraron entonces claras diferencias en el patron de expresion de
algunos componentes del SCE, especialmente en el patrén de expresion del
receptor CB, y la enzima FAAH. Sin embargo, no se encontraron cambios en el

patrén de expresion del receptor CB;.

1.a. Receptores CB;
Los receptores CB; se distribuyen homogéneamente por todo el

neuropilo de la corteza de macacos control y EVIS (Figura 2). Los cuerpos
celulares de las neuronas piramidales se tifien moderadamente. En areas de
sustancia blanca o en infiltrados perivasculares no se observa expresion de

CB, (Figura 2B). Tampoco, se aprecian cambios significativos en el patron
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de expresién y/o en la cantidad de proteina CB, entre las muestras control y
EVIS (Figura 3A,B).

1.b. Receptores CB,
No se observa marcaje significativo para el receptor CB, en las

muestras de tejido de animales control (Figura 4A). Por el contrario, en
animales EVIS se puede observar un marcaje intenso para dicho receptor
(Figura 4B), asi como un aumento del nivel de expresion de la proteina
(Figura 3C). La senal se restringe a poblaciones celulares concretas.
Especificamente, las células perivasculares son las que exhiben los niveles
mas altos de tincién (Figura 4B), aunque también algunas células en areas
de sustancia blanca se tifien de forma notable. Estas células CB, positivas
rodean la superficie externa de casi todos los vasos sanguineos,
independientemente del diametro de los vasos (Figura 4B-D). Ademas,
puede observarse marcaje positivo para CB, en células localizadas dentro de
infiltrados celulares (Figura 4E,F). Esta sefal corresponde a células
agrupadas y esta limitada a los infiltrados celulares que circundan las
paredes de los vasos sanguineos, y que son un rasgo caracteristico en
cerebros EVIS.

Para definir el(los) tipo(s) celular(es) especifico(s) que expresan
receptores CB; en las secciones de tejido de animales EVIS, se llevaron a
cabo experimentos de doble marcaje. Para tal fin, se emplearon dos
marcadores fenotipicos bien conocidos: el receptor CD3 (un marcador de
linfocitos T) y el antigeno CD68 (un marcador de macréfagos/microglia). Los
resultados que se obtuvieron a partir de estos experimentos nos permitieron
identificar microglia perivascular y linfocitos T como las células que
expresaban el receptor CB,. De modo que, las células CD68 positivas
localizadas en la superficie externa de los vasos sanguineos asi como en los
infiltrados celulares perivasculares expresan receptores CB, (Figura 5A-D).
Por otra parte, los grupos celulares que incluyen numerosas células CD3
positivas en las lesiones caracteristicas en EVIS eran también positivos para
CB,, indicando la presencia de este subtipo de receptor cannabinoide en
linfocitos T (Figura 5E,F). Tras llevar a cabo un estudio inmunohistoquimico
de doble marcaje, encontramos que la mayoria de las células T-CD3 en el
SNC son del subgrupo de células T-CD8 (Kim vy cols., 2004), sugiriendo que

esas células CD8 positivas también expresan receptores CB,.
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1.c. Enzima FAAH

Las regiones de sustancia gris cortical de los macacos control y EVIS

mostraron un nivel de marcaje para FAAH de moderado a intenso (Figura 6).
Las neuronas piramidales presentaban una sefal fuerte en los cuerpos
celulares. Ademas, se podia observar un reforzamiento perinuclear claro,
mientras que las dendritas y axones se encontraban tefidos débilmente; este
marcaje se asemeja al obtenido previamente en muestras humanas (Romero
y cols., 2002).

Los cambios mas llamativos se detectaron en areas de sustancia
blanca de la corteza, un area conocida por sufrir una extensa astrogliosis en
EVIS. Asi, aunque no se observo marcaje para FAAH en sustancia blanca de
animales control, si se detecté fuerte inmunoreactividad en animales EVIS
(Figura 6B-F). Esta sefal estaba presente en astrocitos, como se demostré
por doble marcaje con GFAP (Figura 6E,F). Especificamente, los astrocitos
que rodean los infiltrados celulares perivasculares muestran un marcaje para
FAAH mas intenso, en contraste con aquellos que rodean los vasos, a falta
de infiltrados patolégicos, que mostraban una tincion moderada (Figura 6C).
En cuanto al nivel de proteina, en el western-blot no se detectaron diferencias

entre las muestras control y EVIS (Figura 3).
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Figura 1. Infiltrados en EVIS. Tincion con Hematoxilina. A,B, 800 um; C, 200 um.

Figura 2. Expresion del receptor CB4 en corteza frontal de animales control (A) y
EVIS (B). En ambos grupos, se puede observar una sefial moderada en neuronas
piramidales (A, detalle) y un marcaje neuropilico difuso. No se observan cambios
significativos en el interior de los infiltrados célulares presentes en areas de sustancia
blanca en animales EVIS (B, detalle). Escala de las barras: A,B, 400 um; detalles, 200
um.
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Figura 3. Western blot de CB,, CB, y FAAH en homogeneizado de corteza de
animales control (calles 1) y EVIS (calles 2). Para el receptor CB, se detectaron dos
bandas de 85 y 52 kDa (A). La sefial desaparece en las muestras control (B, calle 1)y
EVIS (B, calle 2) tras la pre-incubacion con el péptido de bloqueo. Banda de 60 kDa
correspondiente al receptor CB, (C) y aumento de su expresion en las muestras EVIS
(C, calle 2) con respecto a las muestras control (C, calle 1). Para FAAH, se detecta
una banda de 50kDa (D). No se aprecian diferencias en el nivel de expresion de la
enzima entre las muestras control (D, calle1) y EVIS (D, calle 2).
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Figura 4. Marcaje de CB, en muestras de tejido de corteza frontal de animales
control (A) y EVIS (B-F). A, Ausencia de sefial en secciones de tejido de animales
control en comparacion con animales EVIS (B). B, Células perivasculares que
muestran un marcaje intenso para el receptor CB,. Secciones de vasos sanguineos
longitudinales (C) y transversales (D) que muestran una sefial intensa en la superficie
exterior de las paredes de los vasos. E, Células positivas para CB, dentro de los
infiltrados celulares que comunmente se encuentran en &reas perivasculares de
cerebros EVIS. Las células localizadas en ndédulos microgliales incipientes (flechas) y
los ya formados, infiltrados maduros (trazado circular), muestran marcaje para CB,. F,
Imagen a mayor aumento de un infiltrado incipiente en la proximidad de la pared de un
vaso sanguineo (asterisco) que muestra inmunoreactividad frente a CB, (color
marron). Escala de las barras: E, 800 um; A,B, 400 um; C, 200 um; D,F, 100 um.
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Figura 5. Los receptores CB, se expresan en células microgliales asociadas a los
vasos sanguineos (A, B) asi como en infiltrados celulares patolégicos (C, D) y
linfocitos T (E, F). A, La sefal inmunofluorescente para CB; se localiza en la porcién
mas externa de los vasos sanguineos. B, Marcaje de CD68 (marcador comun de
macréfagos/microglia) en el mismo vaso que A. Se observa un solapamiento parcial
del marcaje de CB, y CD68. C, Sefal fluorescente para CB, en grupos de células
perivasculares. D, Esos mismos grupos de células son positivos para CD68. E,F,
Infiltrados celulares que muestran marcaje intenso para CB, (E) y CD3 (F). Los
patrones de ambos marcajes se ajustan casi por completo. Escala de las barras, 50
um.
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Figura 6. Distribucion de FAAH en corteza frontal de animales control (A) y EVIS
(B-F). A, El marcaje de FAAH en los animales control se limitaba a porciones de
sustancia gris (SG) de la corteza, especificamente a neuronas piramidales (detalle).
Se puede observar la casi completa ausencia de marcaje en areas de sustancia
blanca (SB). B, En animales EVIS, la expresion de la enzima aumentaba de forma
llamativa en areas de sustancia blanca de la corteza. Este incremento en la sefial de
FAAH se correlacionaba con el proceso de astrogliosis caracteristico de EVIS. C,D,
FAAH se expresa de forma masiva en astrocitos presentes en sustancia blanca y, de
forma notable, en aquellos asociados a vasos sanguineos (C, asteriscos) que tienen
infiltrados perivasculares (flechas). Parece que existe una menor expresion de FAAH
alrededor de los vasos que no presentan esas estructuras patologicas (C, flecha
blanca). FAAH esta presente en los somas y procesos astrociticos. E,F, La sefial de
FAAH (flechas negras) colocaliza con células positivas para GFAP (flechas blancas),
confirmando su naturaleza astrocitaria. Escala de las barras: A,B, 800 um; C, 200 um;
detalles en A,D, 100 um; E,F, 50 um.
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2. LOCALIZACION DEL SCE EN CEREBRO DE PACIENTES AFECTADOS DE
EVIH

Una porcién significativa de pacientes infectados por VIH, y de forma
menos extendida, VIH-2, sufren una demencia subcortical conocida como
demencia asociada a VIH. La forma mas severa de esta demencia se caracteriza
por la presencia de CGMs, y se corresponde con la Encefalitis Inducida por VIH
(EVIH), cuya histopatologia también incluye activacion de macréfagos cerebrales y
astrocitos, y formacion de acumulos inflamatorios de astrocitos activados, linfocitos
T-CD8 inflamatorios y monocitos/macréfagos, algunos de los cuales estan

infectados.

A la vista de los cambios observados en algunos elementos del SCE en el
modelo animal de encefalitis, abordamos el estudio de esta misma patologia en
muestras de donantes afectados de encefalitis por VIH para determinar si los
resultados previos son reproducibles, y si concuerdan con los ya descritos en otra
patologia neuroinflamatoria como es la enfermedad de Alzheimer (Benito y cols.,
2003).

La expresion de CB; era elevada en las neuronas presentes por todo el
cortex y casi indetectable en células gliales. Las neuronas piramidales de la capa
IV presentaban un claro marcaje citoplasmatico para el receptor CB4 asi como las
neuronas de menor tamafo de la capa VI. No se detectd expresion del receptor
CB, y la distribucion de la enzima FAAH solo era evidente en elementos
neuronales del cortex. Este patrén de expresion fue practicamente idéntico al que
observamos en las muestras VIH. Por esta razdn, y al igual que hicimos en el
modelo animal de EVIS, los datos relativos a los pacientes control y pacientes VIH
se toman como uno y se comparan con los obtenidos en los pacientes EVIH.

Las muestras EVIH presentan grandes cambios comparados con las
muestras control y VIH, que incluian astrogliosis, nédulos microgliales e infiltrados

perivasculares, todos ellos rasgos caracteristicos de la patologia.

2.a. Receptores CB;

En las secciones de tejido EVIH el marcaje de CB, en elementos
neuronales, principalmente en neuronas piramidales de la corteza, era menos
intenso y menos abundante que en las muestras control (Figura 7A,B). Por

el contrario, la sefial moderada de CB; en células gliales solo era evidente en
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las muestras con encefalitis (Figura 7C,D). Estos grupos de células gliales
CB, positivas (la mayoria localizadas préximas a vasos sanguineos) se
identificaron como astrocitos y microglia/macréfagos por técnicas de
inmunofluorescencia con marcadores especificos (Figura 7E-J). En
astrocitos la sefal de CB; era intensa en los cuerpos celulares y mas tenue
en los procesos (Figura 7E-G) mientras que los infiltrados microgliales

perivasculares mostraban un nivel de marcaje medio-alto (Figura 7H-J).

2.b. Receptores CB,
En muestras control y VIH no se detecté sefal de CB, (Figura 8A). No

obstante, la presencia de CB; era evidente en microglia perivascular (Figura
8B) asi como en nédulos microgliales e infiltrados de linfocitos (Figura 8C)
en las secciones de tejido EVIH. Tanto la microglia (Figura 8D-F) como los
linfocitos T (Figura 8G-l) mostraban niveles altos de inmunoreactividad frente
a CB. y para su identificacion se utilizaron los marcadores especificos HLA-
DR y CD3, respectivamente. En los infiltrados de linfocitos T que rodean los
vasos sanguineos, y que son caracteristicos de este tipo de patologia,
también pudimos detectar expresion de CB; en el subtipo CD8" (Figura 8J-
L). Por otra parte, no se detectd sefial astrocitica para CB, en ninguna

seccion de tejido.

2.c. Enzima FAAH

Como en el caso de los receptores CB4, la expresion de FAAH en
neuronas en muestras de tejido EVIH mostraba un descenso acusado al
compararse con las secciones control y VIH (Figura 9A,B). En las muestras
con encefalitis, también se observd que grupos de astrocitos localizados
alrededor de vasos sanguineos presentaban una sefial fuerte para FAAH
(Figura 9C,D,E-G); ademas, este marcaje era mas evidente y abundante en
los vasos que presentaban infiltrados celulares (Figura 9D) que en aquellos
no patolégicos (Figura 9C). Esta sefial era mas fuerte en el cuerpo celular de
los astrocitos que en los procesos. Cabe destacar que ningun otro tipo de

células gliales mostraba un nivel de expresion significativo para FAAH.
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Figura 7. Distribuciéon del receptor CB;, en corteza de pacientes control (A) y
EVIH (B). Expresion de CB4 en neuronas piramidales de la corteza en muestras EVIH
(B) y secciones de tejido de pacientes control (A). C,D Células gliales positivas para
CB, en sustancia blanca de muestras con encefalitis. El uso de los marcadores GFAP
(F) y HLA-DR (I) en técnicas de inmunofluorescencia, determiné la presencia del
receptor en astrocitos (C,E) e infiltrados de microglia (D,H), respectivamente. Escala
de las barras: A-D, 500 um; E-G, 100 um; H-J, 200 pm.
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Figura 8. Expresion del receptor CB, en células microgliales y linfocitos T en
muestras de tejido EVIH. A, ausencia de marcaje para el receptor CB, en muestras
control. En muestras de pacientes con encefalitis se detectd expresion del receptor en
zonas perivasculares (B) y areas de infiltraciéon celular (C). La colocalizacion de CB;
(D) y HLA-DR (E) confirma la expresion de este receptor en microglia. También los
linfocitos T (CD3 positivos, H) que forman infiltrados perivasculares expresan CB; (I).
La mayoria de estos linfocitos CB, positivos (J) corresponden al subtipo CD8" (CD8
positivos, K). Escala de las barras: A,B,C, 500 um; D-F y J-L, 200 um; detalles en D-F,
20 um; G-I, 100 um.
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Figura 9. Expresion de FAAH en cerebro de pacientes control (A) y EVIH (B). Se
detectd expresion de la enzima en neuronas, principalmente neuronas piramidales de
la corteza, tanto en las muestras control (A) como en las muestras con VIH y
encefalitis (B). Astrocitos FAAH positivos en muestras EVIH, alrededor de un vaso
sanguineo sin infiltracién celular (C) y con infiltraciones perivasculares patolégicas (D).
El doble marcaje de FAAH (E) y GFAP (F) confirmé la naturaleza astrocitaria de estas
células. Escala de las barras; A-D, 500 um; E-G, 100 um.
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3. LOCALIZACION DEL SCE EN CEREBRO DE PACIENTES CON EM

La esclerosis multiple es una enfermedad inflamatoria y desmielinizante del
SNC, y una de las causas mas importantes de incapacidad neuroldgica en la
poblacion juvenil (Noseworthy y cols., 2000). La neuropatologia de EM incluye
degeneracién axonal, pérdida de oligodendrocitos y la subsiguiente induccidon de

areas de desmielinizacion.

Como objetivo del presente estudio nos hemos propuesto identificar y
clasificar dichas areas de desmielinizacion y estudiar los posibles cambios que
pueden experimentar algunos elementos del SCE en funcién del grado de actividad
celular de las placas. Para ello hemos utilizado muestras de tejido de donantes de
EM, que también nos permitiran establecer si el patron comun de respuesta del

SCE se mantiene en EM.

3.a. Caracteristicas de las placas de EM y composicion celular

Como cabria esperar, en las muestras control no se observaron areas
de desmielinizacion, y la expresion de CBy y FAAH se limitaba a elementos
neuronales de la corteza, mientras que la presencia de receptores CB, era
practicamente inexistente (datos no mostrados).

Por el contrario, en las muestras de pacientes con EM se identificaron
un total de 66 placas, como se describe en la Tabla 1. Usando como criterio
la densidad y distribucion de células HLA-DR positivas, segun se detalla en el
Material y métodos, se clasificaron 31 placas como “activas”, 22 como
“cronicas” y 13 como “inactivas”.

Para realizar un analisis semicuantitativo de la expresion de CB4, CB;
y FAAH (Tabla 4) en dichas placas, se determiné el numero de células
positivas por seccion y se agrupo en el subtipo celular correspondiente, de
acuerdo a la expresion de marcadores fenotipicos especificos: neuronas
[positivas para la proteina asociada a microtibulos tipo 2, (MAP-2%)],
astrocitos [positivos para la proteina glial fibrilar acidica, (GFAP")], células
precursoras de oligodendrocitos (OPCs) [indentificadas como positivas para
el receptor del factor o de crecimiento derivado de plaquetas, (PDGFR-a")],
oligodendrocitos adultos [positivos para la proteina basica de mielina,
(MBP™)], microglia [positiva para HLA, (HLA")], macrofagos (CD68%) vy
linfocitos T (CD3"). Se observo expresion de CB; y CB, en placas de EM

activas y cronicas, mientras que FAAH se detectd solamente en placas
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activas. Las placas inactivas no presentaban inmunomarcaje para esos
marcadores, en concordancia con la extremada baja densidad celular de

estas estructuras patolégicas (Tabla 4).

TABLA 4: Abundancia relativa de los receptores cannabinoides CB, y CB, y FAAH
en subpoblaciones celulares especificas en lesiones activas y crénicas de EM

Lesiones activas Lesiones cronicas
HLADR CD68 | GFAP | PDGFR-o | MBP = CD3 | MAP-2 HLADR | CD68 GFAP | PDGFR-a. MBP | CD3 = MAP-2
CB1 ++ ++ ND + + ++ ++ ND ND ND ND ND ++ ++
CB:; ++++ ++++ + ND + ++ ND ++++ ND ND ND ND ++ ND
FAAH | ND  ND  +++ ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

Los datos muestran el numero de células positivas para dos marcadores en al menos tres
secciones por caso. +,<10 células/seccion de tejido; ++, 10-25 células/seccion de tejido; +++, 25-50
células/seccion de tejido; ++++,>50 células/seccién de tejido; ND, no detectado.

3.b. Receptores CB;
El receptor CB, se expresa abundantemente en neuronas corticales vy,

especificamente, en las células piramidales de casos control y EM (datos no
mostrados). Ademas, también se detectd inmunoreactividad para este
receptor en neuronas localizadas en areas de sustancia blanca (Figura
10A,B), como revela el doble marcaje con MAP-2 (Figura 10D-F). Este
marcaje es mas evidente en areas demielinizadas, probablemente debido al
descenso de la interferencia por marcaje axonal. También se observa
marcaje intenso para el receptor CB; en tipos celulares no neuronales. Cabe
destacar, que tanto oligodendrocitos adultos como OPCs en placas activas,
identificados con los marcadores especificos MBP y PDGFR-
o, respectivamente, también expresan CB, (Figura 10G-l,J-L). No todas las
lesiones activas contienen oligodendrocitos adultos y OPCs positivos para
dicho receptor cannabinoide. Ademas, los experimentos de doble marcaje
con CD68 mostraron abundantes macréfagos positivos para CBy dentro de
placas activas (Figura 10C,M-O). Finalmente, los linfocitos T perivasculares

también exhibian marcaje para el receptor CB4 (Figura 10P-R).
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3.c. Receptores CB

La expresion del receptor CB, se encuentra restringida a ceélulas
localizadas dentro de placas activas (Figura 11A,B) y células localizadas en
la periferia de lesiones cronicas (Figura 11C,D). Las placas inactivas no
presentaban marcaje para CB, (Figura 11E,F). Las células CB, positivas
eran morfolégicamente similares y mostraban idéntica distribucion en las
placas que las células de microglia HLA-DR positivas (Figura 11). Esta
coincidencia se confirmoé por doble inmunomarcaje con HLA-DR (Figura 12A-
C). Ademas, también se detectaron macrofagos (CD68") que expresaban el
receptor CB, (Figura 12D-F). Cabe destacar que una fraccion de los
macrofagos CB, positivos también contenian MBP (Figura 12G-l), indicando
reciente actividad fagocitica y sugiriendo que la expresion del receptor CB,
en macroéfagos asociados a placas es un suceso temprano en la evolucion de
las placas de EM. El marcaje fluorescente con GFAP también revelé que
astrocitos CB, positivos estaban presentes en areas de sustancia blanca
(Figura 12J-L). Finalmente, los linfocitos T perivasculares mostraban intensa
inmunoreactividad para CB, (Figura 12M-O). No se detectaron receptores

CB, en elementos neuronales de la corteza.

3.d. Enzima FAAH

Se detectd expresion de la enzima en neuronas corticales de casos

control y EM (datos no mostrados). Contrariamente al patrén de expresién del
receptor CB4, FAAH no se detectd en neuronas de la sustancia blanca
subcortical. En las muestras de tejido de EM, la expresion de FAAH también
fue evidente en placas activas (Figura 13A). Estas células FAAH positivas
mostraban un marcaje mas intenso en los cuerpos celulares, mientras que en
los procesos el marcaje era débil (Figura 13B). Las imagenes a mayor
aumento revelan una morfologia astrocitaria (Figura 13B) que se confirmo
por doble marcaje con GFAP (Fig. 13C-E).
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Figura 10. Distribucion de CB; en muestras de EM. A B,C, Las células de la
sustancia blanca subcortical expresaban CB4 (A,B); estas células CB, positivas (D) se
identificaron por doble marcaje con MAP-2 como neuronas (E). G-I, Oligodendrocitos
maduros que muestran marcaje citoplasmatico para CB;. J,K, Escasos OPCs en
placas activas fueron positivos para CB; (J) y PDGFR-a (K). Macrofagos de forma
redondeada (CDG68 positivos; N) también mostraban inmunomarcaje para CB; (C,M).
Linfocitos T perivasculares (Q, ver la pared del vaso, flecha en P) expresaban
receptores CB; (P). Escala de las barras: A, 500 um; B, 200 um; C-F, 100 um; G-R, 20
um.
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Figura 11. Distribucion de células CB, positivas (columna derecha) comparadas
con células HLA-DR positivas (columna izquierda) en tres tipos diferentes de
placas de EM (delimitadas con trazados circulares). A-F, La morfologia y distribucién
de las células CB; positivas en placas activas (B) y cronicas (D) son practicamente
idénticas a la de microglia HLA-DR positiva (ver detalles; A,C). La ausencia de células
CB, positivas en placas inactivas es evidente (E,F). La tincién de solocromocianina
(azul) se combina con el marcaje inmunohistoquimico de CB, (marrén). Escala de las
barras: A-F, 500 um; detalles, 20 um.
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Figura 12. Ensayos de doble inmunofluorescencia de células CB, positivas
(columna izquierda) y marcadores fenotipicos (columna central). A-O, Se detecto
expresion de CB, en microglia HLA-DR positiva (A-C), macréfagos CD68 positivos (D-
F), macrofagos que contenian MBP (G-l), astrocitos (GFAP positivos; J-L) y linfocitos
T (M-O). Escala de la barra: 20 um.
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Figura 13. FAAH se expresa en astrocitos hipertréficos en placas de EM activas.
A-E, Las células FAAH positivas eran abundantes en placas activas (A) y mostraban
caracteristicas morfologicas (B) y fenotipicas de astrocitos (GFAP positivos; C-E).
Escala de las barras: A, 500 um; B, 20 um; C-E, 100 um.
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4. RESPUESTA AL PEPTIDO B-AMILOIDE DE ASTROCITOS PRIMARIOS FAAH-
wt Y FAAH-ko

El péptido Ap es una de las proteinas clave que subyace a la patogénesis
de la enfermedad de Alzheimer. La agregacion de este péptido y su deposicion
extracelular en areas especificas del cerebro, formando placas neuriticas,

conduce a la muerte neuronal y desencadena una respuesta inflamatoria glial.

Los resultados obtenidos en los estudios de distribucion del SCE en
muestras de EM y encefalopatia por VIH o VIS, revelan que la expresion de FAAH
es selectiva y que se induce principalmente en astrocitos reactivos que participan
en procesos inflamatorios del SNC. Estudios previos, también mostraron un
aumento selectivo de la expresion de la enzima en los astrocitos hipertréficos que
se localizan alrededor de las placas neuriticas caracteristicas de la enfermedad de
Alzheimer y Sindrome de Down (Benito y cols., 2003; Nufnez y cols., 2008).
Ademas, en estas placas enriquecidas en AP la actividad hidrolasa de la enzima

era significativamente superior (Benito y cols., 2003).

Con estos antecedentes, nos propusimos estudiar el papel que FAAH
puede desempefar en la respuesta astrocitaria frente a un estimulo inflamatorio

como el péptido B-amiloide (A).

Para tal fin, utilizamos astrocitos primarios procedentes de cerebros de
ratones wt y knock-out para FAAH, que fueron expuestos al péptido sintético AB+.
42 fibrilar (forma mas patogénica del AB) segun se describe en el disefo
experimental. Transcurrido el tiempo de exposicion, se recogieron las muestras en
las que se determinaron diferentes parametros inflamatorios, asi como posibles

rutas de sefializacion celular involucradas en la respuesta astrocitaria frente a Ap.

4.a. Muerte celular

Los datos de actividad de la enzima lactato deshidrogenasa revelan
que la falta de FAAH hace a los astrocitos mas sensibles a la exposicién a Ap
(5uM) (Figura 14). A las 8 y 24 horas de exposicion al péptido, los astrocitos
ko para la enzima presentan un mayor grado de muerte celular con respecto a
los wt. Este incremento se hace significativo a las 48 horas de exposicion al

péptido amiloide.
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Figura 14. Los astrocitos FAAH-ko son mas sensibles a la exposicién al
péptido p-amiloide. Los astrocitos primarios procedentes de ratones FAAH-wt y
FAAH-ko fueron expuestos al péptido AR (5uM) durante 8, 24 y 48 horas.
Transcurrido ese tiempo, la muerte celular se midié por la liberacién de la enzima
LDH al medio de cultivo. Los datos representan la media de seis experimentos +
SEM. Para el analisis estadistico se realizé6 una t de Student con correccién de
Bonferroni para comparaciones multiples (*p<0.015).
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4.b. Parametros inflamatorios

La glia reactiva que rodea las placas amiloides, o la que es estimulada
por exposicién a A in vitro, secreta citoquinas pro-inflamatorias, eicosanoides
y especies reactivas de oxigeno, las cuales pueden conducir al dafio neuronal
(El Khoury y cols., 2003). Ademas, el péptido B-amilode también es capaz de
inducir la expresion de enzimas como iINOS y COX-2 en células gliales (Hu y
cols., 1998; Hull y cols., 2006).

Mediante el uso de arrays de citoquinas se identificaron CCL5, MCP-1,
TNF-a, IL-1Bp e IL-6 como las principales citoquinas afectadas por la
exposicion al péptido amiloide (datos no mostrados). Posteriormente se
determiné la concentracion de estas citoquinas utilizando ELISAs especificos
(Figura 15).
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Figura 15. La falta de la enzima FAAH incrementa la produccion de
citoquinas en astrocitos expuestos al péptido B-amiloide. Tras 8, 24 y 48
horas de exposicion de astrocitos FAAH-wt y FAAH-ko al péptido Ap (5uM), se
cuantificaron los niveles de las principales citoquinas afectadas por la exposicion
al péptido mediante ELISAS especificos para IL-1p (A), IL-6 (B), MCP-1 (C), CCL-
5 (D) y TNF-a (E). Los datos representan la media de seis experimentos + SEM.
Para el analisis estadistico se realizé una t de Student con correccion de
Bonferroni para comparaciones multiples (*p<0.015).
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Como se puede observar en la Figura 15 los astrocitos FAAH-ko
expuestos al péptido AP producian mayor cantidad de citoquinas y mas
rapidamente que los wt. En las primeras 8 horas de exposicién al péptido los
niveles de IL-1B (A), IL-6 (B) y MCP-1(C) eran significativamente superiores
en los astrocitos carentes de FAAH con respecto a los wt. En el caso de IL-6 y
MCP-1 este incremento se acentuaba todavia mas a las 24 horas, y seguia
siendo significativo tras 48 horas de exposicion a Ap. En el caso de CCL5 (D),
su perfil de produccion era algo diferente, ya que en las primeras 8 horas no
se detectaba liberacion al medio de la citoquina en respuesta a AB. A las 24h
los niveles de CCL5 eran mayores en los astrocitos tratados con el péptido
pero no existian diferencias entre ambos grupos. Sin embargo, a las 48 horas
la produccion de CCL5 era significativamente superior en los astrocitos ko
expuestos a AB con respecto a los FAAH-wt. Finalmente, sélo se encontraron
niveles detectables de TNF-a (E) en los astrocitos FAAH-ko tratados durante

24 y 48 horas con el péptido amiloide fibrilar.

Por otra parte, la determinacién de los niveles de ARNm de las
enzimas inducibles iINOS y COX-2 asi como de la citoquina TNF-o confirmé
que en los astrocitos FAAH-ko tratados con el péptido amiloide se
desencadenaba una respuesta inflamatoria exacerbada con respecto a los
astrocitos wt. En la Figura 16 donde se representan las veces de induccién
del mensajero con respecto a su control, se observa que en las 8 primeras
horas de exposicion al péptido, la induccion de la expresién de COX-2 (A),
iINOS (B) y TNF-a (C) era significativamente superior en los ko que en los wt.
En las horas siguientes, los niveles de COX-2 en los astrocitos ko se
mantenian por encima de los wt, aunque el incremento no era significativo,
mientras que para TNF-a e INOS las diferencias entre ambos grupos se

hacian minimas.
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Figura 16. La expresion del ARNm de iNOS, COX-2 y TNF-a es
significativamente superior en los astrocitos FAAH-ko a las 8h de exposicién
al péptido AB. Las graficas representan las veces de induccion de la expresion
del ARNm de iNOS (A), COX-2 (B) y TNF-a (C) en los astrocitos expuestos al
péptido AB (5uM) con respecto a su control. Los datos representan la media de
tres experimentos realizados por duplicado + SEM. Para el analisis estadistico se
realizé una t de Student (*p<0.05 vs FAAH-wt).

4.c. Activacion de las vias ERK1/2 y p38 MAPK

Estudios in vitro han demostrado que el péptido AB fibrilar induce la
activacién de p38 y ERK1/2 MAPK en astrocitos (Matos y cols., 2008). Por
ello decidimos estudiar si estas vias de sefializacion celular se encuentran
involucradas en estos efectos y si la carencia de la enzima FAAH afecta al
nivel de activacion/fosforilacién de ERK y p38 kinasas.

Para ello realizamos western-blots usando anticuerpos dirigidos contra
las formas fosforiladas y total de ERK1/2 (Figura 17) y p38 kinasas (Figura
18).
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Figura 17. La activacién de la via ERK1/2 por el péptido B-amiloide en
astrocitos carentes de FAAH es mas intensa y temprana que en los wt. Los
astrocitos primarios obtenidos a partir de cerebro de ratones wt y ko para la
enzima FAAH fueron expuestos al péptido AB (5uM) durante 5, 10, 15, 30, 60 y
120 min. A. Western-blot representativo de la fosforilacion de ERK1/2 por
estimulacion del péptido p-amiloide. Debajo se muestra un western-blot
representativo del control de carga, obtenido mediante el empleo de un anticuerpo
que reconoce las formas fosforiladas y no fosforiladas de esta quinasa. B.
Cuantificacion densitométrica de ERK1/2, corregida por el control de carga y en
porcentaje respecto al grupo control (t=0). Los datos representan la media de tres
experimentos + SEM. Para el analisis estadistico se realiz6 un analisis de la
varianza (ANOVA) seguido por el test de Newman-Keuls para comparaciones
multiples (*p<0.05 vs FAAH-wt).

A los 5 min de incubacion con el péptido Ap se observd un
incremento significativo en los niveles de fosforilacién de los astrocitos FAAH-
ko de ERK1 (ko: 609+177% del control; wt:196+24% del control) y ERK2
(ko:3504+45% del control; wt:144+9% del control) con respecto a los wt. A
partir de este punto, los niveles de fosforilacion de ERK1/2 en los astrocitos
FAAH-ko decaen progresivamente hasta igualarse con el control. Por su
parte, los astrocitos FAAH-wt alcanzan el maximo nivel de fosforilacion de

ERK1/2 respecto a su control a los 10 min de incubacién con el péptido,
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coincidiendo en ese punto con el nivel de fosforilacidon en los astrocitos ko. De
modo que la activacién por A de ERK1/2 en los astrocitos FAAH-ko es mas

temprana e intensa que en el grupo wt.
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Figura 18. Los niveles de fosforilacion de p38 en los astrocitos FAAH-ko son
significativamente superiores respecto a wt a los 120 min de exposicién al
péptido B-amiloide. Para estudiar la activaciéon de la via p38 MAPK se utilizaron
extractos celulares de astrocitos primarios expuestos al péptido p-amiloide (5uM)
durante 5, 10, 15, 30, 60 y 120 min. A. Western-blot representativo de la
fosforilacion de p38 MAPK por estimulacién del péptido B-amiloide. Debajo se
muestra el control de carga, un western-blot representativo de p38 MAPK total
(proteina fosforilada y no fosforilada). B. Cuantificacion densitométrica de p38
MAPK, corregida por el control de carga y en porcentaje con respecto al grupo
control (t=0). Los datos representan la media de tres experimentos + SEM. Para el
analisis estadistico se realizd un analisis de la varianza (ANOVA) seguido por el
test de Newman-Keuls para comparaciones multiples (*p<0.05 vs FAAH-wt).

Por el contrario, no se observaron diferencias significativas en los
niveles de fosforilacion de p38 entre astrocitos wt y ko en los primeros
minutos de exposicién al péptido. En los astrocitos FAAH-ko se observa un

ligero aumento en los niveles de fosforilacion de p38 respecto a su control
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(119+16% del control) a los 5 min de exposicidn, que es superado por los
astrocitos wt (153+19% del control). Seguidamente los niveles de fosfo-p38
decaen en ambos grupos de forma progresiva hasta los 60 min de exposicion.
A partir de este punto, en los astrocitos ko el nivel de fosforilacion de p38
aumenta de forma significativa respecto a wt, igualandose con el control a las

dos horas de tratamiento con el péptido.

4.d. Activacion de NF-kB

NF-xB es un factor de transcripcion esencial que juega un papel clave

en la regulacion de genes involucrados en respuestas inflamatorias e
inmunes, crecimiento, diferenciacién, muerte celular y enfermedades
neurodegenerativas (revisado en Hayden y Ghosh, 2008). En las células
gliales del SNC el complejo NF-xB estda compuesto, principalmente, por las
subunidades p65 y p50 que permanecen secuestradas en el citoplasma de
las células no estimuladas asociadas a una familia de proteinas inhibidoras
IkB. La activacion celular por una variedad de estimulos patogénicos o
fisioldgicos provoca la fosforilacion, ubiquitinacién y la subsiguiente
degradacién de estas proteinas I1kB (Chen y cols., 1995; Karin, 1999). Como
consecuencia de esta degradacion, NF-kB se transloca al nucleo para unirse
a secuencias de DNA especificas para kB, promoviendo la expresion de
genes diana generalmente involucrados en respuestas inflamatorias, tales
como COX-2 e iINOS (Ghosh y cols., 1998).

Por esta razoén, decidimos estudiar si este factor de transcripcién
estaba involucrado en la potente respuesta inflamatoria desencadenada por la
exposicion al péptido AB en los astrocitos FAAH-ko. Para ello, determinamos
la proporciéon de NF-xB translocada al nucleo por medio de western-blots,

usando el anticuerpo dirigido contra la subunidad p65 (Figura 19).

99



Resultados

A
Extractos de proteinas citoplasmaticas Extractos de proteinas nucleares
NF-kB p65 — 5 S NF-kB p65 — | "
B-actina == " e gty — - = - Histona H3 — —
(42 Kda) (15 Kda)
Tiempo 0 1 3 6 0 1 3 6 Tiempo 0 1 3 6 0 1 3 6
(horas) (horas)
wt ko wt ko
o
B L
i NF-«B
k3]
@ 2.5+
3 * FAAH-wt
P * -m= FAAH-ko
&
2
S 1.5
=
Q10
e
o 0.5
T
c
‘0 0.0 T T T T T 1
o 0 1 2 3 4 5 6
§. Tiempo (horas)
s

Figura 19. La proporcion de NF-«B translocada al nucleo es
significativamente superior en los astrocitos FAAH-ko expuestos al péptido
B-amiloide durante 3 y 6 horas. Para estudiar la activacion de NF-«xB y por
consiguiente su translocacion al nucleo, se utilizaron extractos citoplasmaticos y
nucleares de astrocitos primarios expuestos al péptido -amiloide (5uM) durante 1,
3 y 6 horas. A. Western-blot representativo de la subunidad p65 de NF-xB en
extractos citosdlicos y nucleares. Debajo se muestra un western-blot
representativo del control de carga correspondiente para cada tipo de extracto
celular. B. Cuantificacion densitométrica de p65, corregida por el control de carga
y en tanto por uno con respecto a t=0, a partir de la cual se determiné la
proporcion de NF-kB translocada al nucleo. Los datos representan la media de
tres experimentos + SEM. Para el analisis estadistico se realizé un analisis de la
varianza (ANOVA) seguido por el test de Newman-Keuls para comparaciones
multiples (*p<0.05 vs FAAH-wt).

En los astrocitos FAAH-wt se observa un aumento progresivo de la
cantidad de proteina p65 translocada al nucleo durante las 6 horas de
exposicion al péptido B-amiloide. Sin embargo, en los astrocitos FAAH-ko,
tras la primera hora de tratamiento con ApB,la proporcion de NF-«B

translocada al nucleo aumenta de forma acusada. Este incremento es
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significativamente superior con respecto a los astrocitos wt a las 3 y 6 horas
de tratamiento con el péptido amiloide. De modo, que en los astrocitos FAAH-
ko se produce una activacion del factor de transcripcion NF-kB mas potente
que en los astrocitos wt, lo que podria explicar el incremento significativo de
los mediadores inflamatorios determinados anteriormente con respecto a los

astrocitos wt.

4.e. Expresion de PPARs

ARNm PPARGa. (ua)

En los ratones knock-out para la enzima FAAH los niveles de AEA y
otras N-aciletanolamidas, como PEA y OEA, son 10 veces superiores que en
animales wt (Cravatt y cols., 2001). Estos ligandos cannabinoides pueden
activar las isoformas o y y de los receptores nucleares PPAR y mediar
respuestas anti-inflamatorias (revisado en O’Sullivan, 2007), por esta razoén
decidimos explorar los niveles basales de expresion de PPARa y PPARy en

los astrocitos wt y ko para FAAH (Figura 20).

A B

PPAR-a PPARy

*k%*

ARNm PPARy (ua)

FAAH-WT FAAH-KO FAAH-WT FAAH-KO

Figura 20. Disminucién en los niveles de expresion de PPAR-a y PPAR-y en
los astrocitos FAAH-ko respecto a los wt en condiciones basales. Las
graficas muestran la expresion del ARNm de los receptores nucleares PPAR-a (A)
y PPAR-y (B) en astrocitos wt y ko para FAAH mantenidos 8 horas en medio sin
suero y sin exposicion a AB. Los datos representan la media de tres experimentos
realizados por duplicado + SEM. Para el analisis estadistico se realizé una t de
Student (*p<0.05; ***p<0.001).

En las gréficas se observa cémo el aumento del tono
endocannabinoide en los astrocios FAAH-ko produce un descenso
significativo en los niveles de expresion del ARNm de PPARa (wt:1.89+0.22;
ko:1.13+0.37; Figura 20 A) y PPARy (wt:2.17+0.16; ko:1.08+0.18; Figura 20

B) respecto a wt en condiciones basales.
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También decidimos explorar si la respuesta pro-inflamatoria
desencadenada por la exposicién al péptido AB podia inducir cambios en los

niveles de expresion del receptor CB, (Figura 21).

4.f. Expresion del receptor CB,

ARNm CB,

Control FAAH-wt
D AB FAAH-wt
@D Control FAAH-ko
B AB FAAH-ko

%control (ua)

Tiempo de exposicion a AB

Figura 21. Tras 48 horas de exposicién al péptido AP se induce la expresion
del receptor CB, en los astrocitos FAAH-ko. La expresion del ARNm del
receptor CB; se determind en astrocitos FAAH-wt y FAAH-ko expuestos durante 8,
24 y 48 horas al péptido Ap fibrilar (5uM). Los datos representan la media de tres
experimentos realizados por duplicado = SEM. Para el analisis estadistico se
realiz6 una t de Student (*p<0.05 vs Ap FAAH-wt).

4.9.

En los astrocitos wt para FAAH no se detectaron cambios en los
niveles de expresién del ARNm del receptor CB, por exposicién a AB. Sin
embargo, la estimulacién de los astrocitos ko por A desencadena una
respuesta pro-inflamatoria mas intensa que en los wt capaz de inducir de

forma significativa la expresion de CB, a las 48 horas de exposicion al
péptido.

Tratamiento con SR1 y SR2

Para determinar si la mayor sensibilizaciéon de los astrocitos carentes
de FAAH al péptido B-amiloide era un efecto mediado por alguno de los
receptores cannabinoides, se tratdo con SR1 (Figura 22) y SR2 (Figura 23),
antagonistas selectivos de los receptores CB; y CB,, respectivamente. Los
astrocitos FAAH-ko se coincubaron con SR1 o0 SR2 y el péptido AB durante 8
horas, tiempo en el que la induccion de la expresion de COX-2, INOS y TNF-a

era significativamente superior respecto a los astrocitos wt (Figura 16, A-C).
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Figura 22. El tratamiento con el antagonista SR1 inhibe la expresién de COX-
2 en astrocitos FAAH-ko estimulados con AB. Los astrocitos FAAH-ko fueron
pre-tratados con un antagonista selectivo del receptor CB4, SR1, 30 min antes de
la exposicion a AB (5uM). La incubacion con SR1 y el péptido amiloide se mantuvo
durante 8 horas. Las concentraciones finales a las que se utilizé SR1 fueron 5nM,
100nM, 1000nM. Posteriormente, se determiné la expresion del ARNm de COX-2

(A), INOS (B) y TNF-a (C). Los datos representan la media de tres experimentos
realizados por duplicado + SEM. Para el analisis estadistico se realizé una t de
Student (#p<0.05 vs AB; **p<0.01 vs control; ****p<0.0001 vs control).

El tratamiento con el antagonista SR1 impide que aumenten los
niveles elevados del ARNm de COX-2, pero no de iNOS y TNF-o, en los
astrocitos FAAH-ko estimulados por AB. A la dosis inicial de 5nM, SR1 inhibe
el nivel de expresion de la enzima inducible COX-2. Este efecto inhibitorio se
hace significativo a la dosis de 100nM, pero desaparece cuando la dosis de
SR1 es 10 veces superior. De modo que el aumento significativo de los
niveles de iINOS y TNF-a por exposicion al peptido amiloide en los astrocitos

FAAH-ko parece no ser mediado por el receptor CB,, pero si la expresiéon de
COX-2.
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Figura 23. El tratamiento con el antagonista SR2 no inhibe la expresion de
COX-2, iNOS y TNF-o en astrocitos FAAH-ko estimulados con AB. Los
astrocitos FAAH-ko fueron pre-tratados con SR2 (5nM y 100nM), un antagonista
selectivo del receptor CB,, 30 min antes de la exposicion a AB (5uM). La
incubacién con SR2 y el péptido amiloide se mantuvo durante 8 horas.
Transcurrido este tiempo se extrajo el ARN de las células y se determind la
expresion del ARNm de COX-2 (A), iINOS (B) y TNF-a (C). Los datos representan
la media de tres experimentos realizados por duplicado + SEM. Para el analisis
estadistico se realizé una t de Student (*p<0.05 vs control; **p<0.01 vs control;
***p<0.001 vs control).
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Los niveles de expresion de las enzimas inducibles COX-2 e INOS y la
citoquina TNF-o,, aumentados significativamente tras la exposicion al péptido
B-amiloide (Figura 23, A-C), no son bloqueados por el tratamiento con SR2.
El antagonista selectivo del receptor CB,, a las concentraciones de 5nM y
100nM, no inhibe el aumento de los niveles de mensajero de las moléculas
inflamatorias analizadas. Por tanto, el receptor CB, parece no estar
involucrado en la respuesta pro-inflamatoria exacerbada que se desencadena

en los astrocitos carentes de FAAH por exposiciéon a AB.
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5. RESPUESTA A LA PROTEINA VIRAL Tat DE CELULAS GLIALES FAAH-wt Y
FAAH-ko

La proteina Tat es una proteina trans-activadora esencial para la
replicacion del VIH (Fisher y cols., 1986), ademas de un importante mediador de
la toxicidad inducida por el virus, ya que es la unica proteina viral secretada
activamente al medio extracelular, desde donde puede actuar de forma autocrina

o paracrina (Chang vy cols., 1997).

Los resultados obtenidos en los estudios inmunohistoquimicos ponen de
manifiesto la importancia del papel que el SCE parece desempefiar en la
encefalopatia por VIH y VIS. En respuesta al proceso inflamatorio desencadenado
por la entrada del virus en el SNC, observamos un aumento selectivo de la
expresion del receptor CB, en microglia, y de la enzima FAAH en astrocitos. Por
este motivo, decidimos estudiar el papel del SCE en la toxicidad producida por la

proteina Tat en cultivos gliales.

Para ello utilizamos cultivos primarios de células gliales (microglia y
astrocitos) de ratén, transfectadas con el vector de expresion de la proteina Tat
(pCMV-Tat). Las células control se transfectaron con el vector pCMV-500 (pCMV-
Control). Ademas, como control de la eficiencia de transfeccién un grupo de
células se cotransfectaron con el plasmido reportero pLTR-LUC (datos no

mostrados).

Como podemos observar en la Figura 24, la transfeccion con pCMV-Tat
es capaz de estimular la expresién de varios mediadores inflamatorios por parte
de astrocitos y microglia. La proteina viral Tat induce de forma significativa la
expresion del ARNm de las enzimas iNOS (A) y COX-2 (B), y la citoquina TNF-a.

(C) respecto a las células gliales transfectadas con pCMV-Control.
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Figura 24. En las células gliales que expresan Tat se induce la expresién de
diferentes parametros inflamatorios. La expresion del ARNm de iNOS (A),
COX-2 (B) y TNF-a (C) se determin6é por PCR cuantitativa a tiempo real, en
cultivos primarios de células gliales wt transfectadas durante 48 horas con los
vectores CMV-Control y CMV-Tat. Los datos estdn en porcentaje respecto a su

grupo control y representan la media de tres experimentos por duplicado + SEM.
Para el analisis estadistico se realizé una t de Student (*p<0.05; **p<0.01).

Tras comprobar que las células gliales transfectadas con pCMV-Tat son
estimuladas por la proteina viral, decidimos analizar la expresion del receptor CB,
y la enzima FAAH, los dos elementos del SCE cuya expresion en células gliales

se ve incrementada en las muestras de encefalitis por VIH y VIS.

ARNm CB, ARNm FAAH

%control (ua)
% control (ua)

c-wt tat-wt c-wt tat-wt

Figura 25. La expresién del receptor CB, y la enzima FAAH se induce en las
células gliales que expresan la proteina viral Tat. Los cultivos primarios de
células gliales procedentes de ratones wt se transfectaron durante 48 horas con 8
ug del vector CMV-control y CMV-Tat. Posteriormente, se determind la expresion
del ARNm del receptor CB, (A) y la enzima FAAH (B). Los datos estan en
porcentaje respecto a su grupo control y representan la media de tres

experimentos realizados por duplicado + SEM. Para el andlisis estadistico se
realiz6 una t de Student (*p<0.05; **p<0.01).

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 25 donde se observa
que las células transfectadas con pCMV-Tat presentan niveles mayores de
expresion del ARNm de CB, (A) y FAAH (B) con respecto a las células gliales
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% control (ua)

transfectadas con el vector cero, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa. De modo que en respuesta al proceso inflamatorio desencadenado
por la expresion de Tat, se induce de forma significativa la expresion del receptor

CB, y la enzima FAAH en células gliales.

Estudios previos in vitro en células gliales estimuladas describen una
disminucion de los niveles de expresion de diferentes mediadores inflamatorios a
través de la potenciacion del tono endocannabinoide (Molina-Holgado y cols.,
2002a; Mestre y cols., 2005; Ortega-Gutiérrez y cols., 2005b; Tham y cols., 2007).
Por esta razdn, decidimos explorar si en cultivos primarios procedentes de ratones
knock-out para la enzima FAAH estimulados por Tat, los niveles elevados de AEA

consiguen debilitar la respuesta inflamatoria desencadenada por la proteina viral.

Para ello, transfectamos cultivos de glia procedente de cerebro de ratones
ko para FAAH con pCMV-Tat y pCMV-Control, y posteriormente determinamos
por PCR cuantitativa a tiempo real los niveles de ARNm de los parametros

inflamatorios determinados anteriormente, asi como del receptor CB..
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Figura 26. En las células FAAH-ko la transfecciéon con pCMV-Tat también
induce la expresion de iINOS, COX-2 y TNF-a. Los cultivos primarios de células
gliales procedentes de ratones FAAH-ko se transfectaron durante 48 horas con
pCMV-control y pCMV-Tat. Posteriormente, se determiné la expresion del ARNm
de iINOS (A), COX-2 (B) y TNF-a (C). Los datos estan en porcentaje respecto a su

grupo control y representan la media de tres experimentos por duplicado + SEM.
Para el analisis estadistico se realiz6 una t de Student (*p<0.05).

Como se observa en la Figura 26, en las células FAAH-ko transfectadas
con pCMV-Tat los niveles de expresion de iNOS (A), COX-2 (B) y TNF-a (C)
también aumentan significativamente con respecto a las células que no expresan
la proteina viral. Por otra parte, en las células FAAH-ko que expresan Tat la
expresion del ARNm del receptor CB, (Figura 27) también es mayor con respecto

a las células transfectadas con el plasmido control. De modo que la transfeccion
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ARNm iNOS/ARNm Tat (ua)

con el vector de expresion de Tat, también induce una respuesta inflamatoria en
las células gliales que carecen de FAAH capaz de estimular la expresion del

receptor CB..

Figura 27. La expresion de CB; se
ARNm CB, induce en células gliales FAAH-ko que
expresan la proteina Tat. En la grafica
se representan los niveles del ARNm del
receptor CB, en cultivos primarios de
células gliales FAAH-ko transfectadas con
el vector de expresion de Tat y pCMV-
Control. Los datos estan en porcentaje
respecto a su grupo control y representan
la media de tres experimentos por
duplicado + SEM.

%control (ua)

c-ko tat-ko

Posteriormente, para poder comparar si la expresion de la proteina viral
Tat afecta de forma de diferente a las células wt y ko para la enzima FAAH, se
normalizé la expresion del ARNm de iNOS, COX-2, TNF-a y el receptor CB, en
funcién de la expresién del ARNm de la proteina Tat. En en la Figura 28 se
comparan los niveles de expresion de iNOS (A), COX-2 (B) y TNF-a (C) entre
células gliales wt y FAAH-ko transfectadas con pCMV-Tat.
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Figura 28. En los astrocitos FAAH-ko se reduce de forma significativa la
expresion de los mediadores inflamatorios inducidos por Tat con respecto a
wt. Los niveles de ARNm de iNOS (A), COX-2 (B) y TNF-a (C) se determinaron
en cultivos primarios de células gliales wt y FAAH-ko que expresan la proteina
Tat. Los datos estan referidos a sus respectivos grupos control y normalizados por
la expresién del ARNm de la proteina Tat. Los datos representan la media de tres
experimentos por duplicado + SEM. Para el analisis estadistico se realizé una t de
Student (***p<0.001).
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La falta de la enzima FAAH, y por tanto, los niveles elevados de
endocannabinoides en los cultivos gliales que expresan Tat, provoca un descenso
significativo con respecto a las células wt en los niveles de expresion de iINOS
(wt: 1.65 £ 0.17 vs ko: 0.49 £ 0.0.1), COX-2 (wt: 0.95 + 0.06 vs ko: 0.36 £ 0.01)y
TNF-a (wt: 0.88 + 0.05 vs ko: 0.43 + 0.04). En cuanto a la expresion inducida del
receptor CB, por la proteina viral Tat, las células FAAH-ko también presentan un
descenso significativo de los niveles del ARNm de dicho receptor con respecto a
las células wt, como se puede apreciar en la Figura 29. De modo que la
activacion del SCE reduce significativamente la respuesta inflamatoria
desencadenada por la proteina Tat en las células gliales, provocando también una

disminucién en los niveles de expresion del receptor CB..

Figura 29. La falta de la enzima FAAH
ARNm CB,/Tat disminuye los niveles de expresién del
receptor CB,. La gréfica representa los
niveles de ARNm del receptor CB, en
cultivos primarios de ceélulas gliales que
expresan la proteina Tat. Los datos estan
referidos a sus respectivos grupos control
y normalizados por la expresion del
ARNm de la proteina Tat. Los datos
representan la media de tres
experimentos realizados por duplicado +
tat-wt tat-ko SEM. Para el analisis estadistico se

realizé una t de Student (*p<0.05).

%control (ua)
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1. CAMBIOS EN ELEMENTOS DEL SCE EN CEREBRO AFECTADO POR EVIS Y
EVIH.

En humanos, los pacientes infectados por VIH y con demencia, muestran
cambios neuropatoldgicos, caracteristicos de la llamada encefalitis por VIH, en los
que las células microgliales y astrogliales juegan un papel fundamental (Kolson vy
Gonzalez-Scarano, 2000; Kaul y cols., 2001). EVIH es causada por la entrada del
virus en el SNC a través de monocitos infectados, siendo los macrofagos
perivasculares y no la microglia del parénquima el primer tipo celular en ser
infectado (Williams y cols., 2001). Las neuronas no se ven afectadas de forma
directa, por lo que se cree que el dafio neuronal ocurre via mecanismos indirectos,
principalmente como consecuencia de la liberacion de factores por parte de
macrofagos/microglia y astrocitos activados, y/o a través del dafo directo de

proteinas virales neurotoxicas (Kaul y cols., 2001).

En el presente trabajo hemos detectado profundos cambios en el patron de
distribucion del receptor cannabinoide CB, y la enzima FAAH en regiones
corticales de cerebros de macacos infectados por EVIS y cerebros de pacientes
afectados de EVIH. Estos resultados concuerdan con datos previos obtenidos en
muestras de tejido de pacientes con EA (Benito y cols., 2003) y sindrome de Down
(Nunez vy cols., 2008), ya que (1) se aprecia un cambio dramatico en la distribucion
de varios componentes del SCE, (2) que afecta principalmente a FAAH y al
receptor CB,, (3) los cambios observados parecen estar relacionados con el
proceso inflamatorio, y (4) presentan una evidente selectividad celular, puesto que
FAAH se sobre-expresa en astrocitos, y los receptores CB, se expresan de forma
abundante en células microgliales perivasculares, asi como en ndédulos
microgliales e infiltrados linfocitarios. Estos resultados nos permiten postular que
algunos elementos del SCE podrian actuar como marcadores de inflamaciéon del
SNC. La expresion glial de FAAH y CB, en distintas neuropatologias humanas
(Benito y cols., 2007), sugiere un patron comun de respuesta, independiente del
estimulo inflamatorio primario, y demuestra la existencia de un sistema
endocannabinoide glial hiper-activo in vivo bajo condiciones inflamatorias (Pazos vy
cols., 2005).

Los resultados obtenidos indican que la expresion de CB4 permanece sin

cambios en cerebros EVIS con respecto a cerebros control, y que su presencia se

limita, como ya se habia descrito con anterioridad en EA (Benito y cols., 2003), a

111



Discusion

elementos neuronales del cortex. En EVIH, CB; también se expresa en neuronas
piramidales de la corteza, aunque de forma menos abundante que en las muestras
control, probablemente como resultado de la significativa muerte neuronal por
apoptosis que se produce en cerebros infectados por VIH (Petito y Roberts, 1995;
Gray y cols., 2000). Es bien conocido que VIS y VIH infectan productivamente
células microgliales y macréfagos perivasculares que producen sustancias
neurotoxicas. Estas sustancias acaban matando a las neuronas a través de una
serie de mecanismos que incluyen excitotoxicidad, estrés oxidativo e incremento
en los niveles de Ca®" (Kaul y cols., 2001). Se sabe que todos estos efectos
nocivos podrian ser neutralizados parcialmente por la activacion de CB4 (Van der
Stelt y Di Marzo, 2005; Fernandez-Lopez y cols., 2006). Su estimulacion confiere
neuroproteccidn y promueve la supervivencia neuronal bajo diferentes paradigmas
experimentales (Mechoulam vy cols., 2002; Martinez-Orgado y cols., 2007; Galve-
Roperh y cols., 2008), lo que nos permite postular un posible papel protector para
este receptor cannabinoide en respuesta a la encefalitis producida por VIH y VIS, y
excluir su participacion en la reaccion inflamatoria desencadenada por el virus.
Macarrone y cols. (2004) han observado que el descenso de los niveles de AEA
(un agonista parcial de CB;), puede estar asociado con la neurotoxicidad causada

por la proteina gp120, una de las principales virotoxinas de VIH.

Por otra parte, y de forma sorprendente, detectamos expresién de CB4 en
astrocitos y microglia en pacientes con encefalitis, pero no asi en el modelo animal.
Es la primera observacion, hasta el momento, de expresion glial de este subtipo de
receptor cannabinoide in situ en el SNC humano. En un trabajo previo, Sheng y
cols., (2005) habian descrito expresion de CB4 in vitro en astrocitos humanos,
donde puede promover respuestas anti-inflamatorias inhibiendo la expresion de
iINOS vy la produccion de mediadores pro-inflamatorios (Esposito y cols., 2001;
Molina-Holgado y cols., 2002a; Ortega-Gutierrez y cols., 2005b; Sheng y cols.,
2005). Su activacion en microglia también parece inhibir, al menos en parte, la

produccion de NO (Cabral y cols., 2001; Waksman y cols., 1999).
La presencia de receptores CB, en microglia/macréfagos perivasculares asi
como en nédulos microgliales y linfocitos del tipo T sugiere su participacion en

varios aspectos de EVIS y EVIH, y un papel crucial en la inflamacién del SNC.

Los datos inmunohistoquimicos revelan que la expresion de CB, se induce en

microglia perivascular como consecuencia de la infecciéon viral, ya que en los
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cerebros control no se detecta inmunoreactividad frente a este tipo de receptor
cannabinoide. La expresion selectiva de CB, en este tipo especifico de células
microgliales sugiere un papel relevante para este receptor en la entrada del virus
en el SNC, ya que los macrofagos perivasculares parecen estar involucrados de
forma significativa en este proceso (Williams y cols., 2001; revisado en Gonzalez-
Scarano y Martin-Garcia, 2005). En este sentido, recientemente se ha demostrado
que el tratamiento con el cannabinoide sintético WIN55,212-2, un agonista mixto
CB4/CB,, consigue frenar la replicacion de VIH-1 en células microgliales en cultivo,

y que este efecto antiviral es mediado por CB, (Rock y cols., 2007).

Por otro lado, la presencia de CB, en los nddulos microgliales
caracteristicos de EVIS y EVIH no es sorprendente, ya que este receptor presenta
una aparente naturaleza inducible en este tipo celular durante procesos
neuroinflamatorios en los que, ademas, podria jugar un papel importante como
diana terapéutica (Ashton y Glass, 2007; Cabral y Griffin-Thomas, 2008). La
activacion de CB, promueve la migracion y proliferacion microglial (Walter y cols.,
2003; Carrier y cols., 2004), asi como la produccién de sustancias quimiotacticas,
un factor clave para el reclutamiento de monocitos dentro del cerebro (Palazuelos y
cols., 2008). Su estimulacion también aumenta la migracion de monocitos
sanguineos periféricos y macrofagos humanos (Derocq vy cols., 2000; Kishimoto y
cols., 2003). Sin embargo, CB, también es capaz de mediar efectos anti-
inflamatorios en células microgliales disminuyendo la produccion de sustancias

pro-inflamatorias (Klegeris y cols., 2003).

Este trabajo también es el primero en mostrar, que los receptores CB,
estan presentes en células periféricas que se han infiltrado en el SNC humano
como consecuencia de un proceso patologico. Aqui demostramos que los linfocitos
T expresan este receptor en cerebros EVIS y EVIH como respuesta a la infeccidon
viral del SNC. La infiltracién linfocitaria en tejidos es una caracteristica comun en
algunas formas de inflamacion, y especificamente en encefalitis viral, donde se ha
demostrado una acumulacion significativa de linfocitos T CD8" que serian,
probablemente, especificos para el antigeno VIS y VIH (Kim y cols., 2004). Aunque
no existen datos concluyentes acerca del papel de los receptores CB; en la funcién
linfocitaria (Gundy vy cols., 2001), la falta de este subtipo de receptor cannabinoide
incrementa la infiltracion de células T (Palazuelos y cols., 2008). Estos receptores
son conocidos por expresarse en linfocitos T periféricos, aunque a niveles bajos.

Su presencia en estas células en cerebros de animales EVIS y pacientes EVIH
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sugiere, de forma favorable, un papel visible en la infiltracion del SNC y podria ser
consecuencia de un proceso de sobre-regulacion ligado a la invasion del cerebro
por estas células. En este sentido, la regulacion de la expresion de CB, bajo
diferentes condiciones patoldgicas se ha descrito previamente en otros paradigmas
experimentales (Sanchez y cols., 2001a). Experimentos adicionales podrian

clarificar este punto.

En cuanto a la distribucion de FAAH hay que destacar su abundante
expresion en los astrocitos hipertroficos en las muestras con encefalitis. Estos
astrocitos FAAH positivos se encuentran predominantemente en regiones
perivasculares y especificamente en areas de infiltracion celular. En los animales y
pacientes control, sin embargo, FAAH se detecta principalmente en neuronas del
cortex (en su mayoria neuronas piramidales). La expresion de FAAH en astrocitos
reactivos ya se ha descrito con anterioridad en otros procesos neuroinflamatorios
(Benito y cols., 2003; Nufez y cols., 2008). Generalmente, se cree que los
astrocitos se convierten en hipertroficos e hiperplasicos en aquellas regiones del
cerebro en las que tiene lugar el proceso inflamatorio. Los procesos astrociticos
infiltran densamente estas areas como parte de una respuesta anti-inflamatoria
endogena (Wyss-Coray y Mucke, 2002). La presencia de FAAH en estas células
sugiere de forma notable una participacion directa de la enzima en el proceso
inflamatorio ligado a EVIS y EVIH. Ademas, los astrocitos son conocidos por jugar
un papel regulador en la encefalitis por VIH-1 amortiguando la sobre-expresién de
eicosanoides, factores de activacion plaquetaria, y el factor de necrosis tumoral o

(TNF-a) por monocitos VIH-1 activados (Minagar y cols., 2002).

Con estos trabajos describimos la existencia de alteraciones importantes en
el patron de expresion de los receptores CB, y FAAH en el cerebro de macacos
con EVIS y pacientes con EVIH. Estos cambios estan ligados al proceso
inflamatorio y sugieren un papel relevante para el SCE en la activacion glial bajo

condiciones patologicas.
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2. CAMBIOS EN ELEMENTOS DEL SCE EN CEREBRO HUMANO AFECTADO
POR EM.

En los ultimos afos, numerosos estudios senalan al SCE como diana para
el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas en el tratamiento de EM. Sin
embargo, a pesar de la relevancia de los datos pre-clinicos, el estatus del SCE en
pacientes de EM permanecia sin estudiar. Ademas, como se desprende de los
resultados obtenidos en la encefalopatia por VIH y, previamente, en EA y
Sindrome de Down, el perfil de expresion de algunos elementos del SCE sufre
profundas alteraciones como consecuencia del proceso inflamatorio asociado al
SNC. Por esta razén, llevamos a cabo un extenso analisis inmunohistoquimico del
patrén de expresion de los receptores cannabinoides CB4 y CB,, y la enzima FAAH
en muestras de tejido de donantes de EM. Estos resultados muestran que en esta
patologia neuroinflamatoria y desmielinizante el patrén de expresion de dichos
elementos también sufre cambios en comparacion con los casos control. Este dato
apoya la hipétesis sugerida previamente por Pazos y cols. (2005) acerca de los
cambios que experimenta el SCE bajo condiciones neuroinflamatorias, ya que
pierde su funcion predominantemente neuronal para adoptar un papel mas

destacado en la participacion glial.

La expresion neuronal, en neuronas piramidales principalmente, fue
evidente tan sélo para CB y FAAH. Los receptores CB;, pero no FAAH, también
se detectaron en neuronas de la sustancia blanca subcortical, como revela el doble
marcaje inmunofluorescente con MAP-2. Esta observacion sugiere una
segregacion regional en el patron de expresion de CB; y FAAH. Los receptores
CB; localizados en neuronas glutamatérgicas, podrian ejercer un efecto
neuroprotector directo, amortiguando los dafios excitotoxicos caracteristicos que se
desencadenan en condiciones neuroinflamatorias, asi como modulando la

actividad de los canales iénicos (Mechoulam y cols., 2002; Croxford y cols., 2008).

Los resultados también muestran expresion del receptor CB; en
oligodendrocitos maduros y OPCs localizados dentro de las placas de EM. Estas
células son conocidas por jugar un papel critico en los procesos de remielinizacion
que tienen lugar durante el curso de la enfermedad (Levine y cols., 2001). En un
estudio previo, Molina-Holgado y cols. (2002b) describieron la expresion de CB1 y
CB; en diferentes subpoblaciones de oligodendrocitos de rata in vitro e in vivo. A

través de mecanismos dependientes e independientes de ambos receptores, los
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cannabinoides parecen promover la supervivencia de los oligodendrocitos, via un
mecanismo dependiente de IP3/Akt, y aumentar la remielinizacion axonal en un
modelo animal de EM (Molina-Holgado vy cols., 2002b; Arévalo-Martin y cols.,
2003).

Nuestros datos indican que tanto CB; como CB, estan presentes en
microglia/macréfagos localizados en placas de EM. Estas células participan en
procesos inflamatorios asi como en la retirada de mielina y restos de células
dafadas (Bruck y cols., 1996). La presencia de la PBM en el interior de
macrofagos CB, positivos, apunta a un proceso fagocitico reciente. Puesto que el
marcaje inmunohistoquimico de lesiones de EM con anticuerpos anti-mielina para
estimar la edad de la lesion se acepta de forma generalizada (Bruck y cols., 1995,
Noseworthy y cols., 2000; Chang vy cols., 2002), podemos sugerir que la induccion
de la expresion del receptor CB, en macréfagos asociados a placas, podria ser un
episodio temprano en la maduracién de las placas de EM. Poco se sabe a cerca
de los efectos de los cannabinoides en la fagocitosis de mielina, sin embargo
recientemente Tolén y cols. (2009) han descrito la mediacion del receptor CB, en
el proceso fagocitico del péptido AB por macréfagos humanos. Los receptores CB;
y CB, también parecen estar involucrados en el descenso de la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias en macréfagos, de modo que su activacion podria
potenciar una respuesta anti-inflamatoria y neuroprotectora (Mestre y cols., 2005;
Ortega-Gutierrez y cols., 2005a). Croxford y Yamamura (2005), también revelan
que varias caracteristicas de los macréfagos, tales como la migracion, la
presentacion de péptidos antigénicos o la fagocitosis de particulas extrafas, son

influenciadas de forma significativa por cannabinoides.

De acuerdo a los resultados obtenidos en las muestras con encefalitis, los
niveles mas elevados del receptor CB, se detectaron en microglia. Este incremento
ya se habia descrito previamente en secciones de médula espinal de donantes de
EM (Yiangou y cols., 2006), en muestras de tejido cerebral de otras patologias con
un componente neuroinflamatorio (Benito y cols., 2003; Nufez y cols., 2008), asi
como en un modelo animal de EAE (Maresz y cols., 2005). Recientemente, se ha
demostrado que la deleccion genética de este subtipo de receptor cannabinoide
exacerba el proceso inflamatorio asociado a EAE, por aumento de la pérdida
axonal y de la activacion microglial (Palazuelos y cols., 2008). Ademas, los
resultados muestran que la distribucion de células CB, positivas se correlaciona

con las células MCH-II positivas, cuya localizacion y abundancia se utilizan como
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marcadores para definir el subtipo de placa de EM (Trapp y cols., 1999). Asi, las
células MHC-II positivas que son abundantes por toda la extensién de las placas
mas agudas, se restringen a la periferia de las placas activas crénicas. La co-
localizacion de receptores CB, con HLA-DR nos lleva a proponer a los receptores
CB, como un nuevo marcador de diagndstico para la identificacion de placas de

EM de tipo activo.

También se detectd expresion de CB, en astrocitos de la sustancia blanca.
Poco se sabe acerca del papel que dichos receptores juegan en astrocitos, aunque
datos previos sugieren que podrian modular la produccion de moléculas pro-
inflamatorias in vitro (Ortega-Gutierrez y cols., 2005b; Sheng y cols., 2005), y datos
mas recientes inducen a pensar que podrian estar involucrados en neuroproteccion
como resultado de su activacion concomitante con receptores CB; neuronales

(Docagne y cols., 2007).

Por otra parte, se sabe que las células T participan en la patogénesis de
EM (Frohman y cols., 2006). En particular, los linfocitos T especificos de mielina se
piensa que estan directamente involucrados en los procesos de desmielinizacién y
que son responsables del proceso de inflamacion. Un estudio previo describe que
los cannabinoides, actuando a través de CB; y CB,, reducen la infiltracién de
células CD4" en la médula espinal en el modelo TMEV-IDD (Aréalo-Martin y cols.,
2003). En este mismo modelo, Mestre y cols. (2009) también observan una
reduccion en la infiltracion de linfocitos T CD4" perivasculares y la respuesta
microglial tras el tratamiento con el agonista cannabinoide WIN55,212-2.
Recientemente, se ha demostrado que la ausencia del receptor CB, incrementa la
infiltracién linfocitaria (Palazuelos y cols., 2008), y que, por tanto, su expresién en
células T es critica para controlar dicho proceso inflamatorio (Maresz y cols., 2007;
Sanchez y cols., 2006). Ademas, los datos coinciden con lo observado en las
muestras EVIS y EVIH, en las que también se detectd expresién del receptor CB,
en linfocitos T infiltrados en el SNC, particularmente en areas perivasculares. Estos
datos sugieren un posible papel anti-inflamatorio del SCE en la neuroinflamacién

mediada por células T ligada al proceso de EM.

En las muestras de EM, la expresion de la enzima FAAH es mayor en los
astrocitos que se localizan dentro de las placas de EM. La expresion de FAAH en
astrocitos reactivos parece ser una constante como demuestran los estudios

realizados en muestras de pacientes de Alzheimer (Benito y cols., 2003), sindrome
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de Down (Nunez vy cols., 2008) y encefalitis virica. Es importante mencionar que
otras enzimas relacionadas con el metabolismo del acido araquidénico, tales como
la ciclooxigenasa-2 y la fosfolipasa-A,;, son también conocidas por sobre-
expresarse selectivamente en astrocitos después de un estimulo inflamatorio (Sun
y cols., 2005). La inhibicién de FAAH podria tener efectos beneficiosos durante el
proceso de inflamacion, debido al descenso de la produccion local de acido
araquidonico y el aumento del tono endocannabinoide (Benito y cols., 2003;

Karanian y cols., 2005).

Aunque nuestro estudio no incluye una aproximacion cuantitativa, atribuible
al bajo numero de casos y disponibilidad de tejido, la presencia de diferentes
elementos del SCE en tipos celulares selectivos y especificos, proporciona un
sustrato neuroanatdmico para explicar los efectos de cannabinoides en los
sintomas y progresiéon de EM en humanos. De entre las posibles dianas del SCE
que podrian proporcionar beneficios para el tratamiento de EM, hasta el momento,
la atencion se ha centrado casi Unicamente en la activacion de CB;. Los resultados
presentes nos permiten postular que otros elementos del SCE, tales como los
receptores CB, y FAAH, son potenciales dianas terapéuticas para el tratamiento
de EM.
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3. RESPUESTA DE LOS ASTROCITOS FAAH-ko AL PEPTIDO Ap

A raiz de los resultados obtenidos en los estudios inmunhistoquimicos
parece evidente que la enzima FAAH juega un papel fundamental en la respuesta
astrocitaria frente a diferentes estimulos inflamatorios. En la reaccion inflamatoria
que acompana a la deposicion del péptido AB en EA, la funcion principal de los
astrocitos es la produccion de moléculas pro-inflamatorias (Tuppo y Arias, 2005).
La produccién y liberacién de citoquinas induce dafio de forma directa y aumenta
los efectos nocivos del estrés oxidativo y excitotoxidad (entre otros),

contribuyendo al proceso neurodegenerativo (Allan y Rothwell, 2001).

Los resultados del estudio de la relevancia funcional de FAAH en los
astrocitos implicados en procesos inflamatorios del SNC, y concretamente el
desencadenado por el péptido AB, nos muestra que los astrocitos carentes de la
enzima FAAH son mas sensibles a ABi42 Yy presentan un perfil pro-inflamatorio
mas pronunciado que los astrocitos wt. Esta respuesta exacerbada es evidente
tras determinar la produccion de algunas de las citoquinas mas relevantes en EA,
tales como MCP-1, IL-6, IL-1B, CCL5 y TNF-a (Strohmeyer y Rogers, 2001;
Wyss-Coray vy cols., 2006). Ademas, en respuesta a este proceso inflamatorio, se
induce la expresion del receptor CB; en los astrocitos FAAH-ko, pero no en los wt.
Las rutas de sefalizacién ERK1/2, NFkB y p-38 MAPK participan en estos efectos
ya que su activacion es mas potente en los astrocitos FAAH-ko expuestos a ApB;.
42. Estos astrocitos también presentan una expresion exacerbada de las enzimas
COX-2 e iINOS, que es revertida por un antagonista selectivo del receptor CB4 en
el caso de COX-2. Por ultimo, sugerimos que el descenso de los niveles de
expresion de PPAR-a y PPAR-y, probablemente como consecuencia de los
niveles constantemente elevados de algunos endocannabinoides, subyace a estos

efectos.

Los cannabinoides pueden aumentar o disminuir la produccion de
citoquinas, dependiendo de la naturaleza del estimulo y del tipo de cannabinoide
(Klein, 2005). Ademas, AEA tiene efectos citotoxicos y pro-apoptoticos
(Maccarrone y Finazzi-Agro, 2003), propiedades que podrian explicar la respuesta
pro-inflamatoria de los astrocitos FAAH-ko estimulados por el péptido AB.42. Estos
resultados coinciden con datos previos que destacan la importancia de la ruta
ERK en la muerte celular mediada por cannabinoides en astrocitos. De modo que

estas cascadas podrian ser dianas de ceramidas, en el proceso apoptotico
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desencadenado por los cannabiniodes en cultivos de astrocitos primarios
(Blazquez y cols., 2000; Guzman vy cols., 2001). Ademas, el aumento de los
niveles de fosforilacion de p38 MAPK también coincide con estudios previos que
relacionan esta ruta con la muerte celular inducida por endocannabinoides (Rueda
y cols., 2000).

Por otra parte, también observamos que los niveles de algunas citoquinas
como IL-1B y TNF-a. no aumentan después del tratamiento con AB1.42 en astrocitos
wt, mientras que en FAAH-ko su produccién es exacerbada. La razon para esta
falta de efecto en la estimulacion de los astrocitos wt por ABs4, No esta clara,
aunque puede estar relacionado con la mezcla de especies presentes en nuestra
preparacion del péptido B-amiloide. Se ha descrito la existencia de diferencias en
la capacidad de los astrocitos para secretar citoquinas especificas en respuesta a
APB1.42 fibrilar u oligomérico, y se ha sugerido que la forma fibrilar podria activar a
los astrocitos mientras que la forma oligomérica podria actuar principalmente
sobre la microglia (White y cols., 2005). Ya que la composicion de nuestro péptido
AB142 €s una mezcla de ambas formas (Bamberger y cols., 2003; Burdick y cols.,
2002), podemos especular que pueden existir ligeras diferencias en la sensibilidad

de los astrocitos wt y FAAH-ko a las diferentes formas patogénicas del péptido.

Estudios previos defienden la idea del efecto neuroprotector del SCE en
condiciones de dafo cronico y agudo (para revision ver Fernandez-Ruiz y cols.,
2005), incluyendo EA (Ramirez y cols., 2005). Entre otras posibilidades, el
blogueo de Ila enzima FAAH, responsable de la degradacién de
endocannabinoides, se ha considerado como una diana terapéutica prometedora
(Karanian y cols., 2005; Hwang vy cols., 2009) y tanto la inactivacién farmacoldgica
como la deleccion genética de FAAH proporcionan neuroproteccion (Karanian vy
cols., 2005). La inhibicion de FAAH podria disminuir el proceso inflamatorio
desencadenado por AB1.42, basandonos principalmente en dos consideraciones: i)
el bloqueo de FAAH podria implicar un descenso de la produccion local de acido
araquidonico, a partir del cual se generan moléculas estructuralmente semejantes
y que producen efectos pro-inflamatorios; y ii) este bloqueo podria también
aumentar los niveles de AEA y otros endocannabinoides, considerados
neuroprotectores en diferentes modelos de dafo crénico y agudo in vivo. De
hecho, Van der Stelt vy cols. (2006) describen que el aumento del tono

endocannabinoide con el inhibidor de la recaptura VDM11, mejora el estado
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patolégico en un modelo animal de AD durante los primeros dias, y no en los
posteriores. Nuestros resultados, sin embargo, describen una situacion diferente,
ya que la deleccion genética de FAAH exacerba la respuesta inflamatoria ligada al
péptido AB1.42 en astrocitos. Cabe destacar que nuestros datos corresponden a un
modelo in vitro de exposicidn aguda a ABi42 Y que el resultado puede ser
diferente del obtenido en animales vivos sometidos cronicamente a niveles de AB
cada vez mayores. Proximos experimentos podrian aclarar si este efecto pro-
inflamatorio asociado al bloqueo de FAAH y el posterior aumento de los niveles de

AEA y otras aciletanolaminas de acidos grasos, también tiene lugar in vivo.

Los efectos beneficiosos o dafinos de AEA y otros endocannabinoides en
enfermedades relacionadas con el péptido amiloide, parecen apuntar a un papel
directo de los lipidos en la patogénesis de EA. Como es sabido, también existe
una relacion entre los niveles excesivos de colesterol y la acumulacién de AP
(Grimm vy cols., 2007), y por ello se esta estudiando a través ensayos clinicos, la
posible relevancia terapéutica de los lipidos y sus propiedades anti-inflamatorias y
neuroprotectoras, con resultados preliminares prometedores (Freund-Levi y cols.,
2006).

Ademas, nuestros datos sugieren que uUnicamente los receptores CB;
parecen participar en la respuesta exacerbada de los astrocitos FAAH-ko contra
AB1.42, ¥ que excluyen la mediacion de CB,. Debe tenerse en cuenta, sin embargo,
que esta participacion es soélo evidente para COX-2 y no para iNOS y TNF-
o sugiriendo que otros receptores pueden estar involucrados. El complejo papel
del SCE, y especificamente de los receptores CB; y CB,, en células de
astrocitoma de rata estimuladas por AB ha sido descrito recientemente por
Esposito y cols. (2007). Por tanto, la implicacién de receptores vanilloides (a
través de los cuales se median los efectos citotoxicos de AEA) u otros “receptores

no CB4 no CB,” no puede descartarse (Maccarrone y Finazzi-Agro, 2003).

Finalmente, los resultados obtenidos en este estudio también sugieren una
posible modulacién de la expresion de PPARs por el SCE, ya que los astrocitos
FAAH-ko presentan menores niveles de expresién de PPAR-ay PPAR-y. Esta
disminucion de los niveles de PPAR podria explicar la mayor sensibilizacion de los
astrocitos FAAH-ko a la exposiciéon al péptido amiloide. Durante los ultimos afios
se han descrito efectos anti-inflamatorios derivados de la activacion de los PPAR

(Luna-Medina y cols., 2005; Drew y cols., 2006). Entre estos efectos se observo
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una disminucién en la expresion neuronal de iINOS y muerte celular (Heneka y
cols., 2000), asi como una menor respuesta pro-inflamatoria frente a Ap por parte
de la microglia (Combs y cols., 2000). Recientemente, Xu y cols. (2006) han
descrito que la activacion de PPAR inhibia la produccién inducida por LPS de
varias moléculas pro-inflamatorias (incluyendo IL-1B, IL-6, MCP-1, NO y TNF-a)
en astrocitos primarios. Es importante destacar que el LPS y el péptido ABi42
activan rutas pro-inflamatorias comunes, tales como el receptor CD14 (Liu y cols.,
2005). Varios endocannabinoides incluyendo AEA, PEA y OEA pueden actuar
como agonistas de PPAR, y por tanto la deleccion genética de FAAH puede
inducir una activacion continua de estos receptores por estos endocannabinoides
o por metabolitos relacionados estructuralmente (Kozak y cols., 2002). Esto podria
explicar el descenso de los niveles del ARNm de PPAR observado en los
astrocitos FAAH-ko.

Como conclusion proponemos que la delecion genética de FAAH y el
subsiguiente incremento de los niveles de endocannabinoides, durante un periodo
prolongado de tiempo, modifica rutas de sefalizacion criticas (ERK1/2, NFxB y
p38 MAPK) cuando la célula es sometida a un estimulo inflamatorio como el
péptido AP142. Ademas, la expresion de los PPARs podria también verse afectada
por el incremento sostenido de los niveles de endocannabinoides, que podrian
regular a la baja la expresion de estos receptores, conocidos por ser importantes
mediadores de las respuestas celulares anti-inflamatorias. Junto al esperado
descenso en la produccién de acido araquidénico, como consecuencia de la
incapacidad para degradar, entre otros endocannabinoides, AEA y el posterior
descenso de los niveles de prostaglandinas, el nivel de actividad de PPAR podria
verse seriamente afectado, siendo incapaz de contrarrestar el incremento de

moléculas pro-inflamatorias inducido por AB1.4..

En resumen, nuestros resultados muestran un efecto pro-inflamatorio como
consecuencia de la delecion de FAAH en astrocitos. Teniendo en cuenta los
conocidos efectos anti-inflamatorios de los endocannabinoides, estos datos
sugieren que un aumento del tono endocannabinoide excesivamente prolongado
en el tiempo, puede tener consecuencias perjudiciales, como por ejemplo, la
regulacion a la baja de otros mecanismos celulares anti-inflamatorios, tales como

los mediados por PPARSs.
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4. RESPUESTA GLIAL A LA PROTEINA VIRAL Taty SCE

La infeccion del SNC por VIH, frecuentemente causa demencia y trastornos
neuroldgicos caracterizados por pérdida neuronal (Price y cols., 1988). Sin
embargo, los principales tipos celulares infectados por el virus son macrofagos
perivasculares y microglia y, en menor proporcion, astrocitos. Puesto que las
neuronas no son infectadas de forma directa, se cree que la pérdida neuronal se
produce a través de mecanismos indirectos, que incluyen factores solubles
secretados por macrofagos/microglia y astrocitos infectados por el virus. Entre
estos factores se encuentra la proteina Tat, una proteina trans-activadora, esencial
para la replicacion del virus, ademas de un importante mediador de neurotoxicidad.
Tat puede actuar directamente sobre las neuronas causando excitotoxicidad y
muerte celular por apoptosis. Pero también puede estimular la produccién de
sustancias neurotoxicas en células gliales y macréfagos, que son liberadas al
medio extracelular causando procesos degenerativos y apoptosis en neuronas

(revisado en King y cols., 2006).

En este estudio mostramos como pCMV-Tat pero no pCMV-500 (el
plasmido control) induce de forma significativa la expresion del ARNm de diversos
mediadores inflamatorios, concretamente, iINOS, COX-2 y TNF-a, en cultivos
primarios de células gliales de raton wt y FAAH-ko. Estos resultados concuerdan
con estudios previos en los que Tat se muestra como un potente inductor de la
produccion de TNF-a en cultivos de astrocitos y macréfagos/microglia (Chen vy
cols., 1997; Mayne vy cols., 1998). La expresion inducida de iNOS y COX-2 por Tat
en células gliales también se ha descrito en varios estudios (Polazzi y cols., 1999;
Liu y cosl., 2002; Flora y cols., 2006; Blanco y cols., 2008). Ademas, en los
cerebros de pacientes con demencia asociada a la infecciéon por VIH, también se
han encontrado niveles elevados del ARNm de TNF-a (Wesselingh y cols., 1993) e
INOS (Adamson y cols., 1996).

Al igual que Tat, TNF-a puede ejercer neurotoxicidad de forma directa a
través de la activacidén de caspasas y apoptosis (Segui y cols., 2001), pero también
de forma indirecta, a través de la activacion de NF-kB y por consiguiente la up-
regulation de algunos genes pro-inflamatorios (Han y cols., 2001). Ademas, TNF-a

puede elevar los niveles de glutamato incrementando su liberacion e inhibiendo su

123



Discusion

recaptacion en astrocitos (Fine y cols.,, 1996), de modo que los efectos

neurotoxicos de Tat podrian ser amplificados por su capacidad para inducir TNF-a.

El aumento de la expresion de COX-2 en respuesta a Tat podria explicar
los niveles elevados de PGE,, el principal producto de COX-2, detectados en el
fluido cerebroespinal de pacientes afectados por demencia asociada a la infeccion
por VIH (Griffin y cols., 1994). COX-2 y otras enzimas relativas como la fosfolipasa
A2, se sobreexpresan de forma selectiva en astrocitos activados por estimulos
inflamatorios (Sun y cols., 2005). Bagetta y cols. (1998) sugieren la implicacion de
COX-2 en los mecanismos de apoptosis desencadenados por la inyeccion de gp

120, otra neurotoxina del VIH, en el neocortex de rata.

La induccién de iNOS en células gliales en respuesta a Tat puede ser una
importante fuente de NO y por tanto contribuir al dafio neuronal. Niveles elevados
de NO pueden resultar neurotéxicos por estimulacion de los receptores NMDA,
provocando necrosis y apoptosis (Hewett y cols., 1994). Ademas, Adamson y cols.,
(1999) correlacionan los niveles elevados de iNOS , gp 41 (proteina del VIH) y la
activacion inmune, con la severidad y velocidad de progresion de la demencia por
VIH. La expresion de iNOS en astrocitos también puede contribuir a la ruptura de la
BHE, debido a sus potentes propiedades vasodilatadoras, permitiendo la
extravasacion de moléculas perjudiciales y contribuyendo a la disfuncién del SNC

asociada a la infeccién por VIH (Mollace y cols., 2001; Strelow y cols., 2001).

Por otra parte, en las células gliales wt transfectadas con pCMV-Tat, se
estimula de forma significativa la expresion del receptor CB, y la enzima FAAH,
con respecto a las células que no expresan Tat. También en las células FAAH-ko,
el nivel del ARNm de CB, es mas elevado que en las células transfectadas con
pCMV-Control. En los trabajos inmunistoquimicos previos, realizados en muestras
de pacientes con encefalitis por VIH y en el modelo animal de encefalitis por VIS,
ya observamos niveles altos de expresion de CB, y FAAH en células gliales. En
ésta y otfras patologias degenerativas asociadas a procesos inflamatorios se
detectd sobre-expresion selectiva de la enzima FAAH en astrocitos en estudios in
situ (Benito y cols., 2007; Nufez y cols., 2008), induccion de la expresion del
receptor CB, en microglia reactiva (revisado en Fernandez-Ruiz y cols., 2008) y
aumento de los niveles de CB, en astrocitos activados (Sagredo y cols., 2009).
Puesto que la microglia reactiva expresa niveles bajos de FAAH (Tham vy cols.,

2007), y de acuerdo con los resultados de los estudios in situ, podriamos
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considerar que los astrocitos son los principales responsables del aumento
significativo de la expresion de FAAH inducida por la expresion de Tat. Estos
resultados in vifro apoyan la hipétesis de un SCE glial sobre-regulado bajo
condiciones inflamatorias (Benito y cols., 2007). La expresién del receptor CB, en
células de microglia por accion de Tat podria ayudar a contrarrestar los efectos
neurotoxicos de la proteina viral, inhibiendo la produccion de citoquinas pro-
inflamatorias y oxido nitrico, y estimulando la migracion y proliferacién celular
(Franklin y Stella, 2003; Klegeris y cols., 2003; Carrier y cols., 2004; Ehrhart y cols.,
2005). Ademas, el receptor CB, también parece estar involucrado en el efecto
antiviral del cannabinoide WIN55,212-2 en microglia (Rock y cols., 2007). No
existen datos del papel que el receptor CB, puede ejercer en la respuesta
astrocitaria frente a estimulos inflamatorios, pero podria contribuir al efecto
neuroprotector de CB, en microglia generando factores pro-supervivencia y
sustratos metabdlicos para las neuronas (Fernandez-Ruiz y cols., 2007). En cuanto
al papel de FAAH en astrocitos, a falta de mas estudios y como ya sugerimos
previamente y ahora constatamos en este estudio, la inhibicion de FAAH parece
tener efectos beneficiosos en el proceso de inflamacion atribuibles al descenso de
la produccién local de acido araquidénico y el aumento del tono endocannabinoide
(Benito y cols., 2003; Karanian y cols., 2005). Previamente, Maccarrone y cols.,
(2004) también describieron un efecto neuroprotector por inhibicion de FAAH en un

modelo in vivo de inyeccion de la proteina gp120 en corteza.

En el presente estudio también se muestra que en las células gliales
transfectadas con pCMV-Tat, la carencia de la enzima FAAH provoca un descenso
significativo en los niveles de expresion del ARNm de iNOS, COX-2 y TNF-a con
respecto a células wt. Estudios previos han mostrado la implicacion del SCE en la
regulacion de la forma inducible de NOS y la producciéon de NO. Waksman y cols.
(1999) y Molina-Holgado y cols., (2002) describieron un descenso de los niveles de
NO en células gliales estimuladas por LPS y tratadas con el cannabinoide
CP55940, a través de un mecanismo que implicaba al receptor CB4. La expresion
de iNOS y la produccién de NO inducida por la proteina Tat, también se inhibi6é en
células de glioma C6 por tratamiento con WIN55,512-2 via CB4 (Esposito y cols.,
20002). Este mismo compuesto cannabinoide también inhibi6 la produccién de NO
y citoquinas pro-inflamatorias por astrocitos humanos estimulados con IL-1B
(Sheng vy cols., 2005). Sin embargo, los posibles efectos psicotropicos y el
deterioro de la memoria asociados a la activacion del receptor CB, por compuestos

cannabinoides externos, ha potenciado la busqueda de otras alternativas basadas
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en la activacion del sistema endocannabinoide que evitarian estos efectos no
deseados (Mechoulam vy Lichtman, 2003). Estudios in vitro también describen un
descenso en los niveles de expresion de iNOS y la produccion de NO a través de
la potenciacién farmacolégica del tono endocannabinoide en células gliales
estimuladas. Ademas, otros parametros pro-inflamatorios como COX-2, TNF-a e
IL-1p también experimentan una reduccion en sus niveles de expresion y/o
produccién como consecuencia de los niveles elevados de AEA (Molina-Holgado vy
cols., 2002; Mestre y cols., 2005; Ortega-Gutiérrez y cols., 2005a y b; Tham y cols.,
2007). Los datos obtenidos en este estudio, con el modelo genético de delecion de
la enzima FAAH, corroboran resultados previos y confirman el efecto beneficioso
de la activacion del SCE en la respuesta inflamatoria mediada por las células
gliales. Sin embargo, en los astrocitos expuestos al péptido Ap se desencadena un
proceso inflamatorio exacerbado como consecuencia de la delecion de FAAH, en
el que los niveles de iINOS, COX-2 y TNF-a son significativamente superiores con
respecto a las células wt. De modo que los efectos de la potenciacion del tono
endocannabinoide en células gliales estimuladas, parecen ser dependientes del
estimulo inflamatorio y quiza por ello no observamos un patron de respuesta
comun en los estudios con células gliales FAAH-ko. Por otra parte, cabe destacar
que en el presente estudio se utilizan cultivos mixtos de glia, pudiendo existir
diferencias en los procesos desencadenados en funcion de si uno o ambos tipos

de células gliales participan en la respuesta inflamatoria.

Ademas, los niveles de expresion del ARNm del receptor CB, inducidos por
la expresién de Tat, también descienden significativamente en las células gliales
FAAH-ko con respecto a las wt. Probablemente el debilitamiento de la respuesta
inflamatoria por delecién de FAAH, esté asociado a este descenso de los niveles
de CB,. De igual modo, conviene recordar que en respuesta al potente proceso
pro-inflamatorio desencadenado por la exposicion de los astrocitos FAAH-ko al
péptido pB-amiloide durante 48 horas, se induce un incremento significativo de los
niveles de CB,. Ademas, estudios in vitro previos, también sefialan que los niveles
de expresion del receptor CB, en las células gliales dependen del estado de
activacion celular (Carlisle y cols., 2002; Facchinetti y cols., 2003; Klegeris y cols.,
2003; Walter y cols., 2003; Cabral y Marciano-Cabral, 2005). Por tanto, podemos
especular con que la expresion glial del receptor CB, depende de la magnitud de la

respuesta inflamatoria, y por tanto, del nivel de activacién celular.
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En conclusién, los datos obtenidos en el presente estudio ponen de
manifiesto que los niveles de expresion del receptor CB, y la enzima FAAH en
células gliales in vitro aumentan en respuesta al proceso inflamatorio
desencadenado por la proteina viral Tat. El aumento de los niveles de expresion de
estos dos elementos del SCE parece ser una constante en procesos inflamatorios
del SNC e independiente del estimulo inflamatorio primario. Ademas, el aumento
de los niveles de endocannabinoides por deleccion de la enzima FAAH reduce
significativamente la expresion inducida por Tat de varios mediadores pro-
inflamatorios. De modo que la potenciacién del tono endocannabinoide podria
reducir la neurotoxicidad producida por la proteina Tat en el SNC, siendo

necesarios mas experimentos que evaluen este efecto positivo.
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El SCE experimenta profundos cambios en procesos neuroinflamatorios crénicos

en el cerebro humano.

Estos cambios afectan de forma diferencial a los componentes del SCE

estudiados, los receptores CB; y CB,, y la enzima FAAH.

Estos cambios sugieren un desplazamiento de la influencia del SCE sobre
procesos neuronales en condiciones fisiologicas hacia una modulacion de la

actividad glial en condiciones patolégicas (ver Figura 30)

La ausencia de FAAH mediante deleccion génica, y el consiguiente aumento de
los niveles de endocannabinoides modifica la respuesta astrocitaria frente al
péptido amiloide. Los astrocitos carentes de FAAH son mas sensibles a la forma
patogénica del péptido AP posiblemente debido a la potenciacién de cascadas de
sefalizacién (ERK1/2, p38 MAPK, NFkB) y a un descenso en los niveles de
expresion de PPAR-a y PPAR-y (ver Figura 31).

La ausencia de FAAH mediante deleccion génica, y el consiguiente aumento de
los niveles de endocannabinoides modifica la respuesta glial frente a la proteina

viral Tat, disminuyendo la reaccién inflamatoria (ver Figura 32).
En funcion del tipo de estimulo inflamatorio y/o del tipo de cultivo (puro o mixto), la

potenciacion del tono endocannabinoide induce diferentes respuestas en las

células gliales.
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Figura 30: Esquema general del papel del SCE bajo condiciones normales (panel
superior) y patoldgicas (panel inferior). En cerebro sano, el SCE modula la actividad
neuronal, principalmente inhibiendo la excitabilidad neuronal asi como la liberacidon de
neurotransmisores y su posterior recaptacion. Los astrocitos también pueden estar
involucrados en estas acciones. Sin embargo, cuando el SNC es dafiado (y especialmente
cuando tiene lugar una reaccion inflamatoria), la excitotoxicidad
induce dafio neuronal y algunos elementos del SCE aumentan su expresion en células gliales.
También se observa un aumento significativo de los niveles de endocannabinoides. Este SCE
glial implica a astrocitos (la actividad de FAAH aumenta, y por tanto, la generacién de AA, acido
araquidonico) y microglia (con un papel dual para el receptor CB,, puesto que por un lado
media la disminuciéon de la produccion de sustancias pro-inflamatorias y, al mismo tiempo,
desencadena la proliferacién y migracion microglial). Ademas, la inhibicién de la liberacion
presinaptica de glutamato, mediada por el receptor CB;, amortigua parcialmente la
excitotoxicidad.
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Figura 31: Esquema general de los efectos de la ausencia de FAAH en la
respuesta astrocitaria frente al péptido Api.42. De acuerdo a la hipotesis que
proponemos, en los astrocitos wt, el péptido APi4, interaccionando con distintos tipos de
receptores celulares activaria diversas cascadas de sefializacion que llevarian asociada una
induccion de la expresion y produccion de diversos parametros inflamatorios. Por otra parte, la
activacion de receptores PPAR, por endocannabinoides y prostaglandinas, trataria de
amortiguar la induccion de estos mediadores inflamatorios. Sin embargo, la deleccidn genética
de FAAH vy el subsiguiente incremento de los niveles de endocannabinoides (ECs), durante un
periodo de tiempo prolongado, potencia rutas de sefializacion criticas (ERK1/2, p38 MAPK y
NF«B) cuando la célula es sometida a un estimulo inflamatorio como el péptido AB+.42. Ademas
el incremento sostenido de los niveles de ECs regula a la baja la expresion de los receptores
PPARSs. Junto al descenso en la produccién de acido araquidénico (AA), como consecuencia
de la incapacidad de degradar AEA, entre otros ECs, y la menor produccién de prostaglandinas
(PGs), el nivel de actividad de PPAR podria verse afectado, siendo incapaz de contrarrestar el
incremento de moléculas pro-inflamatorias inducido por AB4.4, con la misma eficacia que en los
astrocitos wt.
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Figura 32: Esquema general de los efectos de la ausencia de FAAH en la
respuesta glial frente a la proteina viral Tat. En las células gliales wt, los niveles de
expresion del receptor CB, y la enzima FAAH aumentan en respuesta al proceso inflamatorio
desencadenado por la proteina viral Tat. Sin embargo, los niveles de expresion de CB, asi
como de diversos parametros pro-inflamatorios son menores como consecuencia de la
potenciacion del tono endocannabinoide en las células gliales carentes de FAAH.
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