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RESUMEN

La Pardlisis Cerebral Infantil (PCI) es la discapacidad mas severa y frecuente durante la infancia,
y conlleva una serie de secuelas de tipo motor, cognitivo y sensorial. El caracter multifactorial
de esta patologia hace que el estudio de su etiologia sea especialmente complejo, no obstante,
una de las principales causas de PCl es la prematuridad y el peso del recién nacido. Se consideran
prematuros extremos (PE) y de extremado bajo peso al nacer (EBPN) a aquellos que nacen antes
de la semana 25 y que pesan menos de 1000 g, respectivamente. Debido a la inmadurez de su
sistema nervioso central (SNC), tanto los PE como los EBPN son considerados el grupo mas

susceptible a desarrollar esta patologia.

Una de las principales razones que justifican esta susceptibilidad es la elevada probabilidad de
sufrir hemorragia intraventricular (HIV) que presentan estos pacientes. La HIV es el tipo de
hemorragia mas comun en el recién nacido, y es una de las principales causas del dafio en la
sustancia blanca (SB) y por tanto de desarrollar una PCl. La HIV se produce por la rotura
espontanea de los vasos que conforman la matriz germinal (MG), estructura donde ocurre la
formacién y posterior migracion de los progenitores neuronales y oligodendrogliales durante el
desarrollo cerebral. Dado que su maxima actividad se produce durante el Ultimo trimestre de
embarazo, la alta demanda metabdlica y de oxigeno junto con la fragilidad de los vasos
sanguineos en esta zona la convierten en una estructura altamente vulnerable y susceptible a
dafiarse como consecuencia de diversos estimulos extrauterinos. En este sentido, los cambios
de presidn a los que se somete a los neonatos, la ausencia de autorregulacién por parte de los
PE y EBPN, asi como a la fragilidad y elevada actividad de la MG, la probabilidad de sufrir HIV es

bastante probable.

El avance en las técnicas de neuroimagen ha permitido realizar un pronéstico de la enfermedad
y las secuelas en funcidn del volumen y localizacion del sangrado. De este modo, se ha descrito
que la dilatacién ventricular post-hemorragica (DVPH) es una de las complicaciones mas
importantes que determinan el desarrollo de una PCl en el PE. Histéricamente, esta
complicacidn se asociaba a los grados mas severos (lll y V), sin embargo, recientes estudios
realizados en pacientes han demostrado que los grados de lesion mas leves también aumentan

el riesgo de desarrollo de PCI.
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A pesar de su elevada incidencia, el alto coste socioecondmico y su gran impacto a nivel
emocional y sanitario, esta enfermedad carece hoy en dia de tratamiento. Una de las razones es
la ausencia de un modelo animal que la reproduzca eficazmente. Generalmente se han utilizado
modelos basados en la inyeccidn de glicerol o sangre autéloga en animales de edad postnatal 1
(del inglés postnatal day, PND) y PND 7, sin embargo, estos no han logrado reproducir el efecto
de la rotura espontanea de los vasos de la MG. Por otro lado, se ha descubierto que este efecto
si se producia cuando se inyectaba paraventricularmente Colagenasa de Chlostridium, una
enzima capaz de desnaturalizar la matriz extracelular que conforman la MG. No obstante, esta
técnica solo se ha realizado en ratas PND 7, cuya etapa del neurodesarrollo es equivalente al de
un nifio a término. En este sentido, el desarrollo de este modelo en ratas PND 1, con un
desarrollo cerebral similar al de un PE, ofreceria una posibilidad tedrica de conseguir un modelo
animal que reproduzca eficazmente la HIV en PE, permitiendo asi analizar la eficacia de un

tratamiento que permita prevenir el desarrollo de la PC de origen hemorragico (PCOH).

El Cannabidiol (CBD), uno de los principales componentes del Cannabis sativa, es un
fitocannabinoide que ha demostrado tener un importante papel neuroprotector en modelos de
dafio cerebral neonatal hipdxico-isquémico focal y difuso. Este efecto se basa al menos en parte
en sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y antiexcitatorias, gracias a la activacion de
los receptores de activacion de proliferacidon de peroxisomas (PPAR) o serotoninérgicos SHT-1A,
entre otros mecanismos. El tratamiento con este farmaco en roedores y cerdos recién nacidos
ha logrado evitar las secuelas del dafio cerebral con tal eficacia que hoy en dia se encuentra en

las primeras fases de ensayos clinicos.

En este contexto, la HIPOTESIS de este trabajo es que el tratamiento con CBD en ratas PND 1 a
las que se indujo una HIV mediante la inyeccion paraventricular de Colagenasa de Chlostridium
tendrd un efecto neuroprotector, evitando el desarrollo de secuelas similares a las que

configuran la PCOH en los PE.
Para desarrollar esta hipdtesis, nos planteamos los siguientes OBJETIVOS:

1. Desarrollar y caracterizar un nuevo modelo animal que reproduzca la fisiopatologia y
manifestaciones clinicas de la PCOH en el EBPN mediante la inyeccién paraventricular
de Colagenasa de Chlostridium.

2. Determinar si el tratamiento con el fitcannabinoide CBD evita el desarrollo de un cuadro

similar a la PCOH. Para ello, este farmaco se administrara tras la induccion del dafio (en
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una o tres dosis), prenatalmente o combinando ambas estrategias. Posteriormente se
determinara cual es la mejor forma de tratamiento.
3. Caracterizar los mecanismos por los que el fitocannabinoide CBD ejerce su efecto

neuroprotector en este modelo animal.

Los resultados obtenidos en el DISENO EXPERIMENTAL 1, nos muestra que la administracion de
0,2 U de Colagenasa de Chlostridium en ratas PND 1 produjo un sangrado de volumen variable
gue se mantuvo a lo largo del tiempo. Este dafio produjo secuelas motoras y cognitivas tanto a
medio (PND 14) como a largo (PND 45) plazo. Al igual que en el ser humano, se demostré que
este deterioro funcional se debia a la afectacién en el desarrollo y supervivencia de los estadios
madurativos mds tempranos del linaje oligodendroglial, alterando finalmente la mielinizacion y

la integridad de la sustancia blanca (SB).

Por otro lado, los estudios de neuroimagen y western blot (WB) demostraron que a corto plazo
(PND 6), los animales lesionados presentaron un aumento en la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica (BHE) como consecuencia principalmente del descenso de los niveles del
receptor Mfsd2a, uno de los principales integrantes del desarrollo de esta estructura, y el
aumento de mediadores de dafio endotelial como la metaloproteasa 9 (MMP-9). Como
consecuencia de esta disfuncionalidad, se produjo un incremento de la infiltracion de
macroéfagos y reclutamiento de células microgliales, asi como la potenciacién de la evolucién de
ambos hacia un fenotipo proinflamatorio (M1). Ademas, los elevados niveles del metabolito
Mioinositol sugieren la existencia de una disfuncién en los astrocitos, uno de los principales tipos

celulares que en condiciones patoldgicas modula el dafio citotéxico.

En este mismo periodo se produjo un aumento de la oxidacién proteica (resultado del estrés
oxidativo), en los niveles de Glutamato (lo que se traduce en un aumento de la excitotoxicidad)
y de Lactato (lo cual indica dafio tisular). Del mismo modo, también se observé un aumento en
los niveles de expresidn de varios integrantes de la via proinflamatoria del receptor tipo toll 4
(TLR-4), entre el que destaca la liberacion del factor de necrosis tumoral a (TNF-a), citoquina de
gran interés en numerosas enfermedades neurovasculares. Adicionalmente, observamos como
las secuelas y el dafio producido era independiente del volumen de hemorragia, confirmandose

asi los ultimos estudios descritos en pacientes.

Por otro lado, para llevar a cabo el DISENO EXPERIMENTAL 2, inicialmente evaluamos el papel
neuroprotector del CBD administrado 6 h después de la lesidn. Al igual que en otros modelos de

dafio cerebral adquirido neonatal, este fitocannabinoide fue capaz de evitar parte de las
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secuelas reduciendo la inflamacién a largo plazo, especialmente cuando el tratamiento se

mantuvo durante tres dias, aunque no ejercié ningun efecto beneficioso sobre el dafio en la SB.

Para evaluar si el tratamiento prenatal con CBD mejoraba los resultados obtenidos hasta el
momento, en primer lugar, se determind la dosis por la que el CBD administrado a ratas
gestantes a E21 alcanzaba concentraciones en el cerebro de las crias consideradas como
neuroprotectoras (segun estudios realizados previamente en nuestro grupo). La dosis fue de 10
mg/kg, cuya administracion 24 h antes del parto redujo el dafio en la SB aunque solo evité
parcialmente las secuelas secundarias a la HIV. Finalmente, se estudié el efecto de administrar
el CBD de forma combinada prenatalmente y después del dafio, obteniéndose un efecto éptimo

en la reduccién del dafio cerebral, incluyendo la SB, y en evitar el desarrollo de secuelas.

Por todo ello, en el DISENO EXPERIMENTAL 3 se estudiaron los mecanismos mediante los cuales
el CBD administrado de forma combinada ejercia sus efectos neuroprotectores. El tratamiento
con este fitocannabinoide fue capaz de evitar el aumento de la permeabilidad de la BHE a corto
plazo, asi como la infiltracién leucocitaria y la disfuncidn astrocitaria. Como consecuencia de
ello, se redujo la neuroinflamacién, al menos en parte por la promocion de la evoluciéon de los
macroéfagos y microglia hacia un fenotipo M2, asi como el estrés oxidativo y la excitotoxicidad.
Estos efectos se mantuvieron activos a lo largo del tiempo, lo que permitié proteger el linaje
oligodendroglial durante todo el desarrollo madurativo, resultando en la preservacién del

proceso de mielinizacion.

En CONCLUSION, en este trabajo se ha desarrollado un modelo animal que reproduce
eficazmente la fisiopatologia y consecuencias de la HIV en PE, lo que lo hace eficaz para
identificar dianas terapéuticas sobre las que basar un tratamiento para la enfermedad. En este
modelo, la administracién prenatal y postlesional de CBD redujo el dafio secundario a la HIV,
preservando la integridad de la SB y evitando el desarrollo de secuelas motoras y cognitivas,
modulando inflamacidn, excitotoxicidad y estrés oxidativo, y preservando la funcién de la BHE.
Estas propiedades neuroprotectoras del CBD le postulan como un buen candidato a la hora de
prevenir la PCOH, una enfermedad de gran incidencia y gravedad que hoy en dia carece de

tratamiento.
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ABSTRACT

Cerebral palsy (CP) is the most severe and frequent disabling disease in childhood, including
motor, cognitive and sensorial sequelae. Studies on CP causes are difficult because of its
multifactorial etiology. Anyway, low gestational age and/or birth weight are major determinants
pf CP . Extreme preterm (EP) and extreme low birth weight (ELBW) newborns are those under
25 weeks of gestational age and 1000 g of birth weight, respectively. Due to the immaturity of
central nervous system (CNS) in those babies, both EP and ELBW have been considered of
highest risk to develop CP. An important factor explaining such a high risk is the high incidence
of intraventricular hemorrhage (IVH) in those patients. IVH is the most common type of cerebral
hemorrhage in newborns and a major cause of white matter injury (WMI) and then of CP
development. HIV in PE usually results from the spontaneous rupture of vessels present at the
germinal matrix (GM), the structure where growing and then migration of neuronal and
oligodendroglial progenitors takes place during brain development. The high oxygen and
metabolic demand together with the extreme fragility of vessels make GM a structure highly
vulnerable to damage as a consequence of postnatal stimuli. Thus, blood pressure instability
typical from EP and ELBW together with the immature autoregulation and fragility and high

activity of the MG makes HIV a frequent complication in those babies.

Advances in neuroimaging techniques have made possible to link short- and long-term prognosis
after HIV to the volume and location of bleeding. Thus, HIV is classified into 4 different grades
depending on whether it is limited to the GM (grade 1), extended into the lateral ventricles
without (grade Il) or or with dilation (grade Ill), or affecting the brain parenchyma (grade IV). In
particular, post-hemorrhagic ventricular dilatation (PHVD), thought to highly increase the risk of
developing CP after HIV. Was classically associated to grades Il and IV. However, recent clinical

studies indicate that even milder grades of injury increase the risk of CP development.

Despite its high incidence, socioeconomic costs and emotional and health impact, there is no
current treatment to prevent CP of hemorrhagic origin (CPHO). A determinant factor for this
situation is is the lack of an experimental model effectively reproducing that condition. Usually,
models based on the injection of glycerol or autologous blood have been used in PND 1 and PND

7 animals, but they have failed to reproduce the effects of spontaneous rupture of GM vessels.
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Such effects can be reproduced with paraventricular injection of Chlostridium collagenase, an
enzyme breaking the extracellular matrix at the GM. However, this model has only been
performed so far in PND 7 rats, whose neurodevelopmental stage is equivalent to that of a full-
term infant. Implementing this model in PND 1 rats, with a neurodevelopmental stage similar to
that or EP, would offer the possibility of an experimental model effectively reproducing HIV-
induced brain damage in EP, which could make feasible to test the efficacy of treatments aiming

to prevent the development of CPHO.

In this regard, Cannabidiol (CBD), one of the main components of Cannabis sativa, exerts
neuroprotective effects in different models of diffuse and focal hypoxic-ischemic immature
brain damage. CBD neuroprotection is related with anti-inflammatory, antioxidant, and anti-
excitatory effects, due to mechanisms including the activation of peroxisome proliferator-
activated receptors (PPAR) or serotonergic 5HT-1A receptors, among others. Treatment with
this drug in newborn rodents and pigs has been as effective in preventing brain damage-induced

sequalae as to prompt the start of an ongoing clinical trials.

The HYPOTHESIS of the present work is that CBD treatment in PND 1 rats in which HIV was
induced by paraventricular injection of Chlostridium collagenase will result in neuroprotective
effects thus preventing the development of sequelae similar to those conforming the spectrum

of CPHO in EP.

To confirm that hypothesis, we set out the following OBJECTIVES:

1. To evaluate the pathophysiological events, neuroanatomical consequences, and motor
and cognitive sequelae produced after HIV induction in PND 1 rats.

2. To determine the most effective form of CBD treatment, comparing inflammatory
activity, White Matter (WM) damage and neurobehavioral sequelae in animals treated
with this phytocannabinoid administered prenatally, post-insult or both.

3. To study the mechanisms by which CBD exerted its neuroprotective effect.

Results obtained in EXPERIMENTAL DESIGN 1 show that paraventricular injection of 0.2 U of
Chlostridium collagenase in PND 1 rats led to bleeding of diverse volumes which was maintained
over time. That damage led to motor and cognitive sequelae in the middle (PND 14) and long
(PND 45) term. As described in humans, the functional impairment was associated to the
impairment of development and survival of the earliest mature stages of the oligodendroglial

lineage, eventually leading to myelination impairment and WM integrity disturbance.
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Neuroimaging and western blot (WB) studies demonstrated that in the short term (PND 6), HIV
animals showed increased blood-brain barrier (BBB) permeability in a manner linked to decrease
of Mfsd2a receptor levels, one of the main components of the development of this structure,
and the increase of the expression of mediators of endothelial damage such as metalloprotease
9 (MMP-9). As a consequence, there was an increase in macrophage infiltration and microglial
cell recruitment, as well as the enhancement of the derivation of both type of cells to a
proinflammatory phenotype (M1). Besides, elevated levels of the metabolite myoinositol
suggested the presence of astrocyte dysfunction, cells playing a key role in modulating cytotoxic

damage in pathological conditions.

In this context, we observed an increase in protein oxidation (a result of oxidative stress),
glutamate (which translates into an increase in excitotoxicity) and lactate levels (indicating tissue
damage). We also described an increase in the expression of several factors belonging to the
Toll-like receptor 4 (TLR-4) proinflammatory pathway, including the release of tumor necrosis
factor a (TNF-a), a cytokine of great interest in numerous neurovascular diseases. Besides, we
observed that the sequelae and the damage produced were not dependent on HIV volume, thus

reproducing clinical data from the latest studies.

To carry out the EXPERIMENTAL DESIGN 2, we firstly evaluated the neuroprotective role of CBD
administered 6 h after injury. As in other models of acquired immature brain damage, this
phytocannabinoid, particularly when administered for three days, reduced the development of
sequelae by decreasing long-term inflammation, but with no beneficial effect on WM damage.
To evaluate then whether prenatal treatment with CBD would improve the results obtained
before, we first determined the dose by which CBD administered to pregnant rats at E21 could
reach fetal brain concentrations considered as neuroprotective according to studies previously
conducted in our group. Such dose was 10 mg/kg administered 24 h before delivery. Prenatal
administration of CBD reduced WM injury but had only partial beneficial effects on the
development of neurobehavioral disturbances. Finally, combing prenatal and post-insult
administration of CBDF resulted in optimal neuroprotective effects, reducing brain damage and

preventing WM injury and neurobehavioral sequela development.

In the EXPERIMENTAL DESIGN 3, we studied the mechanisms by which combined prenatal and
post-insult administration of CBD resulted in such a robust neuroprotective effect. CBD
prevented short-term increase in BBB permeability, as well as leukocyte infiltration and
astrocyte dysfunction. This resulted in the modulation of neuroinflammation, at least in part

through promoting the shift aof macrophages and microglia towards an M2 phenotype, as well
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as oxidative stress and excitotoxicity reduction. The neuroprotective effects were maintained
over time, protecting oligodendroglial cell maturation and thus allowing an appropriate

myelination process.

In CONCLUSION, in the present work we developed an animal model effectively reproducing the
pathophysiology and consequences of IVH in EP, getting thus a valuable tool to identify new
therapeutic targets in which to rely new therapeutic strategies. In this model prenatal and post-
insult administration of CBD reduced IVH-induced brain damage, preserving WM integrity and
thus preventing the development of motor and cognitive sequelae, in a manner related to the
modulation of inflammation, excitotoxicity and oxidative stress and the preservation of BBB
integrity. Such neuroprotective properties postulate CBD as a promising candidate for the
prevention of CPHO, a disease of high incidence and severity with no effective treatment

nowadays.
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LA PARALISIS CEREBRAL INFANTIL

Aspectos Generales

Definicidon

El estudio de enfermedades como el ictus (o stroke, segun el término en inglés universalmente
utilizado), el cancer o el Alzheimer suelen ser habituales debido al gran impacto socioeconémico
y sanitario que estas producen. No obstante, existen otros trastornos menos conocidos como la
Parilisis Cerebral Infantil (PCl) cuyas consecuencias son transcendentales 2. Se define como
PCl a un conjunto de trastornos no progresivos de tipo postural y motor cuyo origen se centra
en el Sistema Nervioso Central (SNC)**. Ademds, segun los Centros para el Control y la
Prevencion de Enfermedades (CDC), la presencia de otras secuelas como la epilepsia, trastornos
auditivos y visuales o un evidente deterioro cognitivo, hacen que su gravedad se vea
incrementada % Debido al escaso conocimiento de su fisiopatologia y la ausencia de un
tratamiento eficaz, la PCl de origen hemorragico (PCOH) ha sido el objeto de estudio en este

trabajo.

Clasificacion y factores de riesgo en la PCI

A pesar de ser un trastorno estudiado desde hace cientos de afios, la heterogeneidad vy
complejidad en la etiopatogenia, sumado a la ausencia de unos criterios fijos de diagndstico, ha
impedido llevar a cabo una categorizacion fiable y objetiva de la PCI *®. Una de las clasificaciones
mas aceptadas fue la establecida por Minear (clasificacidn tradicional) en 1956, la cual, en
funcién de los aspectos estudiados, agrupa esta patologia en varias categorias. En este sentido,
la PCl se puede clasificar segun su fisiologia, es decir, define la naturaleza del trastorno motory
postural b; topografica, la cual permite localizar las extremidades afectadas; suplementaria, la
cual hace referencia a otras secuelas diferentes a las motoras; etioldgica, proporcionando
informacidn acerca del origen de la PCl; neuroanatémica, lo que nos permite acceder a las
posibles alteraciones estructurales del SNC; terapéutica, centrada en la busqueda un
tratamiento eficaz; y funcional, lo que nos permite agrupar a los individuos en funcién del grado

de limitaciones en las habilidades que presentan >7:89-111,12,
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Debido a la ambigliedad en estas definiciones y clasificaciones establecidas, recientemente se
ha instaurado un sistema de clasificacidon que permite categorizar de forma mas objetiva y fiable
la PCI >713, M3s alld de la propuesta por la Agencia de Vigilancia Europea (del inglés SCPE) (Fig.
1), la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) propone un nuevo sistema de agrupacion
tratando de seguir el modelo de Clasificacién Internacional del Funcionamiento, de la
Discapacidad y de la Salud (CIF), cuya principal novedad es tratar la PC desde un punto de vista
biopsicosocial, en el que la salud y el contexto (factores ambientales, personales, etc.) estan
intimamente relacionados >4 En este sentido, se describen cuatro sistemas: sistema de
clasificacion de segun la funcion motora gruesa (GMFCS, por sus siglas en inglés), la cual hace
referencia a la capacidad del individuo de inicial el movimiento >3; sistema de clasificacién
segun la habilidad manual (del inglés, MACS), referida a las destrezas manuales finas >*>;
sistema de clasificacién segin la funcién comunicativa (del inglés, CFSC) >'; y sistema de
clasificacion para la capacidad de Comer y Beber (del inglés, EDACS), el cual permite clasificar
la seguridad (textura y fluidos que un paciente puede ingerir sin riesgo) y eficacia (velocidad de

masticacion o cantidad de pérdida del alimento) con la que un paciente se alimenta >,

Aumento de tono
persistente sin

variabilidad

Distribucion

Bilateral /\ Unilateral

(pc espa’stica} PC espastica
| bilateral unilateral

PC discinética
ey o )
Actividad y E No clasificable ‘
tono h

Actividad Actividad

reducida y tono aumentada y tono
aumentado reducido
™ s

(Tetraparesia L Diplejia J PC disténica PC coreo-atetoxica

Figura 1. Algoritmo utilizado para clasificar el subtipo de PCI segun la Surveillance of Cerebral Palsy in Europe (del
inglés, SCPE). El principal objetivo de esta clasificacion es llevar a cabo una categorizaciéon de la PCI segun las
extremidades y el tipo de alteracién motora encontrada.

!

Afectacion de las

extremidades
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Introduccion: La pardlisis cerebral infantil

Una adecuada categorizacién de la PCl no solo permite la buisqueda de terapias que mejoren el
dia a dia del paciente, sino que posibilita la identificacidn de los factores de riesgo (que pueden
actuar antes, durante y después del parto) que aumentan la probabilidad de sufrir este trastorno
(Fig. 2) *°. Entre los principales factores de riesgo relacionados directamente con la etiologia y
desarrollo de la PC infantil destacan la asfixia’®?, la presencia de malformaciones congénitas
19 infecciones 22, stroke o la presencia de traumatismos craneales (TBI del inglés) 2. Otros
factores de riesgo indirecto son la reproduccién asistida y la fecundacion in vitro 273!, Ademas,
existen otros factores como el género del individuo (es mas comun en varones) o la existencia
de problemas maternos en la coagulacién 32. No obstante, los dos factores de riesgo mds
importantes a la hora de explicar la etiologia de esta enfermedad son la prematuridad y el peso

del recién nacido (RN), ambos intimamente relacionados *°.

Estré Infeccién
Gonka viral

E A

Medicacién

EMBARAZO
| Exposicion del feto a moduladores |
maternos alterados en respuesta a
factores de riesgo prenatales
%% Citoquinas
3¢ Glucocorticoides
$2°0tros moduladores

Cambios en el
microbioma
intestinal

ALTERACIONES EN EL
NEURODESARROLLCB EN | e ——
B RESPU EST A AL DANO Los moduladores

maternos interfieren en

EDAD ADULTA PRENATAL | el neurodesarrollo

Riesgo de enfermedades
‘ neuroldgicas y psiquiatricas
tardias (Esquizofrenia).
Transmision potencial del riesgo
' de padecerlas a la descendencia

INFANCIA
t Riesgo de enfermedades del
ADOLESCENCIA neurodesarrollo (TDAH, TEA,
t Riesgo de enfermedades neurolégicas y e feimedadas mentaas
psiquidtricas (Posiblemente comorbilidades como defectos
desencadenadas por una segunda ola) inmunolégicos)

Figura 2. Alteraciones en la madre durante el embarazo pueden afectar al correcto neurodesarrollo del individuo.
Tanto las alteraciones prenatales como las afectaciones en los sistemas inmune y endocrino de la madre pueden
alterar el neurodesarrollo posnatal del individuo y aumentar el riesgo de sufrir PCl. Adaptado de Schepanski et al.
2018
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Paralisis cerebral en el prematuro extremo y de muy bajo peso

La prematuridad v el bajo peso del recién nacido

La OMS define un nacimiento prematuro o pretérmino como aquel que se produce antes de la
semana 37 de gestacidn, considerandose el inicio de esta como la ultima menstruacion de la
mujer 3*3 Por otro lado, se considera un RN de bajo peso (RNBP) aquel que presenta un peso
inferior a 2500 gramos durante la primera hora después del parto 3>%, Aunque generalmente se

ha considerado a un nifilo prematuro aquel que presenta un peso inferior a 2500 g, nuevos

informes de la OMS demostraron que la edad gestacional (EG) es un marcador mas fiable

Tanto la EG como el peso del RN son un valioso marcador de salud materna, nutricién, atencion
médica y pobreza, de forma que la presencia de estos aumenta la mortalidad del individuo, la

existencia de discapacidades como las neuroldgicas y un rendimiento académico deficiente

siendo hasta 20 veces menor en comparacion con un RN aparentemente sano (Tabla 1) °.

PRINCIPALES PROBLEMAS ASOCIADOS AL BAJO PESO AL NACER

Organo o sistema

Problemas a corto plazo

Problemas a largo plazo

afectado

Pulmonar

Gastrointestinal

Inmunolégico
SNC

Oftalmoldgicos
Cardiovascular
Renal
Hematoldgico

Endocrinos

Sindrome de estrés respiratorio, apnea del
prematuro, displasia broncopulmonar

Intolerancias alimentarias,
hiperbilirrubinemia, enterocolitis
necrotizante

Deficiencia inmunitaria e infecciones

Hemorragia intraventricular y Leucomalacia
periventricular

Retinopatia del prematuro
Hipotension e hipertensidon pulmonar
Desequilibrio osmaético
Anemia y necesidad de transfusiones

Hipoglicemia y deficiencia de cortisol

Asma, displasia
broncopulmonar

Sindrome del intestino corto,
colestasis

Bronquiolitis

Pardlisis cerebral, retraso
mental, hidrocefalia

Ceguera, miopia, estrabismo
Hipertension

Hipertension

Resistencia a la insulina

Tabla 1. Lista principales secuelas a corto y largo plazo como consecuencia de la prematuridad y del extremado

bajo peso del RN.

A pesar de la existencia de diferentes técnicas utilizadas para calcular la EG (ecografia, tltimo
dia de periodo menstrual, etc.), la disparidad en los limites de la viabilidad del individuo y la

capacidad sanitaria en los distintos paises ha hecho necesario clasificar a los individuos con el
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Introduccion: La pardlisis cerebral infantil

objetivo de: conocer las causas, identificar poblaciones de riesgo, implementar estrategias de
prevencion, facilitar la vigilancia de los nacimientos y de comparar datos locales e
internacionales con el menor sesgo posible %, En este sentido, existe una clasificacién tipica
basada en la EG que nos permite agrupar a los prematuros en: prematuros extremos (PE), cuya
EG comprende el periodo entre las semanas 23 a 25; grandes prematuros, cuya EG esta entre
la semana 26 y 33; y los prematuros tardios, cuya EG varia entre la semana 34 y 36 3*374% No
obstante, en ocasiones existe cierta dificultad a la hora de llevar a cabo esta clasificacion,
principalmente debido a la presencia de ciertos factores como la regidn en la que se produce el
nacimiento, el periodo en el que se realiza el diagndstico, o la ausencia de una causalidad

evidente de prematuridad “°.

Al igual que en la prematuridad, el RN también puede categorizarse en funcién del rango de
peso en el que se encuentra en el momento del nacimiento. De esta forma, a aquellos neonatos
que tienen un peso entre 500 y 1000 g se les considera como de extremado bajo peso al nacer
(EBPN), a los que se encuentran en un rango de 1000 a 1500 g se les denomina nacimientos de
muy bajo peso (NMBP) y a los neonatos con un peso de 1500 a 2500 son conocidos como de

bajo peso al nacer (BPN) .,

Desafortunadamente, debido a la ausencia de un seguimiento regular durante el embarazo de
las mujeres, la escasez de recursos sanitarios o el elevado nimero de partos, se estima que los
paises con mayor numero de nacimientos extremos por lo general son aquellos que se

encuentran en vias de desarrollo (particularmente en zonas rurales de Africa y Asia) (Fig. 3) ***.

Tasa de prematuros (%)

[] Menordel 5%

B 5-9%

B 10-14%

Hl 15-20% 2.0 ookm

Figura 3. Mapa demografico sobre los paises con mayor porcentaje de casos de embarazos prematuros. Obtenido
de Chawanpaiboon et al. 2018
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Cuadro 1: éLos BPN, causa de la prematuridad o de las restricciones intrauterinas?

Con relacion al peso del neonato, se han establecido dos términos que, aun siendo diferentes, sus
definiciones tienden a considerarse como sindnimos. Por un lado, encontramos los RN catalogados como
“ o ” . o . s o

Pequefios para su EG” (PEG), que define aquellos nifios cuyo peso y/o longitud es inferior al 102
percentil. Por otro lado, aparecen los nacimientos con “Restriccidn en el crecimiento intrauterino (CIR)”,
definidos como aquellos que han sufrido eventos que comprometen y limitan el potencial crecimiento
intrauterino del feto %. Por lo tanto, los BPN pueden ser el resultado de un nacimiento prematuro, pero

también de la restriccidon del crecimiento fetal, es decir, ser PEG.

Como se ilustra en la Figura 4, estos indicadores pueden superponerse; es decir, un BPN puede ser
prematuro y PEG; sin embargo, no son intercambiables, ya que su etiologia y factores de riesgo son
distintos. Entre los BPN, aproximadamente dos tercios nacen prematuros, mientras que menos del 20%

de los bebés PEG nacen prematuros.

A pesar de esta estrecha relacion, se ha demostrado que la prematuridad tiene un prondstico
significativamente mas grave ***4. De esta forma, aquellos prematuros que presentan un peso menor a
1500 g, tendran mayor de riesgo de sufrir trastornos en el desarrollo como la PCl, y por tanto de mayor
gravedad %. Por otro lado, aquellos BPN relacionados con la CIR, tienen mayor riesgo de sufrir alteraciones
en el crecimiento que pueden ser permanentes, o enfermedades crdnicas presentes en la edad adulta,

incluida la hipertensién, |a diabetes tipo 2 y la enfermedad coronaria®?.

102 Percentil

3000

1
1
I
1

2500

Pequeiio para

2000 la EG

Peso al nacer

1500 |- - - —————-———- S~ T————--

1000

Prematuroy

1

500 . |
Bajo peso I
|

22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42

Edad gestacional

Figura 4. Comparacion de prematuro (<37 semanas de gestacion), bajo peso al nacer (<2500 gramos) y PEG
(menos del percentil 102 de peso al nacer). Adaptado de Alexander et al. 2007

26




Introduccion: La pardlisis cerebral infantil

El impacto de la prematuridad v el bajo peso del recién nacido

Como ya hemos mencionado, la prematuridad y el bajo peso son la principal causa de la
mortalidad y morbilidad infantil 3>%%47, Dado que los MBPN y los muy prematuros constituyen
aproximadamente el 1-3% de los nacimientos totales (Fig. 5A), se estima que cada afio alrededor
de 7 millones de nifios morirdn o tendran secuelas invalidantes de por vida por esas causas
394647 por este motivo, es de gran importancia agruparlos o clasificarlos en categorias diferentes
en funcidn del grado de peso o prematuridad, y de este modo invertir mas tiempo y recursos en
los casos mas vulnerables ¢, Por ejemplo, se estima que aproximadamente un 70-100% de los
nacimientos catalogados como extremos la tasa de mortalidad y comorbilidades asociadas es

tres veces superior que en el grupo mas moderado (Fig. 5B) 64,

34-36 semanas
Bl 32-33 semanas == Supervivencia sin complicaciones
B 28-31 semanas mm Supervivencia con complicaciones
<28 semanas . Muerte
500
1004
400 'a_E‘
w
300 o
50
O 2004 3
a
£
1004 8

Q Q
Prematuridad R % E % %
2 & & Oy &
0 i 8 B R
= a]
Peso corporal (g)
mE Bajo peso mm Asfixia durante el parto

Alteraciones metabdlicas m= Evento isquémico intrauterino

Infecciones (traumatismos durante el parto)

Anomalia cerebral congénita mm Anomalia genética y/o cromosémica

Figura 5. (A) Grafica del porcentaje de casos prematuros extremos. Aproximadamente un 2% de los nacimientos
totales se producen antes de la semana 30 de gestacion. (B) Graficas del porcentaje mortalidad y morbilidad segtin
el peso del RN. (C) Porcentaje de casos de PCl a causa de la inmadurez del RN

De manera particular, se ha demostrado que cuanto mas extremo sea el RN, mayor serd la
probabilidad de desarrollar trastornos neuroldgicos como la PCl %, En el caso de la
prematuridad, se estima que el 20% de los PE que sobreviven podrian sufrir este trastorno; no

obstante, se ha observado que en cada semana que se prolongue el parto, la probabilidad de
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Mortalidad (%)

desarrollarla y la gravedad de sus secuelas se reducen significativamente (Fig. 5C) *°. De esta
forma, aquellos nifios que nacen entre la semana 27 y 32, tienen una probabilidad de hasta 2-3
veces menor de sufrir PCI que los PE *°. De la misma forma, se ha descrito que la supervivencia
y las complicaciones a corto y largo plazo de los EBPN mejoraban a medida que aumentaba el
peso del RN %%, En este sentido, mientras que entre el 50-80% de los casos de EBPN no
sobreviven o presentan secuelas invalidantes de por vida, cuando el RN supera los 1000 g de
peso este porcentaje se reduce al 10% °¥5%, Por lo tanto, los neonatos que nacen en los limites
de la viabilidad (semana 23 o peso de 500 g) son el grupo con peor prondstico en la clinica (Fig.

6)°2.

100 100
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B 2000
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I 25 semanas
Il 24 semanas
[] 23 semanas
I 22 semanas

Tasa de supervivencia (%)

20

500-750 751-1000 1001-1250 1251-1500 1980 1990 1995 2000 2010

Peso al nacer (g) Periodo

Figura 6. Grafica representativa de la incidencia en la mortalidad neonatal segtn el peso del RN (A) y la EG (B). A lo
largo de los afios, los avances sanitarios han permitido reducir de forma significativa la mortalidad de los RN, lo que por

el contrario ha producido un aumento de secuelas como la PCl infantil. Adaptado de Isayama et al. 2019

El creciente nimero de nacimientos prematuros y de bajo peso es la principal razén por la que
la incidencia global de PCl no se haya reducido a lo largo del tiempo, siendo actualmente un
problema de salud de primer orden®*%%’, Las consecuencias de la PCI comprometen no solo el
desarrollo pleno del nifio afectado, sino también las posibilidades socioeconémicas de su familia
y, por ende, de la sociedad. De esta forma, en 2002 se calculé que el cuidado de los pacientes
con PCl en USA adquirié un coste de cerca de 8.200 millones de délares 3. Debido a una
evaluacidon excesivamente precoz de los pacientes (se ha sugerido que las pruebas
neuroconductuales que permiten evaluar al nifio se lleven a cabo a los 6 afios, y no a la edad de

2 afios como se hace a dia de hoy*>*?)

, asi como la escasez de datos en paises en vias de
desarrollo (que son los lugares con mayor nimero de casos prematuros demograficamente
hablando) se estima que el nimero de RN afectados por esta patologia y que no han sido

adecuadamente identificados podria llegar a ser hasta un 25% superior a los datos que
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conocemos. En este sentido, con el objetivo de reducir los casos y de abordar sus complicaciones
de una manera mas efectiva, es necesario conocer las particularidades que presentan estos

nifios en comparacién con aquellos que presentan un desarrollo natural.

Vulnerabilidad del cerebro inmaduro

La estructura, morfologia y funcionalidad del cerebro del PE y de los EBPN son muy distintos en
comparacion con los de los RN a término. El ambiente intrauterino presenta unas condiciones
ambientales que permiten el correcto control e interacciéon de las estructuras y elementos
biomoleculares que integran el SNC, y la ausencia de esta puede comprometer su
funcionamiento y desarrollo 8. Durante las primeras semanas de embarazo, los progenitores
neuronales se diferencian y se extienden siguiendo un patron de “dentro hacia fuera” a las
diferentes regiones del cerebro®>®. A partir de la semana 16 de gestacién, los progenitores
neuronales, astrocitarios y oligodendrogliales son especialmente relevantes estableciendo rutas
de migracién mediante la liberacidon de factores como el Factor neurotréfico derivado del
cerebro [del inglés, Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)], el Factor neurotréfico derivado
de células gliales [del ingés, Glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF)], el Factor

neurotrofico ciliar [del inglés, Ciliary neurotrophic factor (CTNF)] o el Factor de crecimiento

insulinoide 1 [del ingés, Insulin n
growing factor 1 (IGF-1)], y/o el
gradiente quimico formado por las
efrinas >>%, Por lo tanto, cualquier

alteracién de estos factores tréficos GESTACION (SEMANAS) Nacimiento Adolescencia
1
CONCEPCION 0 4 8 12 16 20 |24 28 3210

pueden provocar alteraciones en el :
Neurulacién

desarrollo o en la reparacidn | Neurogénesis

Migracion

neuronal una vez se ha producido el iy

dafio >*%. Finalmente, durante el |[nvasiéndela
microglia

tercer trimestre de embarazo se | apoptosis

producen una serie de eventos que | Sinaptogénesis
Gliogénesis

marcaran el resultado final del

Mielinizacion

E) ) I N ey Ny -y

11

neurodesarrollo, ya que es en este Proning sinkptico

. por aprendizaje
periodo cuando se producen la 1° trimestre | 2° trimestre | 3° trimestre

diferenciacion, maduracion Y Figura 7. Principales eventos que ocurren durante el desarrollo del
cerebro en humanos. Adaptado de Schepanski et al. 2018
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migracidn neuronal hacia las diferentes estructuras del cerebro a través de la glia radial*®>%1, A
su vez, en este punto temporal se producen procesos apoptéticos, de sinaptogénesis,
mielinizacién y “pruning sindptico” que estabilizaran las distintas conexiones interneuronales y

optimizaran la sinapsis nerviosa (Fig. 7) #3851,

Integrantes del cerebro inmaduro

En el dltimo trimestre de embarazo, periodo que comprende los nacimientos extremos, se
encuentran una serie de componentes celulares especialmente relevantes, ya que la alteracién
de cualquiera de ellos puede causar defectos en la morfologia y maduracién cerebral,

provocando en Ultima instancia el desarrollo de la PCI 2.

« Preoligodendrocitos: el oligodendrocito es el principal componente de la sustancia
blanca (SB), regién mas afectada en la PCl del PE y los EBPN. A partir de la semana 24 de
gestacidén, se produce la maduracién oligodendroglial, cuyo objetivo final es la de formar la
mielina y envolver al axén optimizando asi la transmisiéon sindptica %%2. La funcién del
preoligodendrocito y el oligodendrocito inmaduro (conocidos como Pre-Ols) es envolver al axon

para que, una vez hayan madurado, empiece el proceso de formacién de mielina %2,

« Subplaca neuronal: las primeras neuronas nacidas en el neocértex son las que forman
la lamada capa de la subplaca, estructura que desaparecera durante el segundo afio postnatal
26263 Esta regidn localizada en la SB y que alcanza su pico de desarrollo entre la semana 24 y 32
de gestacion, tiene la funcién de actuar como punto de integracién sindptico en la via

talamocortical 623,

« Microglia: la microglia son las células principales del sistema inmunitario del SNC 54756,
Ademas de esta funcion, estas células se encargan de regular los procesos de apoptosis,
mielinizacidn, “pruning”, desarrollo axonal o vascularizacién durante el neurodesarrollo 2647,
En particular, la microglia alcanza su pico maximo de actividad en la SB durante la semana 22,

de forma que cualquier alteracién en la funcién o fenotipo podria perturbar el desarrollo de la

S B 2,64-66

« Axones: el desarrollo axonal se produce durante el ultimo trimestre de embarazo vy el
periodo postnatal temprano*®”%8, Durante este periodo, la subplaca envia y recibe conexiones
de forma continua permitiendo la formacién de axones y con ello, el establecimiento de nuevos

circuitos neuronales %67:68,
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« Zona subventricular (SVZ, por sus siglas en inglés): la SVZ es la fuente principal de
produccién neuronal durante el desarrollo del cerebro. Esta estructura, que desaparecera al
final del periodo gestacional, estd formada por los denominados progenitores intermedios, que
dardn lugar a progenitores neurogénicos y gliales*®¥’°, En la segunda mitad del periodo
gestacional, las SVZ se encarga de la produccién del 65% de las neuronas totales, y de iniciar su
migracion mediante la interaccién con la glia radial hacia las capas superiores de la corteza. En
cuanto al 35% de las neuronas restantes, estas se originan en la Eminencia Gangliénica (GE, por

sus siglas en inglés) migrando posteriormente hacia la SVZ, siguiendo la misma ruta®®7°,

« Talamo: esta estructura producida durante el uUltimo trimestre de gestacion, se
encuentra formada por un conjunto de nucleos y fibras las cuales se encargan de procesar la

informacion sensitiva, motora, memoria y emociones®%70,

« Corteza cerebral: la corteza cerebral o sustancia gris (SG), es una asociacion compleja
de neuronas que, a través de la circuiteria establecida con el talamo, se encargard de procesar
la informacidn sensorial y motora #52%, Durante el dltimo trimestre de embarazo, se produce
un aumento de hasta 4 veces del volumen cortical debido a la diferenciacién dendritica que se

produce 26269,

« Sinapsis y neurotransmisores: la formacion y eficiencia de las sinapsis neuronales estan
intimamente relacionadas con la madurez del cerebro. Esto se debe a que los neurotransmisores
(NTs) y sus receptores, en especial los de tipo glutamatérgico, cambian su localizacién y

organizacién dependiendo del estado madurativo de las neuronas®™.

Mientras que los
receptores mas maduros se centran en la conduccién y modulacién del calcio optimizando la
plasticidad sindptica, los mas inmaduros seran incapaces de llevar a cabo esta funcién debido a
sus propiedades funcionales %7,

Como se detalla en la Figura 8, la interaccidn de las estructuras descritas promueve el correcto
neurodesarrollo del individuo. Por un lado, observamos como durante la semana 28 de
gestacion, los axones (rojo) emanan del tdlamo, cuerpo calloso (CC) y corteza (CTX),
promoviendo la formacidn de las fibras de proyeccidon, comisurales y asociacidon
respectivamente. Seguidamente, estas estableceran las primeras sinapsis con las neuronas de
la subplaca. Posteriormente, estas neuronas enviaran axones hacia la corteza promoviendo el
desarrollo cortical antes de que las fibras tdlamo-corticales y cortico-corticales entren en la

corteza. Desde la corteza, los axones (azul) descienden hasta el tdlamo, los ganglios basales y los

tractos corticospinales (y corticopontina). De forma paralela, los oligodendrocitos
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premielinizantes comienzan su diferenciacion completa para madurar en oligodendrocitos y
producir finalmente la mielina. Por otro lado, también se ilustra esquematicamente la
proliferacién y migracion de interneurones GABAérgicas desde la SVZ y GE. Las neuronas del SVZ
(verde) migran radialmente a la corteza y desde la GE (naranja), tangencialmente y luego
radialmente, a la corteza. También se muestra la corriente migratoria de interneurones de la GE

al tdlamo dorsal 262636971

Corteza

ﬁ\ ”\
) Axé Neurona de
\ ‘ / la subplaca
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subventricular
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Eminencia Gangli
germinal anglios

basales

Figura 8. Cerebro en seccion coronal a las 28 semanas de gestacion que muestra eventos criticos en el desarrollo
cortical. Formacién de las primeras sinapsis neuronales y proliferacién y migracidn de interneurones GABAérgicos
desde la SVZ y la GE. Adaptado de Volpe 2009

Cualquier alteracién de estos elementos producird una serie de trastornos madurativos con
infinidad de secuelas. A su vez, de forma paralela a la formacién y desarrollo de la SG y SB, en
este periodo se produce un aumento en el volumen y complejidad de los vasos sanguineos
mediante procesos de vasculogénesis y angiogénesis, promoviéndose la anastomosis profunda,
que dard lugar a la formacién tanto de vasos cortos, encargados de irrigar al parénquima
cerebral, como de vasos largos que profundizaran hacia la zona periventricular®®. Debido a la
ausencia de un flujo adecuado en la SB (se estima que solo el 25% del total de la SB estad irrigada),
la inmadurez de la Unidad Neurovascular (UNV) y la permeabilidad de la Barrera
hematoencefalica (BHE) en los nifios nacidos prematuramente, las alteraciones vasculares son
frecuentes en este tipo de pacientes %%, En los partos mas extremos, la rotura de los vasos o su

atrofia estructural es responsable de la alteracion de la UNV que, sumado a las alteraciones en
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Introduccion: La pardlisis cerebral infantil

el neurodesarrollo comentadas anteriormente, provocara alteraciones neuroldgicas y/o
cognitivas como la PCI *8, Por ello, debido a su gran relevancia en la fisiologia y fisiopatologia de
numerosas enfermedades (incluida esta), a continuacién, se hara una breve descripcion de la

UNV.

La Unidad Neurovascular

La UNV se definid inicialmente como "las interacciones entre los elementos sanguineos
circulantes y la pared de los vasos sanguineos, la matriz extracelular, la glia y las neuronas" %73,
No obstante, actualmente se han incluido otros componentes necesarios para su correcta
funcién como son la microglia y los pericitos, conformando el sitio de acoplamiento de la

actividad neuronal y el flujo sanguineo cerebral, ambos estrechamente ligados (Fig. 9) >

Interneurona
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Figura 9. Integrantes de la UNV. Representacion esquematica de la UNV a nivel de la microvasculatura cerebral
(arteriolas, capilares). Adaptado de Gorelick et al. 2017

Para conocer la funcidn y anatomia de la UNV, es necesario hablar de BHE. La BHE es un término
utilizado para describir las propiedades fisicas y fisiolégicas de la microvasculatura del SNC,
responsable de la difusién de compuestos entre la sangre y el cerebro 7>7°, La BHE estd
compuesta principalmente de células endoteliales, pericitos, macréfagos perivasculares,
astrocitos y una membrana basal. La barrera fisica y funcional que conforma esta estructura es

el resultado de una monocapa firmemente sellada de células endoteliales con uniones estrechas
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(UEs) y uniones adherentes 7274, A su vez, los vasos con los que interacttia son continuos y no
fenestrados, presentando asi una serie de propiedades adicionales que les permiten regular,
junto a los transportadores especificos, el movimiento de moléculas, iones y células entre el
sistema circulatorio y el SNC 7274, Esta capacidad de barrera tan selectiva permite mantener la
homeostasis del SNC, una funciéon neuronal adecuada y confiere proteccidon ante toxinas,
patdgenos, agentes proinflamatorios, lesiones y enfermedades. De esta forma, una disfuncion
de la BHE aumentard la permeabilidad de esta, produciendo cambios en la homeostasis, y
permitird la entrada de células inmunes, iones y/o moléculas dafiinas en el SNC 7275, Por ello,
dada la importancia de esta estructura, es necesario conocer cuales son los integrantes que la

conforman y como su posible alteracion puede promover el dafio neuroldgico.

Los vasos sanguineos estdn
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Figura 10. Integrantes de la BHE: Las Uniones Estrechas. Adaptado de
células murales, las células Ronaldson etal. 2011
inmunes, las células gliales y

V7375, Las

las células neurales es necesaria para mantener el correcto funcionamiento de la UN
CEs son células epiteliales escamosas simples derivadas del mesodermo embrionario que
forman las paredes de los vasos sanguineos. Las CEs del SNC permiten regular estrechamente el
movimiento de iones, moléculas y células entre la sangre y el cerebro gracias a su baja
transcitosis (paso de macromoléculas desde un espacio extracelular a otro mediante la

formacién de vesiculas), la presencia de moléculas de adhesion y la presencia de

transportadores especificos (Fig. 10) 7374,
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Introduccion: La pardlisis cerebral infantil

Entre los componentes de las CEs destacan las UEs. Estas son adherencias celulares que se
forman en la parte apical de la membrana lateral por interacciones homotipicas y heterotipicas
de moléculas transmembrana que estdn unidas al citoesqueleto 7>777. Las uniones estrechas
endoteliales se componen de tres proteinas de membrana integrales [claudina, ocludina y
moléculas de adhesién celular (MAC)] y proteinas accesorias citoplasmaticas [zénula occludens
(zO) 1, 2 y 3 y cingulina] que a partir de su interaccién, mejoraran la integridad del vaso 7>,
Por otro lado, se encuentran los transportadores, necesarios para el movimiento de iones y
moléculas entre la sangre y el cerebro. Existen dos tipos de transportadores, los transportadores
de flujo de salida, que utilizan la hidrélisis de ATP para transportar sus sustratos, y los
transportadores de nutrientes, que facilitan el transporte de compuestos como la glucosa
mediante un gradiente de concentracidén 774, Por ultimo, se encuentran elementos como los
integrantes de la transcitosis (por ejemplo, la caveolina-1) ’>7%, moléculas de adhesién a
leucocitos como las selectinas y miembros de la familia de las inmunoglobulinas o la via
sefializacion Wnt/B-Catenina y Sonic Hedgehoc, las cuales estan implicadas en la transcitosis,
infiltracion leucocitaria o en la regulaciéon de la BHE respectivamente 7>’ A su vez, el
metabolismo vascular asi como las enzimas que intervienen (como la anhidrasa carbdnica IV y
la y-glutamil transpeptidasa) han demostrado presentar un papel diferencial en la regulacion de
las propiedades de barrera de la vasculatura del SNC al metabolizar toxinas o alterar las

propiedades de moléculas potencialmente dafiinas 3.

Las células murales incluyen tanto a las células vasculares del musculo liso que rodean los
grandes vasos como a los pericitos, que cubren de manera incompleta las paredes endoteliales
de la microvasculatura. Los pericitos son componentes celulares derivados de la cresta neuronal
que forman parte de la BHE, rodeando las CEs de pequefios vasos en el cerebro y controlando
el diametro capilar a través de sus proteinas contractiles. Como parte de la UNV, participan en
multiples procesos como la formacién del endotelio, la diferenciacion y desarrollo de la BHE, la
vasoactividad microvascular, la estabilidad estructural del vaso, la regulacién de la infiltracion
de células inmunes y en la angiogénesis. Al principio de la angiogénesis, estos se encargan de
regular la proliferaciéon y migracion de las CEs, mientras que posteriormente modulardn su
maduracién y diferenciacidn, asi como la deposicidon de la matriz extracelular (MEC) con los
vasos colindantes mediados por la N-cadherina >, El reclutamiento y las funciones del pericito
estan regulados por los sistemas del Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-B-
PDFGR-B), angiopoyetina-Tie, Factor de crecimiento tumoral (del inglés TGF-B)-TGFR-B y
Esfingosina-1-fosfato-S1P, siendo estos dos Ultimos los responsables de la escasez,

desorganizacién y/o falta de maduracién de estos en la matriz germinal (MG) del PE 7374,
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Otros componentes como la membrana basal (MB), encargada de regular las vias de
sefializacidn o ejerciendo un efecto barrera 727>78, |os astrocitos, encargado del acoplamiento

73-75,79,80

entre los circuitos neuronales y los vasos sanguineos , 0 las células inmunes como la

microglia y los macréfagos perivasculares, se encargan de mantener la estabilidad y soporte

funcional de la BHE durante todo el desarrollo 7781783,

En definitiva, lainmadurez de alguno de estos integrantes o su alteracidn a causa de algun dafio,
comprometen la estabilidad y el correcto funcionamiento del SNC. Anteriormente se menciond
la vulnerabilidad en la vasculatura (y por tanto en la UNV) de los PE y/o EBPN. Esta propiedad
promueve el desarrollo de Hemorragia Intraventricular (HIV), |a principal causa de la PCl en los

prematuros.
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LA PARALISIS CEREBRAL DE ORIGEN
HEMORRAGICO

¢Qué es la Hemorragia Intraventricular?

Definicidon

La HIV es el tipo de hemorragia intracraneal (HIC) mas comun en el RN, especialmente en el
PE y EBPN (Fig. 11). A pesar de las mejoras en los cuidados durante el embarazo o de los avances
en las técnicas obstétricas, esta patologia sigue siendo un problema global debido a su alta
incidenciay la gravedad de sus secuelas 88488, A nivel mundial, se estima que aproximadamente
entre el 25-60% de los EBPN llegaran a sufrir este dafio (sélo en los EE. UU. 12.000 nifios lo
sufriran cada afio). Aunque se haya mejorado la tasa de supervivencia de los RN con HIV
(actualmente fallece el 30% de los pacientes con HIV, una tasa tres veces menor que en los afios

90), se ha progresado muy poco en la prevencién de secuelas como es la PC| 748092-9584-91
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Figura 11. (lzquierda) Imagen representativa de los tipos de Hemorragias craneales que se producen en el ser
humano. (Derecha) Diagrama de la MG y las estructuras colindantes. Adaptado de Snehkunj et al. 2018

El cardcter transitorio de importantes estructuras del SNC como la MG hacen de la HIV una

enfermedad dificilmente tratable >°. La MG es una estructura altamente vascularizada que se
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encarga de la neurogénesis y gliogénesis durante el segundo y tercer trimestre del embarazo .
En este sentido, la rotura de los vasos o su atrofia estructural es responsable de diferentes
eventos fisiopatoldgicos que, sumado a las alteraciones en el neurodesarrollo de los PE y/o EBPN
que aparecen como consecuencia de la exposicion del individuo al propio ambiente
extrauterino, son responsables de diferentes alteraciones neuroldgicas y/o cognitivas como la

PCI 38,

La relacién entre la Matriz germinal y la Hemorragia intraventricular

Como hemos mencionado anteriormente, la MG es una estructura transitoria presente durante
el periodo comprendido entre las semanas 8 y 36 de gestacion 884 Esta estructura, que se
encuentra altamente vascularizada, se sitla en la SVZ, principalmente encima del nucleo
caudado envolviendo al ventriculo, aunque también esta presente en la parte superior del asta
temporal 8284 Como consecuencia de su origen tan primitivo, es imposible clasificar sus vasos
en arteriolas, vénulas o capilares; por ello, definimos a la MG como una “red vascular inmadura”

que promueve la formacidn de precursores oligodendrogliales y neuronales 88,

La MG es considerada como el productor de la mayoria de las células del SNC, ya que en esta
estructura los precursores neuronales y oligodendrogliales empiezan su actividad mitética justo
antes de migrar a las diferentes zonas del cerebro 88, De esta forma, después de la semana 15
de gestacién la MG se extiende rdpidamente a lo largo del cerebro convirtiéndose en la principal
fuente de neuronas inhibitorias en la zona neocortical 884, Se estima que aproximadamente el
35% de las neuronas proceden de la GE ventral, mientras que el resto son producidas en la zona
dorsal de la SVZ, dando lugar a la mayoria de las proyecciones neuronales al comienzo de la
gestacion 88, A partir de la semana 24 de gestacién, este mismo proceso ocurre con los
progenitores de los oligodendrocitos y astrocitos, los cuales migraran y maduraran hasta el

momento del parto.

Tradicionalmente, se ha intentado atribuir las HIV a causas traumaticas. Asi, algunos autores
sefialaban la accion de las diferencias de presidn entre el ambiente uterino y el extrauterino
como precipitante del dafio en la MG . Otros indicaban, por su parte, que la causa subyacente
podria residir en la compresion de la vena galena en el parto, lo que daria lugar a una obstruccion
del drenaje cerebral y una hemorragia intraventricular secundaria. Sin embargo, las hipdtesis
actuales relacionan el origen de la mayoria de las HIV en prematuros como consecuencia de una

hemorragia de la MG que rompe el epéndimo y comunica con la cavidad ventricular.
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Introduccion: La pardlisis cerebral de origen hemorrdgico

La principal razén de por qué el sangrado se desarrolla en la MG y no en la SB es debido a que
en esta estructura los elementos de soporte estan inmersos en numerosos canales vasculares y
venas de paredes muy finas y rudimentarias (en ocasiones sin capas musculares o de colageno)
que drenan al sistema venoso profundo, siendo muy susceptible a cualquier noxa®%%, Por otro
lado, la red vascular de la MG es compleja, ya que su sistema anatdmico incluye una serie de
vasos primitivos que, a partir de la semana 23 de gestacion, iran aumentando de grosor y daran
lugar posteriormente a arteriolas, capilares y venas que aun no estan preparadas a las
condiciones del ambiente extrauterino . En este sentido, la vulnerabilidad de la MG depende
de la morfologia y densidad vascular, de la inmadurez de los integrantes y eventos de
sefializacion de la BHE (fibronectina, astrocito, pericitos, etc.) 899 o de su alta tasa

angiogénica y demanda metabdlica y de oxigeno 0%,

Aunque la vulnerabilidad de la MG es el factor mds determinante a la hora de explicar la HIV, en
el PE ocurren una serie de factores que hacen que la probabilidad de que se produzca la rotura
de los vasos aumente 74809586:88-94 | 5 presencia de fluctuaciones del Flujo Sanguineo Cerebral
(FSC) 88588 ung autorregulacidn inmadura que origina pasividad en la presién del flujo cerebral
ante la incapacidad de la funcidn reguladora para mantener el fujo cerebral constante, a pesar
de las fluctuaciones en la circulacién sistémica 888 vy |a hiperemia funcional (debido a la
actividad neuronal para suplir la demanda metabdlica) 8088851 también son responsables

directas de la rotura de los vasos de la MG y del posterior sangrado.

El hecho de ser una patologia multifactorial hace que la heterogeneidad, asi como el prondstico
del paciente varie en funcién de la severidad y localizacién del sangrado. Segun Papile, la HIV se
puede categorizar en 4 tipos en funcién del grado de lesién y la zona en la que se localiza 7492~
%, En este sentido, la hemorragia es de grado | cuando el sangrado queda circunscrito a la zona
subependimaria. Por otro lado, en algunos casos el sangrado puede producir la rotura del
epéndimo invadiendo los ventriculos laterales. A este respecto, la HIV serd clasificada como
grado Il y lll en funcidn de si esta estructura queda intacta o por el contrario se dilata. A su vez,
cuando el volumen acumulado en los ventriculos laterales es muy grande, se produce una
obstruccion en el flujo sanguineo, la cual origina secundariamente un infarto venoso
hemorragico (hemorragia parenquimatosa o de grado IV), que suele ser homolateral a la IVH
(Fig. 12) 748084-87.92-95 N pobstante, actualmente se ha cuestionado si es dependiente o no de la

HIV. A pesar de todo, se ha demostrado que aunque todos los pacientes que sufren HIV tendrdn
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alteraciones conductuales de por vida, se ha observado que el volumen del sangrado estd

directamente relacionado con la gravedad de las secuelas 749279,
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Figura 12. Imagen ilustrativa del tipo de dafio segun el grado de lesion. Adaptado de Hancock 1995

Complicaciones de la Hemorragia intraventricular

Aunque el sangrado per se es capaz de inducir daifo cerebral ejerciendo un efecto mecanico
sobre la glia y las neuronas, cuando la sangre se difunde al interior del ventriculo se producen

una serie de complicaciones (como consecuencia de la respuesta inflamatoria y la secrecion de

moléculas perjudiciales como proteasas o especies reactivas de oxigeno [del inglés, ROS] 749279%)

que agravaran aun mas el dafio en la SB y las secuelas a largo plazo 88891

. La principal
complicacidn que se conoce es dilatacién ventricular post-hemorragica (DVPH) o hidrocefalia
(HC). Seguin Coulon, el riesgo de que se produzca DVPH es practicamente nulo en los RN con HIV
grado |, del 25 % en los casos con grado Il, del 78 % en los de grado Il y del 100% en los pacientes

con grado |V 88790,

Se estima que en torno a dos tercios de los casos de DVPH desarrollardn
disfuncion motora, y aproximadamente un tercio deterioro cognitivo y anormalidades
neuroldgicas 7#%*%, Al igual que ocurria con la HIV, en la DVPH los sintomas inmediatos suelen
ser muy leves o incluso nulos, siendo la aparicidn de crisis epilépticas a causa del aumento de la

PIC, una de los pocos signos de esta patologia 887,
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La DVPH se produce tras la entrada de la sangre al interior del ventriculo, extendiéndose
rapidamente a través del foramen de Monro a la fosa posterior, al Acueducto de Silvio, al cuarto
ventriculo y el Foramen de Magendi y Luschka. Durante este proceso, la interaccion de los
componentes hemoliticos con el liquido cefalorraquideo (LCR) dara lugar a la formacién de
microtrombos que, dependiendo del lugar que ocupen, producirdn una DV diferente (Fig. 13).
De esta forma, el 35% de las DVPH pueden ser de tipo no comunicante y con un progreso lento,
debido principalmente a la obstruccién al nivel del Acueducto de Silvio; mientras que el 65% son
de tipo comunicante y se producen de forma mas gradual, como consecuencia de la obstruccion
debido a la cicatrizacion de las microvellosidades subaracnoideas 748487-909355 'En cualquier caso,
aunque la PCl puede darse por la simple presencia del sangrado, generalmente la DV e un factor

principal a la hora de explicar el dafio en la SB y por tanto la PCOH 74939,
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Figura 13. Esquema de la produccion de DVPH en el PE y EBPN. Adaptado de Romantsik et al. 2019

Como hemos mencionado anteriormente, otra de las complicaciones asociadas con la HIV
(aproximadamente el 15% de los casos) es el infarto hemorragico periventricular, localizado
habitualmente en la SB periventricular 88, Aunque durante mucho tiempo se discutid sobre
si esta complicacién se debia a una extension del sangrado de la MG, actualmente se considera

como un infarto hemorragico venoso independiente de esta 879,
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De esta forma, la PCOH o la DVPH debe explicarse a partir del dafio cerebral producido por los
propios mecanismos fisicos del hematoma (dafo primario), y por la activacién de diversos
elementos biomoleculares, como consecuencia de los productos liberados por la sangre (dafo
secundario). De esta forma, podemos clasificar al dafio en una primera fase mas mecanica

(dafio primario) y una posterior mas biomolecular (dafio secundario) 74395,

Cuadro 2: Signos y técnicas utilizados en el diagndstico de la HIV

Dada la variabilidad de los sintomas, el diagndstico de la HIV se limita tipicamente a la deteccion de sus
secuelas y al manejo de ciertas variables, como la presion arterial y el estado respiratorio, que pueden
influir en la progresién de esta enfermedad %1%, Aunque en la mayoria de los casos la HIV cursa de
forma asintomatica, algunos pacientes presentan un aumento en la presion intracraneal (PIC) y el tamafio
de la cabeza; no obstante, los signos y sintomas de la HC pueden no ser evidentes hasta varias semanas
después debido a la distensibilidad del craneo 102192104105 En otros casos, la manifestacion clinica puede
ser mas grave, presentando una alteracion oscilante del estado de conciencia, disminucion de la motilidad

100,102,104,105 Por ultimo, un
. ’

espontdnea, presentan hipertonia y movimientos oculares anormales
porcentaje muy escaso de pacientes presentan un deterioro del estado de conciencia, hasta el estupor
profundo o el coma, anormalidades ventilatorias, crisis convulsivas, postura de descerebracién y pérdida
de los reflejos oculovestibulares. Clinicamente se aprecian abombamiento de la fontanela, hipotension y

bradicardia con caida subita del hematocrito0%102104105,

Debido a la complejidad del diagnéstico, se han llevado a cabo diferentes técnicas de imagen con el
objetivo de identificar y pronosticar las secuelas secundarias la HIV 100102104105 | 5 ecografia craneal es la
técnica mas utilizada debido a la sencillez y seguridad de su manejo, evitando los riesgos asociados con el
transporte de nifios criticamente inestables 109102104105 No obstante, esta técnica tiene un potencial
bastante limitado para predecir los resultados del desarrollo neurolégico en comparacion con la
resonancia magnética (RM) 10102104105 Se ha demostrado que la RM es actualmente la técnica mas fiable
para identificar las anomalias estructurales que permiten predecir el prondstico y secuelas del individuo
100,102,104,105 - por otro lado, la tomografia computarizada (TAC) o la electroencefalografia integrada en
amplitud son técnicas utilizadas como complemento funcional a la hora de identificar las anormalidades

del SNC de los pacientes con HIV por RM 100,102,104,105
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Daiio primario: el efecto mecdnico de la hemorragia

Como hemos mencionado, el dafio de la SB secundario a la HIV 0 a complicaciones como la DVPH
se debe tanto al efecto fisico que produce la presencia del hematoma en el SNC (dafio primario)
como a los eventos fisiopatoldgicos inducidos por los componentes de la propia sangre (dafio
secundario). Actualmente se han descrito al menos tres efectos fisicos responsables del dafio
primario por parte del hematoma sobre el tejido cerebral tras un episodio de HIV: el
desplazamiento del tejido neural (efecto masa), un aumento de la presidon intracraneal y el

bloqueo de las vias del LCR 749279499,

Por un lado, cuando el sangrado se limita a los grados | y Il, este apenas tiene un efecto fisico
sobre el tejido cerebral. No obstante, la entrada de la sangre al interior del ventriculo dard lugar
a la ya mencionada DVPH, a causa de la alteracién en el revestimiento ependimario proximal.
Tanto el hematoma producido como la extensién de la pared ventricular y del tejido colindante
producida por la DVPH serd la responsable del incremento de la presion intracraneal y de las
limitaciones del flujo cerebral 7492%4%° Aunque la compresién del tejido produce principalmente
muerte y disfuncidon axonal, la escasez de vasculatura de la SB y los continuos episodios
isquémicos que suceden también serdan un importante factor a la hora de explicar el dafo
cerebral post-hemorragico, ya que dard lugar a parte de los eventos fisiopatolégicos que

mencionaremos mds adelante 749279499,

Otro de los posibles efectos fisicos de la HIV es el bloqueo de las vias del LCR. En general, el LCR
funciona como amortiguador en el cerebro y como un medio de transporte de productos de
desecho y de factores tréficos. 74927949 En condiciones fisioldgicas, un aumento en la
produccién de LCR puede ayudar a eliminar los codgulos que impiden el drenaje del fluido, sin
embargo, la hipersecrecion de este a consecuencia de la inflamacidn producida puede tener
efectos deletéreos. La activacion del receptor tipo Toll 4 (del inglés Toll-like receptor 4, TLR-4)
y/o el factor nuclear kappa - B (del inglés Nuclear factor kappa — B, NFk-B) promueve la induccion
de SPAK y la posterior activacion del cotransportador NKCC-1 en la region apical del plexo
coroideo %2, A su vez, se ha observado que esta misma inflamacién puede alterar la expresién de
la Aquoporina 1, un integrante de la BHE encargado del transporte transcelular del agua,

produciendo finalmente edema *2.

Por tanto, aunque a lo largo del tiempo se ha definido al hematoma como el principal

responsable del dafio primario en la HIV y en la DVPH, gran parte de las propiedades mecanicas
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deletéreas que aparecen se deben a la alteracidon en la homeostasis del LCR 74#%2%4% De esta
forma, la combinacién del LCR y de la sangre extravasada al ventriculo dard lugar a la formacién
de trombos, que sumado a la obstruccién por parte del LCR, producird la compresion del tejido,

la aparicién de episodios isquémicos y a un aumento de la PIC 749279499,

Daio secundario: principales eventos fisiopatologicos implicados

Componentes de la sangre: El comienzo del dafio secundario

El dafio secundario causado por los componentes sanguineos es responsable de gran parte de
la lesién observada. Después de la HIV, los eritrocitos pueden lisarse y liberar su contenido
potencialmente tdxico en el sistema ventricular. Ademads, otros componentes sanguineos, como
los elementos de la cascada de coagulacién y las células inmunes promueven el dafio
neurolégico 21929%.106-112 E| mecanismo por el cual se produce la lisis de estos alin se desconoce,
aunque se ha identificado un agotamiento gradual de la energia y la activacion del sistema de
complemento como los principales responsables 11°. Uno de los principales productos liberado
en la lisis del eritrocito es la hemoglobina (Hb) 9%99107-109.111 " |5 cyal ha demostrado exhibir
efectos citotoxicos y aumentar la respuesta inflamatoria tanto en el tejido periventricular como
en el LCR como consecuencia de la activacion del receptor TLR-4 y la hiperproduccién de

radicales hidroxilos (Fig. 14) 92°9107-109.111
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Figura 14. Productos de degradacion de la lisis de eritrocitos como consecuencia de la rotura de los vasos de la MG.
La liberacion de Fe produce una hiperproduccién de radicales -OH que promueven el dafio neuronal.
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La Hb celular se oxida liberando su grupo hemo %9112 En condiciones fisiolégicas, el grupo
hemo participa en el correcto funcionamiento de diversas proteinas 929112 pero en altas
concentraciones promueve la lipoperoxidacién de las membranas lipidicas, asi como la
oxidacion de las proteinas asociadas y los organelos, comprometiendo finalmente su estructura
y transporte 929112 No obstante, son sus productos de degradacién los que presentaran un
potente efecto citotoxico. En el caso del Mondxido de Carbono (CO) y la bilirrubina, en
condiciones fisiolégicas ambos productos presentan un potente efecto vasodilatador,
antioxidante y antiinflamatorio 129112113, gynque un aumento exacerbado de sus niveles
pueden promover un ambiente prooxidante o la aparicion de kernicterus respectivamente
11299112113 Gin embargo, el producto derivado de la liberacion de la Hb con mayor potencial
citotdxico es el hierro?°%9%106-112 E| hierro es un elemento celular esencial que se utiliza en una
amplia gama de reacciones bioquimicas en el SNC, como el metabolismo de neurotransmisores,
la sintesis de mielina y en las reacciones de transduccidn de energia celular 7#°*%, Sin embargo,
tras la HIV el hierro se acumula en el parénquima cerebral, concretamente en zonas altamente
vascularizadas como el CC, promoviendo un estado prooxidante y proinflamatorio que afectara
al linaje oligodendroglial 21:9299106-11221,9299106-112 Comqo se muestra en la Figura 14, cabe
destacar que la neurotoxicidad del hierro estd mediada por diversos mecanismos, entre el que

destaca el desequilibrio redox debido a su capacidad para generar radicales hidroxilos %111,

El dafio mecanico generado por el hematoma, asi como el efecto de los componentes de la
sangre inducen un estado excitatorio, prooxidante e inflamatorio, que de manera conjunta sera

el principal responsable del dafio en la SB caracteristico de la PCOH.
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Cuadro 3: Otros componentes de la sangre inductores del dafio secundario de la HIV

Otro de los elementos responsables del dafio secundario de la HIV son los componentes de la cascada de
coagulacién, entre los que encontramos la trombina (Factor [1a)%106-109111 |3 trombina es un
componente esencial de la cascada de coagulacion que promueve la sintesis y maduracion de la glia,
modula el crecimiento de neuritas, estimula la proliferacion de astrocitos y modula el citoesqueleto de las
células endoteliales®>1%6-109111 E| gumento exacerbado de sus niveles como consecuencia de la HIV
promueve de forma directa la alteracién de la BHE (contribuye a la formacion de edema y episodios
isquémicos) mediante la liberacién de hierro, Glutamato y metaloproteasas (MMPs) 92:106-109111 pgr otro
lado, de manera indirecta la conversion de fibrinégeno en fibrina por parte de la trombina también
promueve el dafio cerebral secundario a la HIV *°. En condiciones normales, este proceso es esencial para
la hemostasia, sin embargo, en presencia de una hemorragia, los coagulos originados por la fibrina pueden
obstruir el paso del LCR o inducir una potente respuesta inflamatoria ®°. Otro factor derivado de
eritrocitos, plasma y plaguetas que pueden afectar el tejido cerebral circundante es la anhidrasa
carbénica (CA) %1719 |3 CA, la cual pertenece a la familia de las metaloenzimas de zinc, promueve la
formacién de edema y muerte celular en la HIV mediante la alteracién de la permeabilidad la BHE®*107:108
asi como a través de la perturbacién de varios procesos fisiolégicos como la homeostasis de pH, el flujo

iénico, el correcto funcionamiento de la vasculatura y las células gliales*?71%,

La excitotoxicidad: el papel del Glutamato

Las alteraciones en el flujo sanguineo cerebral y la alta demanda de oxigeno y metabdlica
presente en la MG de RN inmaduro, hacen que cuando se produce la rotura de los vasos se
presenten alteraciones en la regulacion de ciertos aminoacidos como el Glutamato o la
adenosina, ambos implicados en gran medida en el dafio de la SB 2194111114115 Fn este sentido,
describimos a la excitotoxicidad como el proceso patolégico por el cual se produce la
sobreactivacion de los receptores NMDA y AMPA, seguido de la liberacién masiva de Glutamato
2194111114115 | hierro, la Hb o la trombina son algunos de los elementos implicados en el dafio
neuronal y oligodendroglial secundario a la excitotoxicidad presente en la HIV 2194111114115

Los precursores oligodendrogliales presentes durante el desarrollo de la SB periventricular son
particularmente susceptibles a este proceso. Aunque en algunos casos esto se debe a la
modulacién de la actividad de la acotinasa (enzima encargada de regular el metabolismo
energético)''?, parte de este dafio excitotdxico se debe simplemente al agotamiento del
glutatién y la posterior formacidon de radicales libres'!*. Esta excitotoxicidad esta relacionada
con la activacion del intercambiador de Glutamato-cistina (transportador Xc), que regula la

absorcién de Glutamato y el flujo de salida de cistina. A su vez, el agotamiento intracelular de la
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cistina conduce a una reduccién en los niveles de glutatidn, reduciéndose asi los mecanismos

antioxidantes que este aporta, aumentando finalmente las ROS!*.

Por otro lado, en la HIV también aparece la excitotoxicidad mediada por receptores, en la que

los receptores de Glutamato ionotrépicos no NMDA (iGlur y AMPA / kainato) son los

responsables primarios de la lesién en la SB 2294111114 Recientemente, se ha demostrado la

importancia de la expresion de receptores NMDA en el desarrollo oligodendroglial. En

condiciones isquémicas, estos receptores promueven la liberaciéon de Glutamato y alteran la

homeostasis del calcio, promoviendo posteriormente la muerte celular (Fig. 15). A su vez, este

aumento en los niveles de

Glutamato mediados por los
receptores NMDA no es exclusivo
solo del oligodendrocito, sino que
diversas lineas celulares como los
propios axones de las neuronas,
las células del plexo coroideo o el
astrocito también estan
implicados en la excitotoxicidad
secundaria a la

21,94111,114115  Tomados en

hipoxia
conjunto, estos hallazgos sugieren
la necesidad de buscar un

tratamiento que medie la
excitotoxicidad presente en la HIV
y su efecto deletéreo sobre el

linaje oligodendroglial.
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Figura 15. Esquema representativo de los receptores implicados en los
procesos excitotoxicos y consecuencia de la liberacion de Glutamato
al interior del oligodendrocito. Adaptado de Dirnagl et al. 1999
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Cuadro 4: El papel de la adenosina sobre la maduracion de la SB '**

La adenosina es un nucledsido que esta presente en todas las células y es un componente de acidos
nucleicos y moléculas transportadoras de energia. A diferencia de los neurotransmisores clasicos, que se
almacenan en vesiculas sindpticas y se liberan por exocitosis para acciones exclusivas en las sinapsis 1617,
la adenosina se distribuye extra e intracelularmente por todo el SNC %! |os niveles intra y
extracelulares de adenosina varian continuamente gracias a la influencia de transportadores especificos
116,119,120 y, 3 |3 actividad de ciertas enzimas metabélicas como la Adenosin desaminasa (ADA), Adenosin
kinasa (ADK) o la S-adenosil-L-homocistein (SAH) hidrolasa 1'¢!2!, Las fuentes de entrada de adenosina
también varian, aunque dependen estrictamente del estado metabdlico de la célula. Extracelularmente,
la adenosina es producida por la descomposicion de nucledtidos de adenina (como el ATP) por una
variedad de transportadores, que incluyen los receptores CD39 y CD73. Intracelularmente, la adenosina
se puede generar mediante la desfosforilacion de AMP o la hidrélisis de SAH por las enzimas citosdlicas

5'-NT o SAH-hidrolasa, respectivamente 16122,

En el cerebro maduro, la adenosina juega un papel neuroprotector importante. Sin embargo, durante el
desarrollo la activacion de los receptores de adenosina como el A1AR expresados en neuronas, microglia
y oligodendrocitos tiene efectos nocivos sobre la maduracion cerebral, en especial en las condiciones de
hipoxia presentes en la HIV. En este sentido, se ha sugerido que la activacion del receptor A1R inhibe la
proliferacion oligodendroglial, A1R y A2AR promueven la diferenciacion e inhiben la mielinizacién, y

A2BR y A3R promueven la

mielinizacién en el ciclode |- . ) cetuta @ - celuz
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Figura 16. Metabolismo de la adenosina y sus efectos sobre las OPC. Descripcion
general del metabolismo de la adenosina y las acciones inducidas por el receptor
de adenosina sobre el desarrollo oligodendroglial. Estimulacion: flechas rojas;
inhibicién: flechas verdes; direccion: flechas azules. Adaptado de Shen et al. 2018
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El estrés oxidativo en la Hemorragia intraventricular

Otro de los mecanismos implicados en PCOH es el estrés oxidativo’#°3111114115123 E| cerebro
inmaduro es altamente susceptible a este fendmeno, ya que su tejido enriquecido en acidos
grasos insaturados, hierro y ascorbato, precisa de una alta demanda de oxigeno que contrasta
con una profunda escasez de defensas antioxidantes (superdxido dismutasas, catalasa o

glutation peroxidasa) en diferentes regiones del cerebro’493111,114,115123

Como ya se ha mencionado, la formacidn de ROS y la peroxidacion lipidica producida durante la
HIV se debe principalmente a la accidn de los productos de la sangre (el hierro y la Hb reducen
la actividad de la superdxido dismutasa (SOD) y aumenta la fragmentacién de ADN mediante la
inhibicién de la via de reparacion por escision de bases 7#1'1) y a los diferentes episodios de HI
que suceden 7493115 Este proceso estd mediado por la xantina e hipoxantina’#°*1%° e| cual en
condiciones fisioldgicas utiliza NAD* como aceptor final de electrones para oxidar la hipoxantina
y la xantina a 4cido Urico’*%*!1>, Sin embargo, en el tejido isquémico, la xantina deshidrogenasa
se convierte en xantina oxidasa, que utiliza oxigeno como aceptor final de electrones, lo que

resulta en la generacién de radicales libres’#93115,

Al contrario que en otras patologias, se ha demostrado que la vulnerabilidad de los pre-OL en la
HIV se debe a la ausencia de defensas antioxidantes mediadas por glutation 124115123 E| glutatién
es el principal antioxidante de las células protegiéndolas de las ROS, como los radicales libres y
los perdxidos'#!>123. No solo se ha observado una menor cantidad de glutatiéon en los
oligodendrocitos maduros, sino que ademas se produce una menor tasa de recambio y lavado

de ROS, asi como la inmadurez de enzimas antioxidantes como la glutatién peroxidasa 14115123,

Por otro lado, parece que el agotamiento del glutation depende en parte del proceso de
transicién de permeabilidad mitocondrial (PTPm) 1115 caracteristico de ciertas patologias
como los TBI o los accidentes cerebrovasculares (ACV). Este evento fue descrito por primera vez
a finales de los 70s por Haworth y Hunter, y describe un fendémeno en el cual se produce un
cambio abrupto en la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna en respuesta a calcio,
estrés oxidativo y deplecidn de ATP, entre otros factores %1% Se ha observado que un aumento
de la permeabilidad de la barrera mitocondrial produce el desacoplamiento energético y el cese
de la produccién de ATP y reduccidn de glutation +1%°, E| desencadenamiento de la transicién
de la permeabilidad mitocondrial también resulta en la liberacién de multiples proteinas del
espacio intermembrana mitocondrial, incluido el Citocromo C**°, el cual activa a la via apoptética

mediada por la activacidn de las caspasas'’®. Estos procesos, sumados a la expresién retardada
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de genes que suprimen la apoptosis, como BCL-2 o p35, hacen del PreOl uno de los tipos

celulares mas susceptibles al estrés oxidativo 1157493111,114,115,123

El importante papel de la inflamacion

A pesar de que tanto la excitotoxicidad como el estrés oxidativo presentan una gran relevancia
a la hora de explicar el dafo de la SB de origen hemorragico, la inflamacidn es probablemente
el evento mas importante 2L7477,8393-959911L124 " Aynque la inflamacién puede producirse en
ausencia de hemorragia (por ejemplo, mediante la accidn del lipopolisacarido LPS en infecciones
maternas), muchos de los factores derivados del coagulo aumentan la infiltracién de leucocitos

y activacién de la microglia, las principales células proinflamatorias del SNC 21.7477:83,93-95,99,111,124

Desde las primeras etapas de gestacion, la microglia y los macréfagos (Fig. 17) juegan un papel
principal en el desarrollo y en la homeostasis del cerebro neonatal, de forma que desde la
semana 4 de gestacién se infiltran en el cerebro a través del plexo coroideo, meninges y
ventriculos. Dentro del SNC neonatal sano, la microglia participa en la vigilancia inmunoldgica,
el desarrollo de la red neuronal, la mielinizacién y la angiogénesis y vasculogénesis
cerebral?778395111 Cyando se produce una lesidn se induce la activacion de la microglia con
fenotipo M1, estimulara la activacién de receptores de tipo NOD o Toll (TLR), entre los que
destaca el TLR-4, que a su vez inducen la liberaciéon de mediadores como Interferén-y (IFN) o

Factor de necrosis tumoral o (TNF-a), los cuales son altamente tdxicos para el pre-Q|?177:8395111,

Condiciones fisioldgicas Condiciones fisiopatoldgicas

Promueve la fagocitosis
de virus, bacteriasy
restos celulares

Neurona j Presentauna funcionalidad
\ [ aberrante debido a un
. metabolismo lipidico alterado

Libera masivamente CKs
Detectay migra a los o proinflamatoriasen
focos dafiados mediante condiciones patoldgicas
receptores de ATP

Citoquinas y
N‘eurotroﬁnas

Promueve el neurodesarrollo
mediante la liberacion de CKs
y neurotrofinas

Mantiene sus niveles de
expresion en condiciones
homeostaticas

Figura 17. Papel de la microglia en funcién de su fenotipo reparador o inflamatorio en diversas patologias.
Adaptado de Pocock et al. 2019
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En enfermedades como el stroke o el TBI, se ha observado que la activacién microglial M1
alcanza su maximo durante las primeras horas después del dafio, no obstante, esta va
desapareciendo a lo largo del tiempo adquiriendo de nuevo un fenotipo reparador 21778395111,
Desafortunadamente, a dia de hoy no se ha descrito el curso temporal de los cambios en las

poblaciones de microglia M1y M2 en ningin modelo preclinico de GMH-IVH del PE %,

La activacion de vias proinflamatorias por parte de estos tipos celulares promueve la liberacion
de citoquinas (CKs) inflamatorias?l,7477:83:93-9599,111,124 | 95 CKs son moléculas de sefializacién que
juegan un papel central en los procesos inflamatorios (Tabla 2) 21.7477:8393-9599,111,124 pgr yn lado,
la liberacion de estas moléculas produce una hiperpermeabilidad de la BHE, de manera directa

al activar las vias de sefializaciéon dentro del endotelio de forma directa, y mediante efectos

indirectos ejercidos sobre otras células de la UNV, como se explicard mas adelante

77,83,124

Citoquina Implicacidn en el neurodesarrollo Papel en la fisiopatologia de la HIV
IL-18 Inhibe la neurogénesis y promueve el linaje Aumenta la excitotoxicidad, la inflamacién y el
astrocitario 125-129 estrés oxidativo 130-135

Promueve la formacién de sinapsis y el desarrollo . . S
. " . A pesar de producir cambios hemodinamicos,
IL-6 de los sistemas hematopoyéticos y nerviosos . iinfl 136140
124,125,136-139 presenta efectos antiinflamatorios 136
Regula la produccién de moléculas de adhesidn, Promueve la acumulacién de neutroéfilos
IL-8 la formacidn de lipidos bioactivos, amplifica la activados, obstruyendo asi la microvasculatura
inflamacion local, y estimula la angiogénesis y aumentando la liberacién de mediadores
v proinflamatorios 124143
. . . o Reduce la adhesidn y extravasacion de
Aumenta la supervivencia y diferenciaciéon de los . . L .
IL-10 rogenitores neurales v olizodendroaliales 144-146 leucocitos, facilita la coagulacidn y ejerce
prog yole g efectos antioxidantes 77,147-151
Induce la muerte celular mediante la activacion .
" . . . Promueve el desarrollo de la PCOH mediante la
IL-18 de células NK, linfocitos T y otros mediadores L L . S ——
) e activacion astrocitaria y microglial 124
proinflamatorios 1>%
Inhibe la proliferacion y diferenciacién de los - .
progenitores neurales, promueve la Altera la coagulaciéon y promueve la necrosis
TNF-a g, . ! . de la SB provocando la muerte de los
supervivencia celular y ejerce funciones . e 124157
125 155 156 precursores oligodendrogliales 124
neuroprotectoras 125155
Aunque en exceso puede inhibir la neurogénesis, Reduce los niveles de expresion de CKs
TGF-B juega un importante papel en el mantenimiento proinflamatorias y promueve la liberacion de
de la UNV 125,158 factores tréficos 159-164
Promueve la diferenciacién, migraciény Promueve el dafio de la SB y la BHE debido a
IFN-y . . .
desarrollo neuronal 125165 sus propiedades proinflamatorias 166-170

Tabla 2. Papel de las distintas CKs en la fisiopatologia de la HIV
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Por otro lado, tras la activacion de las vias inflamatorias se produce la liberacion de quimiocinas
(o gquemoquinas). Las quimiocinas regulan la quimiotaxis, incluida la migracién de leucocitos
responsables de la disrupcién de la BHE””#, Por Ultimo, otro de los mediadores liberados como
consecuencia de la activacién microglial son las MMP. Las MMPs desempefian un papel central
en los procesos neuroinflamatorios al degradar elementos de la matriz extracelular’”8111,
Particularmente, se ha sugerido que el control de la MMP-9 (producida por los macréfagos
infiltrados) puede ser de vital importancia, ya que se ha descrito una correlacion entre el
aumento de la expresion de esta MMP con la expansiéon del hematoma, el edema
perihematémico y el deterioro neuroldgico en pacientes con HIC 7783111, Todo esto, sumado a la
sintesis de enzimas prooxidantes como la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS) o la
ciclooxigenasa 2 (Cox-2) por la activacion de TLR-4 (Fig. 18), hacen de la inflamaciéon uno de los

factores mas importantes a la hora de explicar la patogenia de la HIV 7783111,
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Figura 18. Esquema de la activacion de la via proinflamatoria dependiente del receptor TLR-4 por la
accion de los productos resultantes de la lisis de eritrocitos. La activacion de este receptor promueve la

translocacion de NFk-B y la sintesis de CKs, quemoquinas y enzimas con efecto citotoxico. Adaptado de
Antén et al. 2017
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Por tanto, la polarizacién de la microglia y el bloqueo de la infiltracién de leucocitos en el cerebro
son objetivos terapéuticos potenciales en la HIV, promoviendo a su vez la liberacién de factores
de remodelacién, como VEGF, BDNF y CKs antiinflamatorias como el TFG-B o la interleuquina
(IL)10, las cuales promueven el crecimiento axonal, la angiogénesis tras la hemorragia y la

reparacion del tejido dafiado 8395%,

Cuadro 5: Funcion de la microglia y macréfagos segtin su fenotipo

A pesar de tener un origen celular distinto (la microglia se origina en el saco vitelino y los macrofagos en
la médula ésea), tanto a nivel fisiolégico como fisiopatoldgicos ambos subtipos celulares presentan
funciones muy similares (Fig. 19A) %°5, Ambos han demostrado tener un importante papel en la
recuperacion neuroldgica, incluida la neurogénesis, crecimiento axonal, la sinaptogénesis, la
angiogénesis, la oligodendrogénesis y la remielinizacion en varias enfermedades del SNC®°>, No obstante,
la liberacién de nucledtidos (ATP, UTP) como consecuencia del dafio celular hacen que estas liberen
mediadores proinflamatorios como CKs o quemoquinas 3. En este sentido, tanto la microglia como los
macrofagos pueden clasificarse en 4 subcategorias segun la funcidn que desempefien: fenotipo M1,
activadas clasicamente con propiedades citotdxicas; el fenotipo M2a con una activacion alternativa, que
estd involucrada en la reparacion y regeneracion; M2b con un fenotipo inmunorregulador; M2c, con un
fenotipo de desactivacion adquirida (Fig. 19B). La polarizacion tanto la microglia como los macrofagos
depende del tipo de respuesta a la que estos son sometidos. Por ejemplo, los interferones de las células
T auxiliares, la presencia de LPS o la estimulacién del patron molecular asociado al dafio (DAMP) a través
TLR4 promueven un fenotipo M1, mientras que la sefial inducida por la expresion de IL-4 / IL-13 estos

adquieren un fenotipo M2 89599

A P2Y12 B
/ F\ TMEM19
. eiss Fenotipo antiinflamatorio/ reparador Fenotipo proinflamatorio
L l/ — i Hetl
v CD45 low
’ €D206 low M2a M2b M2c¢ M1
/ sallt [+1-a/1-13 +LPS/ IC +1L-10/GleH | || [+ LPS/IFNy/TNFa_ |
" &lul Dependiente de Pu.1
Sa;o wvitelino P’OEer:‘iz?;;iE;e - Microglia - -
! del SNC
CDas
€D45 hgh
D206 high
CD149
| Dependiente de Myb
-
Monocito Macréfago CD206 MHC-1I SR-B1SR-A1 MHC-Il CD32
Médula sea periférico TGFB IGF-1 IL-10 COX2 Argl CD68 INOS
Fizz1 Argl G-CSF GM-CSF CXCL13 COX2 IL-1B IL-2
IL-6

Figura 19. (A) Origen embrionario de los macréfagos y microglia. Adaptado de Jurga et al. 2020 (B) Marcadores
representativos de cada fenotipo. Fumagalli et al. 2011.
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Alteraciones en la integridad de la Barrera hematoencefalica

Como hemos descrito anteriormente en la HIV, como consecuencia del dafio primario y
secundario se produce una alteracién en la BHE, lo que conduce posteriormente a la infiltracién
masiva de macréfagos y a la formacion de edema, que de manera reciproca, iniciard de nuevo
los eventos fisiopatoldgicos descritos 7>7>77, Lamentablemente, debido a la dificultad a la hora
de realizar el andlisis biomolecular, por el momento se desconoce si este aumento en la
permeabilidad se debe a alteraciones del transporte paracelular (a causa de una
disfuncionalidad de las UEs) o transcelular (transcitosis a través del endotelio)’®’>”7. En el caso
de la HIC en adultos (y probablemente en la HIV del PE), se ha sugerido que esta alteracion es

consecuencia de la isquemia producida por el hematoma 7>7>77. No obstante, parece que al igual

gue en los eventos
fisiopatoldgicos

descritos,  ciertos

productos de |Ia

Componentes
sanguineos del
parénquima

’ Fibrina

sangre como la

Productos derivados del plasma

trombina (a través

de su receptor PAR-

Hemoglobina / Hierro Trombina

’ Otros elementos ’ Otros elementos

1), la fibrina o el

fibrinégeno han

ALTERACION DE LA BHE

demostrado ejercer

un dafio sobre el

endotelio y
Figura 20. Alteracion de la BHE como consecuencia de los componentes de la sangre

promover la

posterior infiltracién leucocitaria >’>77. De la misma forma, los productos de degradacién de
eritrocitos como el hierro, ha demostrado generar disfuncionalidad en la BHE a través de la
generacién de radicales libres (radicales superodxido, hidroxilo y peroxinitrito) o alterando las
vias de sefializacion (Fig. 20) >7>77,

Los modelos de ACV in vivo e in vitro han demostrado que durante todo el proceso de dafio en
la BHE, gran parte de los elementos que la conforman pueden verse alterados a causa de la

77377 En las CEs que conforman la BHE

inflamacidn y estrés oxidativo producido
(particularmente las UEs), se ha demostrado que un aumento en la produccién de CO, NO o iNOS
pueden modificar estructural y funcionalmente estas proteinas 777, Por otro lado, se ha

demostrado que la activacién de Nfk-B y la posterior liberacidon de CKs son capaces de aumentar
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la expresion de las ya mencionadas MMPs (en especial MMP-9), proteasas dependientes de Zinc
capaces de alterar la permeabilidad de la BHE alterando las UEs y las uniones adherentes o

degradando la laminina y fibronectina que conforma la ldmina basal 737>7

. Aunque se
desconocen los mecanismos exactos, se ha observado que el edema producido en los ACV altera
la funcionalidad y expresion de canales y transportadores como el receptor Mfsd2a (del inglés,
major facilitator superfamily domain-containing protein 2), responsables de la homeostasis

metabdlica y fisioldgica del SNC 737577,

De la misma forma que la expresidn de CKs proinflamatorias y la formaciéon de ROS promueven
el dafo en la BHE, se ha demostrado que la liberacion masiva de Glutamato también es un
elemento transcendental a la hora de explicar la hiperpermeabilidad de la barrera y la formacion
de edema citotdxico 73, ya que tanto los receptores NMDA como los metabotrdpicos se expresan
en las CEs’3. Se ha sugerido que la activacidn de estos receptores produce la alteracién de los
transportadores que regulan el flujo de iones [como el intercambiador de Na*/ H* (NHE), el
contransportador Na* / K* ATPasay Na* /K" / CI']; no obstante, se desconoce si este es el proceso

por el que la excitotoxicidad ejerce un efecto deletéreo en la BHE durante la HIV 7493:111,114,115,123

Por lo tanto, aunque se desconoce cuales son los mecanismos exactos que conducen a la
alteracién en la funcionalidad y estructura de los integrantes de la BHE, es evidente que los
eventos fisiopatoldgicos descritos en el apartado anterior participan directamente en este dafio.
Asimismo, se ha demostrado que la alteraciéon de la BHE asi como la infiltracién de células
circundantes inician de nuevo la aparicion de los eventos fisiopatoldgicos implicados en la HIV,
produciéndose un ciclo continuo donde se promueve el dafio y la fisiopatologia de esta
enfermedad. En este contexto, parece que mantener la integridad de la BHE parece ser un

objetivo claro a la hora de reducir la mortalidad y morbilidad de la PCOH”37>77,

Consecuencias de la HIV: Daiio en la estructura y funcionalidad del SNC

Como ya se ha mencionado anteriormente, debido a la inmadurez de los precursores
oligodendrogliales, la estructura mas vulnerable durante la HIV es la SB, siendo la principal
afectada del desarrollo de PCl 7485851 No obstante, la destruccidon del parénquima (como
consecuencia del dafio oligodendroglial o por la pérdida de sus progenitores en la SVZ) no es el
Unico fendmeno producido. Se ha descrito que pacientes que sufrieron HIV después del parto

presentaron una acumulacion de depdsitos de hemosiderina, gliosis nodular, pérdida de células
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ependimarias y la formacién de rosetas subependimarias subyacentes en la pared ventricular
74868891 Todo esto, sumado al crecimiento de progenitores gliales debido al papel de la nestina
o la vimentina, comprometieron la integridad otras vias y estructuras, alterando aun mas el

funcionamiento del SNC 7486-8891

Una de las principales

. o HEMORRAGIA INTRAVENTRICULAR
consecuencias del dafio

producido por la HIV es

la modificacién en la Destruccion de la I Activacion
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neuronas colinérgicas,

GABBAérgicas y
Figura 21. Esquema de las consecuencias a largo plazo producidas por la HIV

dopaminérgicas en

regiones cerebrales especificas que alteraran, entre otros aspectos, la conducta del individuo (la
prematuridad estd estrechamente ligada a trastornos como el trastorno de déficit de atencion
e hiperactividad [TDAH])’*8-88°1 E| eje hipotaldmico-pituitario (HPA) es otro sistema que, al
igual que el cerebelo, estd expuesto durante el desarrollo de la DVPH, una de las complicaciones
mds graves de la HIV 7488891 Como consecuencia, estos pacientes presentan una secrecién
anémala de la hormona secretada por la gandula pituitaria, ademas de deficiencia de la
hormona del crecimiento, y niveles de FSH, LH y GnRh mas elevadas, asociados con otros

7488891 por otro lado, se han observado

trastornos como pubertad precoz y amenorrea
pequefios cambios arquitectdnicos en neuronas y dendritas 7428891 En el caso de las neuronas,
estas pueden presentar un menor tamafio y organizacién que, sumado a la reduccién en el
tamafio y numero de las ramas de las dendritas corticales, comprometen drdsticamente a la
interaccion sinaptica (hecho que se demuestra observando los bajos niveles de la proteina
vesicular presindptica sinaptofisina) #8891 No obstante, la afectacién de los axones
periventriculares parece ser la clave para entender el dafio cerebral asociado a la DVPH.

Mientras que las neuronas mantienen su integridad morfoldgica y funcional (a excepcion de

ciertas alteraciones en la sinaptogénesis), durante la DVPH se produce un dafio axonal
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localizado especialmente en el sistema limbico (via fimbria-fornix) y el CC, de forma que toda
la SB periventricular, incluidos los tractos corticoespinales largos y las capas mas profundas, son
susceptibles a sufrir un dafio’#8%8%°1 Este fenémeno es el responsable directo de la afectacion
motora observada en los pacientes con PCI (Fig. 21). Por lo tanto, el dafio secundario a la HIV no
solo produce alteraciones en el nimero y madurez de progenitores oligodendrogliales que
forman parte del parénquima, sino que otros sistemas (como el monoaminérgico) y estructuras

(SG) parecen estar implicadas en las secuelas producidas por el dafio cerebral adquirido.

Cuadro 6: Modelos animales de PCOH en prematuros

Se han propuesto como herramienta diversos modelos animales con el fin de buscar nuevas dianas
terapéuticas, especialmente aquellos basados en la inyeccidn de sangre autdéloga o en la modificacidn de
las propiedades hemodinamicas del individuo 74#'7*-74; ]amentablemente, ninguno de ellos ha logrado
reproducir de manera eficaz la fisiopatologia ni las consecuencias funcionales ni anatémicas observadas
en el ser humano 74717174 En |a Tabla 3 se describen los modelos animales utilizados en el estudio de la

HIV asi como sus ventajas y desventajas.

MODELOS ANIMALES ACTUALES DE LA PCPH’**"!

Animal Modelo Ventajas Desventajas
» Presencia de una MG en el periodo
Inyeccion de sangre tnatal g ”p bi Fisiologia y anatomia diferente
Roedores autdloga o Colagenasa en [ERELEL, (M T 'o '|en al ser humano.
la region periventricular documentado y es econdmico
Inyeccién i.p. de glicerol
para producir hipotension Inmadurez de los vasos sanguineos en la Desarrollo de la hemorragia
Conejos intracraneal MG. inconsistente y difusa
hiperosmolaridad o diuresis
Cerebro maduro al nacer,
Oveja Asfixia con hipertension Vasculatura de la MG similar al humano  hemorragia variable, anatomia
arterial y venosa en fetos. diferente al ser humano
Inyeccién de sangre Facilidad a la hora de conocer la Cerebro maduro en el
Cerdos autéloga fisiopatologia del dafio cerebral neurodesarrollo
e tudi lacionad e 1 Variabilidad de la hemorragia,
o Rz uchos estudios relacionados con la
Alteracion de la funcion ) N it | limitaciones anatomicas y
Perros hemodindmica o asfixia a y suf.gr.an arrllan'o pe’rn;I’ ellconocer a estudios neuroconductuales
las 24-48 h post-parto isiopatologia mas facilmente limitados
Etica y econémicamente
Primat Desarrollo espontaneo en Muy similar al ser humano y )
rimates prematuros incompatible

Tabla 3. Modelos preclinicos que reproducen la HIV
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BUSQUEDA DE UN TRATAMIENTO
QUE PREVENGA LA PCOH

Tratamientos actuales

La ausencia de modelos animales validos sumada al diagnéstico tardio de la HIV, han hecho que
actualmente no exista un tratamiento realmente eficaz que logre prevenir el dafo y las secuelas
producidas. A dia de hoy los tratamientos aprobados se utilizan desde el periodo prenatal, con
el objetivo de prevenir la rotura de la MG asi como la difusion del sangrado una vez se produce
el parto, o postnatal, intentando reducir la potencia de los eventos fisiopatoldgicos

desencadenados y reducir asi sus secuelas®®1%,

Una vez establecida la HIV, el manejo de las complicaciones depende de su localizacién y
gravedad. Por ejemplo, si el sangrado se limita a la region subependimaria, su evolucién permite
que la situacion se resuelva sin necesidad de intervenir; sin embargo, si la hemorragia afecta a
regiones parenquimatosas (dando lugar a DVPH), es necesario actuar con urgencia %1%, En los
casos en los que esta complicacién no se resuelve de manera espontanea (generalmente en el
65% de los casos), los pacientes requieren el uso de terapias quirurgicas entre las que destacan
la inyeccion de estreptoquinasa intraventricular, punciones lumbares y ventriculares
repetidas, y la técnica de DRIFT (drenaje, irrigacion y terapia fibrinolitica), todo ello mediante

100-

un seguimiento constante de la evolucién de la hemorragia 105 Sin embargo, a pesar de

reducir la evolucién y severidad de la DV, estas terapias no ejercen ninglin efecto sobre las

secuelas (motoras y cognitivas) a largo plazo 100102104105

A causa del fracaso de las intervenciones quirurgicas a la hora de paliar las secuelas de los
pacientes, inicialmente se propuso el uso de corticoides prenatales con el objetivo de prevenir
la aparicion de HIV, ya que se ha observado que estos agentes terapéuticos son capaces de
promover la maduracion de los vasos de la MG al aumentar la expresidn de pericitos y la proteina
acida fibrilar glial (del inglés, GFAP), marcador especifico de células astrogliales, controlar la
angiogénesis exacerbada y prevenir el sindrome de dificultad respiratoria controlando el FSC.

Sin embargo, este tratamiento no mostrd signos de mejora significativos en gran parte de los
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100-105 por ello, al uso de los corticoides prenatales se afiadié el sulfato de magnesio,

pacientes
un compuesto capaz de reducir la incidencia de PCl mediante la modulacién de la entrada de
Calcio y Glutamato, reduccidn de la inflamacidn y estrés oxidativo, y aumento de la agregacion

plaquetaria 1007105,

Dado que la HIV es una enfermedad cuya incidencia se centra generalmente en los paises en
vias de desarrollo, el seguimiento y tratamiento prenatal resulta de gran dificultad. Por este
motivo, se han utilizado otros compuestos en el periodo postnatal con el objetivo de prevenir el
desarrollo de este dafio y la aparicidn de secuelas como la PCI %1%, |3 indometacina es un
inhibidor de la enzima COX (1 y 2) utilizada comunmente en prematuros para cerrar el conducto
arterioso permeable, pero que también se aplica para prevenir la HIV (su posible potencial
terapéutico sobre la HIV se debe al control que ejerce sobre el FSC y estabilidad de la BHE)
100,102,104,105 ) amentablemente, al igual que ocurria con los corticoides prenatales, actualmente
la indometacina no estda recomendada, ya que no sélo no parece mejorar el prondstico del
individuo, sino que su uso puede producir efectos adversos como enterocolitis necrosante o
enfermedad pulmonar crénica 100102104105 Con propiedades similares encontramos al
ibuprofeno, que a pesar de tener una menor cantidad de efectos adversos (insuficiencia renal,
trombocitopenia, hiponatremia, etc.), no parece prevenir las secuelas
posthemorragicasl®®102194195 Otro de los farmacos utilizados es el fenobarbital, gracias a sus
propiedades antioxidantes y su efecto sobre la presion arterial; no obstante, parece que al igual
que en casos anteriores, su uso no parece reducir la incidencia de la PCOH 100102104105 pgr otro
lado encontramos el Factor VII activado, capaz de promover la agregacion plaquetaria y por
tanto controlar el volumen de sangrado. No obstante, parece que la aplicacidén en si de este
compuesto ofrece un efecto bastante limitado, siendo Unicamente relevante al usarse como
coadyuvante de otros compuestos 100192104105 por (jltimo, existen otros farmacos que, aunque
actualmente se encuentran en estudio, no han tenido un gran éxito a la hora de prevenir el
desarrollo de la HIV. Este es el caso del etamsilato (promueve la adhesién plaquetaria y aumenta
la estabilidad de la membrana basal), la vitamina E (antioxidante) o el pavulon (previene la
respiracion asincrénica y las alteraciones en la oxigenacidn y las fluctuaciones del flujo
sanguineo) 11611812012 A g vez, otras terapias como la eritropoyetina, el uso de células madre,
la cafeina o el surfactante sintético, han contribuido a disminuir la incidencia de complicaciones
ventilatorias y la muerte del PE, aunque no se ha obtenido ningun resultado beneficioso a la

hora de prevenir la PCPH?00102,104,105
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Por tanto, dado que ni las terapias farmacoldgicas ni quirurgicas parecen ser eficaces sobre la
PCOH, se pone de manifiesto la necesidad de desarrollar nuevas dianas terapéuticas que

permitan mitigar los efectos deletéreos de esta.

Dianas terapéuticas endogenas implicadas en la HIV

Durante la HIV, el organismo inicia una serie de mecanismos protectores endégenos con el
objetivo de neutralizar el dafio producido. Debido a la ausencia de un tratamiento eficaz, seria
interesante investigar estos mecanismos de respuesta enddgena por parte del organismo para
tratar de identificar nuevas dianas terapéuticas que permitan desarrollar tratamientos
verdaderamente efectivos, e incluso potenciar este efecto protector que se desarrolla tras el
dafio. En este sentido, se ha demostrado que la polarizacidn de la microglia y macréfagos hacia
un fenotipo de activacién neurorreparador disminuye la inflamacidn, el estrés oxidativo y la

liberacion de hierro, encargandose asi de promover la fagocitosis de los coagulos sanguineos

83,95,111 83,95,111

después del sangrado y de mejorar los déficits neurolégicos a corto y largo plazo
Se ha descrito la implicaciéon de varios receptores en esta funcion protectora, por lo que a

continuaciéon, vamos a destacar los mas relevantes.

El receptor CD36 es una glucoproteina transmembrana que se encuentra en la superficie varios

839511 jygando un papel

tipos de células, incluidos monocitos, células endoteliales y microglia
esencial en la fagocitosis del hematoma 8°>111, Ademads, se ha observado que la deficiencia de
CD36 podria conducir a la sobreexpresién de TLR4, responsable de la liberacién de mediadores
proinflamatorios y de la polarizacién de la microglia a su fenotipo M1 89111 Otros de los
receptores que median la funciéon reparadora de la microglia y/o los macréfagos son los
Receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPAR, por sus siglas en inglés) y los
Factores nucleares 2 derivados del eritroide 2 (Nrf-2, por sus siglas en inglés) 89111 |3
estimulacién PPAR-y se ha asociado directamente con la eliminacién del hematoma vy la
posterior mejora funcional, debido a su funcién antiinflamatoria (regula la liberacién de CKs
como TNF-a o IL-1B), antioxidante (aumenta la expresidon de SOD vy catalasa) y fagocitica
(promueve la expresidén de CD36) 8111, Como se detalla en la Figura 22, recientemente se ha

demostrado que el receptor PPAR y se estimula indirectamente, a través de Nrf-2 89111 Nrf2

es un factor transcripcional que promueve la transcripcion de genes antioxidantes (quinina
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oxidorreductasa 1, glutatién S-transferasa, Glutamato-cisteina ligasa, glutation peroxidasa y

) 83,95,111

hemo oxigenasa 1 [HO-1]) y fagociticos (CD36

NEUROINFLAMACION

L

AL __; =~ W

T ROS " Fagocitosis

Figura 22. Interacciones entre las vias PPARy y Nrf2. (1) Existe una interaccidn reciproca entre PPARy y Nrf2. PPARy
puede aumentar la expresion de Nrf2 y viceversa. (2) PPARy y Nrf2 aumentan sinérgicamente la expresion de algunos
antioxidantes, como la catalasa, SOD y GST. Estas proteinas inhiben la generacién de ROS, mitigando asi la
neuroinflamacion y mejorando la eliminacién de desechos. (3) CD36 es fundamental para la fagocitosis microglial y la
posterior eliminacidn de desechos, los cuales facilitan la resolucién de la neuroinflamacién. (4) PPARy y Nrf2 inhiben
sinérgicamente NF-kB, la principal via proinflamatoria. Adaptado de Cai et al. 2018

Las células del sistema inmune no son los Unicos mediadores enddgenos implicados en la
recuperacion de la HIV. Ademas de participar en el desarrollo de los eventos fisiopatoldgicos,
los componentes de la sangre podrian jugar un importante papel en la proteccion y prevencién
de la HIV. La haptoglobina y la hemopexina son proteinas plasmaticas hepaticas que se
encargan de unir la Hb y el grupo hemo respectivamente y eliminarlos a través de la microglia
(a través del receptor CD163) y de los macréfagos (a partir de CD91) 8°>111 por otro lado
encontramos a la HO-1y la biliverdina reductasa, que aunque cuyo papel en la HIV estd aln por
determinar, parece que un aumento controlado de su expresion promueve la supervivencia

astrocitaria y mejora la funcién antioxidante 895111,

Por lo tanto, el aumento de expresion de todos estos marcadores endégenos nos aporta la
informacidn necesaria para dirigir la busqueda de un tratamiento que permita promover la
fagocitosis del hematoma y la expresion de enzimas antiinflamatorias, antioxidantes vy

antiexcitatorias son de vital importancia a la hora de prevenir la PCOH. En este sentido, parece
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que la polarizacion de la microglia y macréfagos hacia un fenotipo M2 podria ser la solucién mas
efectiva. Son muchos los estudios dirigidos a producir este efecto, sin embargo, como se
explicard a continuacién, nuevas investigaciones han demostrado el importante papel del
Sistema Cannabinoide Endégeno (SEC) a la hora de promover un efecto protector mediante la

modulacién del sistema inmune en numerosas patologias.

El SEC como posible herramienta para reducir la fisiopatologia de la HIV

El término “cannabinoide” ha sido utilizado de forma tradicional para definir un grupo de
moléculas quimicas presentes en la naturaleza de forma exclusiva en el género Cannabis. Sin
embargo, en funcidon de su naturaleza, los cannabinoides como tal se puede categorizar en
fitocannabinoides (cannabinoides derivados de la planta), endocannabinoides (moléculas
enddgenas sintetizadas por el organismo similares a los fitocannabinoides) y cannabinoides
sintéticos (analogos cannabinoides sintetizados en un laboratorio). Las propiedades de estos
compuestos ha hecho que sean ampliamente utilizadas para el tratamiento de enfermedades
de amplio espectro y la rehabilitacién y recuperacidn de varios subtipos celulares 17>, En este
contexto, a continuacidn se valora la evidencia clinica y farmacolégica que permite considerar a
los derivados de tipo cannabinoide (naturales, sintéticos y enddgenos), asi como toda su

magquinaria metabdlica (Cuadro 7) como entidades necesarias para el tratamiento de diversas

patologias 75177,

Las propiedades inherentes del SEC (presenta un papel muy importante en la homeostasis y el
mantenimiento tanto del SNC como del Sistema Nervioso Periférico [SNP]) y su modulacion

hacen que se convierta en una posible diana terapéutica en infinidad de patologias (Fig. 23)

176177 por ejemplo, a dia de hoy ya se estdn llevando diferentes ensayos en numerosas

enfermedades asociadas con la emesis secundaria a los tratamientos de quimioterapia %179,

dolor de tipo inflamatorio y neuropatico %182 trastornos psiquiatricos debido a sus

183

propiedades ansioliticas y antipsicdticas °°, cancer al regular la migracion celular y las vias de

184-190 191-193

supervivencia celular , adiccion al regular el sistema de recompensa , enfermedades

metabdlicas como la diabetes o la obesidad al actuar sobre el sistema de recompensa o el eje

194

hipotdlamo-hipofisario 7 y otros sistemas como el vascular %, a gastrointestinal’®°, el tracto

196

urinario’®, en enfermedades respiratorias!¥’, etc. Sus propiedades pleiotrépicas, asi como su

localizacién y aumento de expresion en todos los sistemas del organismo, hacen que este se

postule como herramienta terapéutica para el tratamiento de patologias de diversa indole 75177,
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Figura 23. Procesos fisiologicos principales en los que participa el SEC y funcion que desempeiia.

En el caso de las enfermedades neonatales como la encefalopatia Hl o el stroke, también se ha
demostrado una sobreexpresion de los elementos del SEC, posiblemente actuando como
mecanismo neuroprotector enddgeno %1%, En primer lugar, los niveles de AEA y 2-AG y otros
endocannabinoides similares como la oleoiletanolamida (OEA) y la palmitoiletanolamida (PEA)
aumentan poco después del dafio isquémico cerebral tanto en adultos como en RN 2201 Dado
que la AEA y la OEA presentan un papel muy importante sobre las propiedades de la
permeabilidad de la BHE, se ha sugerido que estas ejercen un efecto protector sobre ella 2°2. Por
otro lado, el aumento en la expresion del receptor CB; en la SVZ 48 horas después del dafo, y
un aumento repentino del receptor CB; en modelos in vitro de privacidn de oxigeno y de glucosa
han permitido relacionar la implicacion de los receptores del SEC en el dafio cerebral neonatal
203204 Ademds, parece que el SEC podria jugar un papel vital como mecanismo de defensa en

enfermedades neonatales debido a su efecto sobre la excitotoxicidad 2°>2%7, modulacién del

210-212 213,214

calcio 2°%2%° sy efecto antiinflamatorio , antioxidante , su capacidad reguladora de

215

factores neurotréficos 2%°, efecto sobre la autofagia '°, control sobre la temperatura corporal

217 efectos vasodilatadores 2%, o la neurogénesis?®®.
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Introduccion: Busqueda de un tratamiento que prevenga la PCOH

Cuadro 7: Componentes del Sistema Endocannabinoide

El Sistema Cannabinoide Endégeno (SEC) es un sistema de comunicacidn entre células responsable de la
modulacién de multiples procesos fisiolégicos. Como se observa en la Figura 24, este sistema se compone
de receptores, ligandos especificos (los llamados endocannabinoides) y la maquinaria enzimatica
responsable de la sintesis y degradacion de los endocannabinoides, la cual modula el tono
endocannabinoide en el organismo. Las principales enzimas de sintesis de los endocannabinoides son la
Fosfolipasa D especifica de N-acil fosfatidiletanolamina (NAPE-PLD), responsable principal de la sintesis
de la araquidonoiletanolamida, también llamada Anandamida (AEA), y la diacilglicerol lipasa (DAGL),
responsable de la sintesis del 2-araquidonoilglicerol (2-AG). Estas dos moléculas son los principales
ligandos del SEC, y a través de la activacion de los denominados receptores cannabinoides, median sus
efectos fisioldgicos. Los principales receptores cannabinoides son los receptores CB1 y CB2, acoplados
principalmente a proteinas Gi/0, por lo que su activacion generalmente conduce a una sefializacion de
tipo inhibitoria. Ademas, los endocannabinoides pueden mediar su efecto por la activacion de otros
receptores celulares como los GPR55, GPR18 o GPR119, los receptores de potencial transitorio (TRPs), y
los ya mencionados receptores nucleares PPAR. Los procesos de finalizacién de sefial endocannabinoide
se producen por su rapida degradacion mediante las enzimas especificas de degradacion. La enzima
amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH) es la responsable principal de la degradacién de la AEA, mientras
qgue la monoacilglicerol lipasa (MAGL) se encarga de la degradacién del 2-AG. Ademds, estas enzimas se
encargan de la degradacién de otras moléculas de sefalizacion que participan en este sistema (N-

acetiletanolaminas y 2-oilgliceroles).
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Figura 24. Principales vias de sintesis y degradacion del SEC
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CBD como posible estrategia terapéutica

La especie Cannabis sativa contiene aproximadamente 400 compuestos quimicos diferentes, de
los cuales mds de 90 son fitocannabinoides. Los dos fitocannabinoides mds abundantes en la
planta, el A%-tetrahidrocannabinol (A%-THC) y el cannabidiol (CBD), han suscitado especial
interés en la clinica, convirtiéndose en los mas estudiados como posible herramienta terapéutica
en diversas enfermedades neuroldgicas. El A>-THC es un agonista parcial tanto de CB; como de
CB,, y actua ademds sobre otras dianas moleculares ejerciendo un potente efecto
antiinflamatorio, antineopldsico, analgésico, relajante muscular, antioxidante, etc. Sin embargo,
se han documentado diversos efectos adversos relacionados con su administracién como la
ansiedad, depresién o la pérdida de memoria, siendo su uso un tema bastante
controvertido’>180:195220  por otro lado destaca el CBD, producto derivado del &cido
cannabididlico (CBDA) que posee una gran variedad de propiedades farmacolégicas??. En este
contexto, nuestro grupo ha demostrado el papel neuroprotector del CBD en la encefalopatia
hipdxico isquémica (EHI) neonatal, estando a dia de hoy en fases muy avanzadas de ensayos

clinicos (GWEP1560; EudraCT: 2016-000936-17).

El CBD fue el primer constituyente aislado de la planta del cannabis en los afios 30, aunque hasta
1963 no fue identificada su estructura quimica®®®. Considerada molécula “hermana” del A9-THC,
cuya maquinaria biosintética es practicamente idéntica, este compuesto carece de actividad
psicotrépica, aunque si un alto potencial terapéutico. El CBD ha demostrado tener una potente
actividad antioxidante y antiinflamatoria, inhibe la liberacidon de calcio y la recaptacion e
hidrélisis de endocannabinoides, reduce la liberacidon de Glutamato, y modula la actividad de
diferentes receptores como los 5SHT1A y PPAR-y 22223, En este sentido, debido al complejo perfil
farmacoldgico que presenta, se ha demostrado su efectividad frente a la inflamacién, ansiedad,
depresion, psicosis, convulsiones, nauseas, entre otros. Ademds, presenta un gran poder

antioxidante y potencial neuroprotector?4-22,

El uso de CBD en modelos in vitro e in vivo ha demostrado ejercer efectos protectores sobre los
mecanismos implicados en la encefalopatia HI en neonatos. Por ejemplo, la administracion de
CBD en modelos in vitro basados en deprivacidon de glucosa y oxigeno muestran una potente
funcién anti-apoptética al reducir la expresidn de las caspasas 2¥’. A su vez, estudios in vivo en
modelos murinos y porcinos han demostrado que la administracién de CBD es capaz de prevenir

la aparicidn de una sintomatologia similar a la PCl secundaria al dafio HI o stroke 199228229,

66



Introduccion: Busqueda de un tratamiento que prevenga la PCOH

Esto se debe principalmente al efecto neuroprotector que presenta el CBD tanto a nivel neuronal
como a nivel glial en estos modelos animales??>*%32, E| CBD administrado postnatalmente es
capaz de reducir la muerte neuronal, la activaciéon y dafio astroglial y el posterior dafo
tisulari®233234 A sy vez, se ha demostrado que el CBD es capaz de inactivar la microglia y de
polarizarla hacia un fenotipo M2%%823* Todo esto, producia un efecto sobre el oligodendrocito y

la mielina a largo plazo, previniendo asi el dafio en la SB y las secuelas motoras y cognitivas'®.

Los estudios en espectroscopia llevados a cabo en nuestro laboratorio han demostrado que
tanto in vitro como in vivo este fitocannabinoide previene la liberacion de Glutamato y la
excitotoxicidad en el dafio cerebral neonatal'®>?%22° A su vez, debido a sus propiedades
estructurales, el CBD es capaz de ejercer una funcidn antioxidante mediante la recaptura de las
ROS producidas y mediante la prevencidn del consumo de glutatién reducido. Como ya hemos
mencionado, el CBD es capaz de modular la activaciéon y el fenotipo microglial, alterando asi la
liberacion de CKs proinflamatorias'®®20%22° | os estudios in vitro e in vivo han demostrado que el
CBD es capaz de prevenir la sintesis y expresién de IL-1, TNF-a o COX-2. Se ha propuesto que
esta propiedad antiinflamatoria del CBD esta mediada por la activaciéon del receptor PPAR-y.
Esto se debe a que la activacion de PPAR-y promueve el efecto inhibidor de mTOR (principal
activador de la autofagia en la fisiopatologia del dafio HI) de CBD?°>?'4, Por tanto, el efecto
neuroprotector del CBD se debe a la prevencion de la pérdida oligodendroglial y no al aumento

de la expresidn de factor neurotréficos como el BDNF y el GDNF99:228:235,

Aunque el CBD es considerado uno de los cannabinoides mas importantes, este no actia
directamente a través de los receptores CB; y CB,. No obstante, se ha observado que la
coadministracion del CBD con un antagonista CB, hace que desaparezca el efecto
neuroprotector de este, sugiriendo que podria estar ejerciendo una modulacién indirecta de
este receptor 2%, En este sentido, se ha descrito una relacién entre los receptores cannabinoides
y de serotonina 5HT1A2%, diana bien identificada del fitocannabinoide CBD. De manera similar
a lo que ocurria con el receptor CB,, se ha observado que el bloqueo de este receptor
serotoninérgico revierte por completo la funcién neuroprotectora del CBD. Por tanto, se ha
propuesto que la modulacidn que ejerce el CBD obre el receptor CB; se debe a que este receptor
forma heterémeros con el receptor SHT1A. Esta hipdtesis fue posteriormente demostrada al
descubrir que la expresion de este heteromero era mas elevada en el cerebro inmaduro, y que
esta aumentaba aln mas tras el dafio cerebral. Por otro lado, se han propuesto otros receptores
con los que podia interaccionar el CBD y que podian tener un papel importante en la

encefalopatia HI como el GPR55, TRPV1 o A2A200:227.236,
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Por tanto, debido a la similitud en la fisiopatologia de la HIV con otras patologias neonatales
inductoras del dafio en la SB y de la PCl, y al efecto neuroprotector del CBD (Fig. 25), este se ha

postulado como un posible tratamiento que permita prevenir la PCPH en el PE.

Excitotoxicidad

Liberacién de

ROS l\ neurotransmisores
de Heterémeros
‘JCB)

Convulsiones

Figura 25. Propiedades neuroprotectoras del CBD en la EHI
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Hipdtesis y Objetivos

Como se ha descrito anteriormente, hoy en dia no existe ningin modelo animal que permita
reproducir la fisiopatologia de la PCOH en el PE y/o NEBP. A su vez, la ausencia de un tratamiento
eficaz requiere la busqueda de farmacos con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias o
antiexcitatorias que permitan prevenir su desarrollo. En este trabajo, se propone para este fin
el CBD, un fitocannabinoide que alna todas esas cualidades y ha sido utilizado previamente en

patologias neonatales similares.

La HIPOTESIS de este trabajo es que la HIV producida mediante la inyeccién paraventricular de
colagenasa en ratas de un dia de edad inducird un deterioro motor y cognitivo a largo plazo
similar al que ocurre en los EBPN, que sera reducido por el tratamiento con CBD, segun sus
propiedades neuroprotectoras relacionadas con la modulacidén de la inflamacién, el estrés
oxidativo y la excitotoxicidad, evitando asi la afectacién de la mielinizacidn asi como la disfuncidn

de la UNV.

En este sentido, los OBJETIVOS que se llevaran a cabo para demostrar la hipdtesis planteada

son:

Desarrollar y caracterizar un nuevo modelo animal que reproduzca de manera eficaz la
fisiopatologia y manifestaciones clinicas de la PCOH en el EBPN mediante la inyeccion

paraventricular de Colagenasa de Chlostridium.

Determinar si el tratamiento con el fitocannabinoide CBD evita el desarrollo de un cuadro similar
ala PCOH. Para ello, este farmaco se administrara tras la induccién del dafio (en una o tres dosis),
prenatalmente o combinando ambas estrategias. Posteriormente se determinard cudl es la

mejor forma de tratamiento.

Caracterizar los mecanismos por los que el fitocannabinoide CBD ejerce su efecto

neuroprotector en este modelo animal.

Para abordar estos objetivos especificos, se realizaron los Disefios Experimentales que se

describen a continuacion.
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DISENOS EXPERIMENTALES:
JUSTIFICACION Y BASES TEORICAS

Diseiio experimental 1: Validacion de un modelo animal de HIV

Anteriormente mencionamos como los diferentes modelos animales nos han permitido conocer
parte de la fisiopatologia de la PCOH. Sin embargo, sus numerosas desventajas han obligado a
caracterizar y desarrollar un modelo animal en el que las secuelas, los eventos fisiopatolégicos,
y el estado madurativo del individuo sea totalmente extrapolable al del PE. De manera
novedosa, en la ultima década se propuso un nuevo modelo basado en la inyeccién de
Colagenasa de Chlostridum en roedores #7174 |3 Collagenasa de Chlostridum es una enzima
intracelular proteolitica que cataliza la hidrélisis del colageno (un componente de la lamina basal
de los vasos sanguineos "#171174) y produce la rotura de los capilares y el posterior sangrado de

741717174 | 3 simpleza y reproducibilidad (las alteraciones anatémicas y

manera espontanea
funcionales observadas son similares a las del ser humano) hacen de este modelo una
herramienta que permite conocer de manera mas precisa los eventos fisiopatoldgicos

implicados y por tanto potenciar la busqueda de nuevas dianas farmacoldgicas "#Y¥174 No

obstante, al igual que en casos anteriores, este modelo presenta numerosas limitaciones 7471~

174 siendo la edad de las crias (7 dias de edad) la mas relevante. Por ello, a continuacion,
explicaremos las novedades introducidas en nuestro modelo animal, asi como las técnicas

utilizadas para describir las consecuencias y eventos biomoleculares que suceden.

Basdndonos en el modelo animal desarrollado por Lekic y cols.®’, inyectamos
paraventricularmente Colagenasa de Chlostridium en el cerebro de crias de rata en periodo
postnatal de un dia (del inglés, PND 1), equivalente a un nifio de entre 23-25 semanas de EG
(o PE) %2, Con el objetivo de evitar la inflamacién y traumatismo producidos por la propia
inyeccion, utilizamos una jeringa Hamilton con un calibre de 33 G, de forma que todo el dafo

producido era debido Unicamente a la rotura espontanea de los vasos que conforman la MG.

Previamente al estudio de la fisiopatologia y secuelas producidas en nuestro modelo animal, se

llevo a cabo una serie de pruebas para determinar la cantidad de enzima que debia afiadirse. En
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Nacimiento

el modelo descrito por Lekic, la cantidad de Colagenasa de Chlostridium inyectada en ratas de 7
dias de edad era de 0.3 U. Puesto que el tamafio, peso y neurodesarrollo de nuestros animales
era significativamente inferior, fue necesario ver el efecto que tenia sobre el animal la inyeccidn
de cantidades de enzima menores. En este sentido, evaluamos el volumen de hemorragia
producida 72 horas después de inyectar 0.1, 0.2 y 0.3 U. Mientras que los animales que
recibieron la inyeccion de 0.1 U de Colagenasa de Chlostridium apenas presentaban dafio, los
animales a los que se les inyectd 0.3 U presentaban una hemorragia que abarcaba practicamente
la totalidad del cerebro. Por ello, debido a la heterogeneidad y similitud con la lesién producida

en el ser humano, tomamos la dosis de 0.2 U como la mas valida para realizar esta Tesis doctoral.

Una vez establecido el procedimiento quirurgico, procedimos a realizar el andlisis del volumen
de la hemorragia y sus consecuencias. Por ello, decidimos analizar los eventos fisiopatoldgicos
en tres estados madurativos diferentes (PND 6, 14 y 45). En cada punto se midié por RM el
volumen de lesién, asi como el andlisis de diferentes marcadores que pudiesen indicar un
posible dafio cerebral mediante técnicas de Citometria de flujo (CF), Bioquimica (BQ),
Espectroscopia (H+ MRS) o Inmunohistoquimica (IHQ). Finalmente, mediante estas mismas
técnicas, evaluamos si los animales lesionados presentaban alteraciones neuroanatémicas en la
SB y UNV, ademas de un posible déficit neuroconductual tanto a medio (PND 14) y largo (PND
45) plazo (Fig. 26).

PND 14
e Déficit neuroconductual ¢ Dafo en la BHE

PND 1

Operacion * Inflamacién * Alteracién oligodendroglial

~

PND O

PND 6 PND 45

- ] o * Inflamacion
e Inflamacién * Estrés oxidativo vy « Dafio en la BHE

K excitotoxicidad * Dafio en la BHE

* Volumen de dafio » Dafio en la BHE * Déficit conductual

U

Figura 26. Esquema representativo del Disefio Experimental 1
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Diseiio experimental 2: Efecto terapéutico del CBD

Como se ha ido mencionando a lo largo de esta Tesis doctoral, hoy en dia la PCOH carece de una
terapia eficaz. Por ello, debido a los excelentes resultados obtenidos en patologias similares,
evaluamos si el tratamiento con el fitocannabinoide CBD era capaz de prevenir la fisiopatologia

y secuelas producidas por la inyeccién de Colagenasa de Chlostridium.

En primer lugar, quisimos analizar si al igual que ocurria en otros dafios cerebrales neonatales,
la administracidon postlesional de CBD reducia el dafio producido por la HIV. Para ello, los
animales lesionados recibieron una unica dosis de este farmaco a las 6 h después de la
operacion. Posteriormente, se evalué por RM el volumen del dafio a corto (PND 6) y largo plazo

(PND 45), la neuroinflamacion y las posibles consecuencias conductuales y anatomicas.

De forma similar, se llevd a cabo una aproximacion que determinase la ventana terapéutica o
de oportunidad en la que el CBD era capaz de seguir ejerciendo un efecto neuroprotector. Para
ello, iniciamos el tratamiento con este compuesto a las 18, 24 y 48 h tras producirse la lesion.
Los resultados obtenidos fueron comparados con aquellos cuya administracion de CBD se dio a
las 6 h. De esta forma, no sélo determinamos el punto en el que el CBD presentaba un efecto
maximo en la fisiopatologia de la HIV, sino que también pudimos establecer el momento idéneo

para empezar el tratamiento.

Una vez observado el efecto protector del CBD administrado postlesionalmente en una Unica
dosis, se evalué si la administracidn de este derivado fitocannabinoide en multiples dosis (6, 24
y 48 h después de la HIV consecutivamente) potenciaba el efecto neuroprotector observado
anteriormente. Para ello, los resultados obtenidos en las diferentes pruebas (RM, Western blot
[WB] e IHQ) se compararon con las del grupo tratado Unicamente 6 h después de la lesion.
Finalmente, se evalué si la posible mejora a nivel molecular y neuroanatémica implicaba una

mayor puntuacidn motora y cognitiva a medio y largo plazo.

De manera adicional, se quiso iniciar el tratamiento con CBD desde el inicio de la lesion. Para
ello, decidimos tratar a la madre 24 h antes del parto. Para desarrollar este trabajo, inicialmente
necesitamos evaluar si el CBD atravesaba la barrera placentaria de madres gestantes a E21, y en
que dosis se alcanzaban en las crias concentraciones consideradas como neuroprotectoras. Para
ello, se sacrificaron a las crias 12 h después del parto y se analizaron por cromatografia liquida

de alta resolucion acoplada a la espectrometria de masas (LC-MS) los niveles de CBD alcanzado
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en cerebro y en plasma. La dosis materna considerada como neuroprotectora fue aquella que,
basandonos en otros estudios de dano cerebral, alcanzaba una concentracion de 0,03-0,06
ng/Kg en el cerebro de las crias 2*°. Posteriormente, para demostrar si este ejercia un efecto
protector, de nuevo se analizé el volumen del dafio, los niveles de inflamacidn y el estudio del

posible déficit conductual y neuroanatémico a largo plazo de los animales lesionados.

Finalmente, analizamos si el tratamiento con CBD combinadamente antes y después del dafo
producia un efecto aditivo respecto al resto de formas de administracién utilizadas. Para ello,
basandonos en los estudios prenatales, la madre fue tratada con la dosis elegida previamente
mientras que las crias ya nacidas recibieron dosis miultiples de este mismo farmaco a las 6, 24 y
48 h después del dafio. Por ultimo, se llevé a cabo un analisis estadistico entre todos los grupos
tratados con el objetivo de comparar la forma de tratamiento que presentaba un mejor

resultado y asi analizar en mas detalle su posible efecto sobre los eventos fisiopatoldgicos de

nuestro modelo animal (Fig. 27).

. Parto Operaciéon Tratamiento
Tratamiento
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postnatal una dosis PND 6 PND 14
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Lo alas6h alas24h alas48h
postnatal multiples
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Tratamiento  E21 i
tal ] PND 45
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E21 alas6h alas24h alas48h ,’ Neuroinflamacion
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Figura 27. Esquema representativo del Disefio experimental 2
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Disefios experimentales: Justificacion y bases tedricas

Disefio experimental 3: Posibles mecanismos de accion del CBD

Como hemos mencionado, en el Disefio experimental 3 tratamos de evaluar el posible efecto
sobre la fisiopatologia de la HIV del CBD administrado de forma combinada antes y después del
dafio. Para ello, evaluamos si este fitocannabinoide actuaba sobre los marcadores que se
encontraron alterados en el modelo. En este sentido, a los animales sacrificados a PND 6 les
realizamos ensayos de WB para determinar si el tratamiento redujo los niveles de los integrantes
de la via proinflamatoria de TLR-4, asi como los marcadores de dafio y disfuncionalidad de la
BHE. Paralelamente, determinamos mediante H+ MRS los niveles de Glutamato, Lactato,
Mioinositol, y mediante Oxyblot los de las proteinas oxidadas, todos ellos marcadores de
excitotoxicidad, dafio tisular, disfuncionalidad astrocitaria y estrés oxidativo respectivamente. A
su vez, mediante ensayos de CF evaluamos si en esta etapa estos animales presentaban un
descenso en la expresién de la microglia y macréfagos, ambos marcadores de daio cerebral. Del
mismo modo, el tejido de los animales sacrificados a PND 14 y PND 45 fue utilizado nuevamente
para realizar ensayos de WB y CF con el objetivo de determinar los niveles inflamatorios y de
dafio en BHE a medio y largo plazo. Cabe mencionar que de forma paralela, los animales fueron
sometidos a estudios de RM para evaluar la posible extravasacién o acumulacién de Gadolinio
(Gd), y confirmar y localizar la posible recuperacién de la BHE a causa de este tratamiento (Fig.

28).

e ™

¢ Inflamacién
E21
PND 1 ¢ Dafio en la BHE

* Alteracion en linaje oligodendroglial

Tratamiento CBD | | Operacién

— PND 6

¢ |nflamacion

PND 45

Tratamiento a las o Estrés oxidativo | | * Inflamacion

PND O

Nacimiento . d:
6,24y 48h . Exc~|totOX|C|dad
¢ Dafo en la BHE

e Dafio en la BHE

Figura 28. Esquema representativo del Disefio experimental 3
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MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS
EXPERIMENTALES

A continuacién, se hara una descripciéon del material utilizado y de los procedimientos
experimentales realizados para llevar a cabo los Disefios Experimentales descritos en el apartado

anterior.

Animales de experimentacion

El desarrollo de esta Tesis Doctoral se ha realizado empleando crias de rata Wistar. Todos los
procedimientos experimentales con animales fueron previamente aprobados por el Comité
Etico de Bienestar Animal del Hospital Universitario Clinico San Carlos (Madrid, Espafia), y
cumplioé con la normativa europea y espafiola (86/609 / CEE y RD 1201/2005, 2010/63 / UE y RD
53/2013). Los animales fueron mantenidos en condiciones controladas de temperatura (221 C)
y humedad (55+10%), asi como con un fotoperiodo constante de luz/oscuridad (12/12 h), siendo
este de 7.00-19.00 horas. Ademas, todos los animales tenian acceso libre a agua y comida y
fueron mantenidos y estabulados bajo los criterios de bienestar animal, y manteniendo los
criterios de rentabilizacién de los experimentos las 3R (reduccidn, refinamiento y reemplazo). A

los 21 dias, se separé a la camada en funcidn del sexo de estas.

Induccion de la HIV y asignacion de grupos

En el siguiente apartado se explica con mayor detalle el proceso mediante el cual se indujo la
HIV asi como la asignacion de los diferentes grupos experimentales segun el Disefio

Experimental.
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Materiales y procedimientos experimentales

Preparacion y administracion de Colagenasa de Chlostridium

La preparacién de Chlostrodium colagenasa se realiz6 mediante la reconstitucién con tampdn
fosfato salino (del inglés, PBS) 1X de 1000 U de la enzima en polvo concentrandola finalmente a
1 U. Para poder inyectar 0.2 U de esta enzima en un volumen de 0.5 pL, se afiadié en un
eppendorf un volumen de 4 uL de Colagenasa de Chlostrodium mezclado con 1 uL de PBS.

Finalmente, se agitd y se mantuvo en hielo durante todo el procedimiento quirurgico.

Proceso quirurgico

Con el objetivo de evitar el rechazo de las crias por parte de la madre una vez finalizado el
procedimiento quirdrgico, fue necesario realizar un pre-acondicionamiento. Durante este
proceso, la madre y las crias (lavadas previamente con clorhexidina, el antiséptico utilizado
durante la cirugia) fueron separadas en dos jaulas iguales durante diez minutos. Posteriormente,
estas volvieron a juntarse durante el mismo periodo de tiempo. Este proceso se repitid una vez
mas en este caso transportando la jaula de la madre a una habitacidon diferente. Una vez
devueltas las crias a la madre y pasado un periodo de adaptacion, estas se volvieron a separary

se inicid el proceso quirurgico.

Ventriculos

laterales

Figura 29. (A) Imagen del procedimiento quirtrgico (B) Imagen representativa de la MG en el cerebro de una rata
Wistar PND 1

La cirugia se realizé en ratas Wistar de 1 dia de edad cuyo estadio de desarrollo cerebral equivale
al de un nifio de 23-24 semanas de gestacion?¥. La cirugia se realizé en condiciones de anestesia
(5% de Sevofluorano y 3% de mantenimiento) y analgesia (Ketamina), siempre manteniendo su
temperatura corporal en 37 °C. Basandonos en el modelo de Lekic y colaboradores 23”24, |a
fijacion de la rata se llevo a cabo en un estereotaxico para ratones (68507, VWR International

Ltd) adaptado con una mascara anestésica para ratas neonatas (68218,VWR International Ltd).

81


http://www.rwdstco.com/68218.html

Como mencionamos previamente, con el objetivo de evitar el trauma producido, la inyeccion de
la enzima se realizé a través de la jeringa de 33G Hamilton (HAMI65460-03, Hamilton Company),
cuyo pequefio calibre permite introducirla a la estructura deseada sin causar ningun tipo de

dafio en las zonas colindantes.

Una vez anestesiado, se llevd a cabo un corte de 5 mm en la zona central de |la cabeza del animal
siempre manteniendo las condiciones de asepsia. Tomando como coordenada 0,0,0 el punto
anatomico del craneo Bregma, la inyeccién de Colagenasa de Chlostrodium (C2399, Sigma-
Aldrich Inc) se produjo en la MG del hemisferio izquierdo, situada en las coordenadas +0.5
antero-posterior (AP), +1.3 latero-lateral (LL) y 2.3 dorso-ventral (DV) del animal (Fig. 29). Las
0,2 U de la solucién enzimatica contenidas en un volumen de 0,5 pL se inyectaron de manera
constante durante 3 minutos, evitando asi el aumento repentino de la PICy por tanto el posible
dano adicional. Cabe mencionar que, para demostrar la ausencia de efectos deletéreos
producidos por la inyeccidén de la Hamilton, se generd un grupo experimental (grupo NEEDLE)
en el que, siguiendo las pautas mencionadas anteriormente, se les administré PBS en lugar de
Colagenasa de Chlostrodium. Una vez finalizada la inyeccién, la aguja se mantuvo en la misma
posicién durante 7 minutos mas para evitar el retroceso de la colagenasa al exterior. Al finalizar,
se suturod la escisidn realizada y se limpid con clorhexidina antes de devolver a las crias con la

madre. El tiempo total de la cirugia sera aproximadamente de 20 minutos por animal.

Asignacion de los grupos experimentales y sus controles

La asignacién de los grupos experimentales se realizé siempre de forma aleatoria y el numero

de grupo vario en funcién del Disefio Experimental.

En el Disefio Experimental 1 (validacién del modelo animal), contamos con 3 grupos
experimentales: el grupo SHAM (SHM, animal al que simplemente se le realizé una pequefia
escision en la cabeza); NEEDLE (animal que siguié el mismo procedimiento quirdrgico que el
grupo lesionado, pero sustituyendo la Colagenasa de Chlostrodium por PBS); y HIV (animal al
que se le administré Colagenasa de Chlostrodium siguiendo el procedimiento ya mencionado).
Dado que se demostrd que el grupo SHM y NEEDLE no presentaban ningun tipo de diferencia a
nivel estructural, funcional o molecular, en el resto de los Disefios Experimentales el control fue

el grupo SHAM.

En los estudios postlesionales de una uUnica dosis, los grupos tratados a las 6 (CBD 6 h), 18 (CBD

18 h), 24 (CBD 24 h) y 48 horas (CBD 48 h) fueron elegidos de forma aleatoria; a su vez, tanto el
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Materiales y procedimientos experimentales

grupo SHAM como el lesionado (IVH VEH), recibieron la misma dosis y volumen de vehiculo. De
forma similar, el grupo tratado durante tres dias consecutivos (IVH + CBD 3X) asi como los

grupos control y HIV (recibieron la misma cantidad de VEH) fueron elegidos de manera aleatoria.

En cuanto a los estudios prenatales (IVH + CBD Pre), para realizar la prueba de dosis se
administré i.p. a la madre en periodo de gestacion E21 dosis de 10, 20, 100 y 200 mg/kg de CBD.
De forma paralela, en el analisis del posible papel neuroprotector del pretratamiento con CBD,
se les administrd el mismo volumen de vehiculo a las madres. Cabe recordar que, en esta parte

del estudio, ninguna de las crias fue tratadas posteriormente.

Finalmente, para evaluar el efecto del CBD de forma combinada (antes y después del dafio), se
le administré conjuntamente CBD a la madre en periodo gestacional E21 y CBD a las crias de
forma multiple (IVH + CBD Pp). Se considerd como control a la madre que se le administré a E21
y a las crias vehiculo a las 6, 24 y 48 h después del dafio. Los animales SHAM recibieron vehiculo

postlesionalmente en ambos casos, tal y como se indica en la Tabla 4.

Cabe destacar que tanto el CBD (GWP42003) a una concentracion de 3 mg / mL como el vehiculo
fueron administrados (via i.p.) por la empresa farmacéutica GW Research Ltd (Cambridge, UK).
A su vez, basandonos en otros modelos de dafio neonatal en ratas Wistar, la dosis y volumen

administrado fue de 5 mg /Kg (previamente diluido en suero fisioldgico) y 50 pL.

Tratamiento 6h IVH + CBD 6
Tratamiento 18h IVH + CBD 18
Tratamiento 24h IVH + CBD 24

Tratamiento 48 IVH + CBD 48

Tratamiento miiltiple IVH + CBD 3X

Tratamiento E21 IVH + CBD Pre

Tratamiento combinado IVH + CBD Pp

Tabla 4. Esquema temporal de los distintos tratamientos con CBD en los Disefios Experimentales 2 y 3
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Test neuroconductuales

Dado que la PCl es un trastorno de tipo motor y cognitivo, con el objetivo de evaluar la eficacia
de nuestro modelo animal y si el tratamiento con CBD es capaz de prevenirlo, se llevaron a cabo
una bateria de tests neuroconductuales tanto a medio (PND 14) como a largo (PND 45) plazo.
Por otro lado, dada la estrecha relacion entre la prematuridad y la presencia de diferentes
trastornos emocionales (especialmente de tipo hiperactivo como el TDAH), se estudié en ambos
puntos temporales si nuestros animales presentaban algun tipo de alteracién en la conducta.
Los puntos temporales usados se debian a que una rata PND 14 presenta un neurodesarrollo
similar a la de un nifo de 2-3 anos, edad en la que se evalua en clinica si un paciente ha
desarrollado PCI. En cuanto al analisis realizado a PND 45, se realizé con el objetivo de evaluar
si a largo plazo persistia el trastorno neuroconductual descrito un mes antes. Cabe mencionar
gue el andlisis de las pruebas neuroconductuales se realizé “ciegamente” por dos evaluadores
diferentes. Por lo tanto, estos puntos temporales fueron seleccionados para tratar de reproducir
de manera fiable los periodos equivalentes al diagndstico clinico de la PCy confirmacién de este,
y determinar las posibles alteraciones funcionales con el volumen de hemorragia y los eventos

fisiopatoldgicos producidos.

Test neuroconductuales a medio plazo

Por las limitaciones madurativas en los animales, los test realizados a PND 14 evaluaron las
posibles alteraciones en los reflejos y en la coordinacién que podria presentar un nifio de 2-3
afios con PCOH; a su vez, se estudid si estos animales también presentaron un trastorno de tipo

emocional.

e Geotaxia negativa: la Geotaxia negativa se utilizé para medir una posible alteracién en
la coordinacion en etapas tempranas del desarrollo como consecuencia del dafio neuroldgico
producido. Para desarrollar esta prueba, los animales se colocaron boca abajo en una superficie

fija cuya pendiente era de 452; posteriormente se cuantificd el tiempo que el animal precisa
para girarse completamente 180° (Fig. 30A). Las ratas que presentaron alteraciones en la

coordinacién tardaron mas tiempo en girarse completamente que los controles.

¢ Reflejo de Grasp: El reflejo de prension (denominado habitualmente por su término en
inglés grasp [agarrar]), es un reflejo que se da en los seres humanos durante los primeros meses

de vida, y que se caracteriza por el cierre de la mano en torno a cualquier objeto que toque su
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Materiales y procedimientos experimentales

palma. En caso de no realizarlo, se considera como signo patoldgico en el desarrollo. En el caso
de las ratas, con el objetivo de determinar si se produce una pérdida del reflejo de agarre como
consecuencia del dafo cerebral, se usé un objeto cilindrico para cuantificar el grado de agarre
gue presentaba tanto en las patas delanteras como traseras (Fig. 30B). Los valores adoptados
fueron de 0 cuando no hubo reflejo, 1 cuando este es tardio o parcial y 2 cuando estaba intacto.
Finalmente, se realizaron la suma de valores y se comparé con la suma obtenida por el grupo

SHM.

o Reflejo de Grip: similar al anterior, este test traté de evaluar el reflejo de presion
ejercida por las extremidades inferiores durante los primeros meses de vida en el ser humano.
En el caso de las ratas, el examinador tomé a la cria por la espalda y se le apoyd sobre un objeto
cilindrico para evaluar la presién que ejercieron las patas traseras sobre esta superficie (Fig.
30C). En funcién del grado de presidn ejercida, se les valord con 0 cuando no existe resistencia,

1 cuando esta fue parcial y 2 cuando era total.

e Test de suspension de la cola o Tail suspension test: dado que los nifios que sufren
PCOH suelen presentar trastornos emocionales como TDAH, se evalué si en este modelo los
animales presentaban un trastorno similar. Para ello se llevd a cabo el test de la suspensién de
la cola (en inglés, Tail Suspension Test). Esta prueba se efectué de modo que el animal estuvo
sujeto y suspendido de la base de la cola a una altura de 10-15 cm durante 6 minutos. Durante

este tiempo se cuantificd el tiempo en el que el animal estuvo completamente inmovil.

Figura 30. (A) Imagen representativa del test de la Geotaxia invertida (B) Imagen representativa del test del
Grasp (C) Imagen representativa del test del Grip
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Test neuroconductuales a largo plazo

Un mes mas tarde, se llevaron a cabo una bateria de pruebas neuroconductuales con el objetivo
de evaluar si a largo plazo persistian los trastornos cognitivos, sensoriomotores y emocionales

observados en una etapa mas precoz:

. Prueba de la Barra o Beam test. Con el objetivo de determinar la presencia de déficits
en la coordinacion motora, se llevd a cabo la prueba de la Barra (en inglés, Beam test [BW]). En
esta prueba, una rata adulta cruza de extremo a extremo una barra situada a 50 cm del suelo de
1 m de longitud y 1 cm de anchura. En el inicio de la barra se coloca un foco de luz que fuerza su
desplazamiento hacia el otro extremo, donde se encuentra una cabina oscura y con alimento.
Esta prueba requirié de un entrenamiento y aprendizaje el dia previo, en el que se enseid a los
animales a cruzar dicha barra en dos ocasiones con un periodo de reposo de una hora entre
ambas (Fig. 31B). Durante la prueba, se evalud el tiempo requerido para cruzar la barra y el
porcentaje de caidas como medida para confirmar la ausencia o no de una posible alteraciéon

motora.

e Prueba del Cilindro o Cylinder Rearing test. Con el objetivo de evaluar la posible
hemiparesia secundaria al dafo cerebral se realizd la prueba del Cilindro (en inglés, Cylinder
Rearing test [CRT]). Durante esta prueba (que no requirié de un acondicionamiento previo), los
animales se situaron durante 3 minutos en un cilindro transparente de 20 cm de didmetro y 30
cm de altura. Se cuantificé el nimero de veces que apoyaban preferencialmente una extremidad
con respecto a la otra sobre la superficie de este, de forma que aquellos animales con
hemiparesia presentaron un mayor nimero de apoyos de la pata ipsilateral (Fig. 31A). Para
determinar el grado de hemiparesia, se cuantificd el porcentaje de veces que apoyod la pata
ipsilateral (pata izquierda) frente a la contralateral. Fueron necesarios al menos 4 contactos para

incluirlas en el estudio.

[(Izquierda-(Derecha + Ambas) / (Total)] x 100

e Reconocimiento de Objeto Nuevo o Novel object recognition test. La prueba de
Reconocimiento de Objeto Nuevo (en inglés, Novel object recognition test [NOR]) se realizd con
el objetivo de evaluar la integridad de la memoria de trabajo de tipo no-espacial. Se ha descrito
gue una memoria de trabajo defectuosa en una rata equivale a un deterioro cognitivo en el ser
humano, algo que ocurre de manera habitual en los casos de PCOH. Para llevar a cabo este test,

los animales requirieron de un proceso de habituacidon en la caja donde posteriormente se
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realizd la prueba (40 x 40 x 30 cm) el dia siguiente. El dia de la prueba los animales fueron
expuestos durante 5 minutos a dos objetos idénticos. Una hora mas tarde, uno de los objetos se
sustituyd por uno con un tamanfo y color totalmente diferente, y las ratas fueron expuestas
durante 5 minutos de nuevo a estos objetos (Fig. 31C). En el analisis de la prueba se cuantificd
el tiempo en el que los animales exploraron el objeto nuevo respecto del viejo, de forma que
aquellos animales con un déficit cognitivo no eran capaces de discernir si el objeto

intercambiado era nuevo o no.

(Tiempo nuevo- Tiempo viejo) / (tiempo nuevo + tiempo viejo).

e Test de la natacion forzada o Forced swimming test. Con el objetivo de evaluar las
secuelas en el estado del animo o0 emocionales en aquellos animales que sufrieron HIV se realizé
el test de la natacion forzada (del inglés, Forced Swimming test [FST]). Validado tanto en ratas
como en ratones, se fundamenta en el instinto mas primitivo de los roedores a la hora de
escapar de un entorno estresante, en este caso, el agua. El procedimiento estdndar consiste en
someter a los animales de experimentacidn dos veces a un tanque de agua (20 cm de diametro
y 30 cm de altura) en el que el animal debe, forzosamente, nadar para no ahogarse. El intervalo
entre ensayos es de 24 horas, siendo el primero (pre-test) de 15 minutos y el segundo (test
propiamente) de 5 minutos. Durante este periodo, los animales realizaron tres conductas que
se tomaron como requisitos a la hora de evaluar el posible trastorno emocional: climbing o
escalada (movimientos verticales con los cuartos delanteros apoyados contra las paredes del
mismo con el objetivo de escapar), swimming o natacién (movimientos circulares sobre la
superficie del agua), floating o inmovilidad (pequefios movimientos, necesarios Unicamente
para mantener la cabeza fuera del agua). Durante el transcurso del test se analizaron cada 5
segundos estos tres tipos de conductas y se cuantificd el porcentaje de cada una de ellas
respecto del total. Posteriormente se describié como comportamiento de “tipo depresivo”
aquellas que presentaron mayoritariamente una conducta de floating. Por otro lado, se
analizaron las diferencias entre las conductas de swimming y climbing, ya que indicaban
alteraciones en el sistema serotoninérgico y dopaminérgico respectivamente, siendo este ultimo

un marcador de hiperexcitabilidad.
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Figura 31. (A) Imagen representativa del CRT (B) Imagen representativa del BW (C) Imagen representativa del NOR

Sacrificio y obtencion de muestras

Parallevar a cabo la recogida de muestras y evitar el sufrimiento del animal durante la perfusidn,
estos fueron sacrificados mediante la administracidn i.p. de Tiopental y Fentanilo en una dosis
de 0,1 y 0,05 g/mL respectivamente. Para los estudios de CF, BQ y H+ RM, las ratas fueron
perfundidas de forma intracardiaca con PBS 0.1 M y PH 7.4. Posteriormente, en el caso de los
tejidos usados para BQ y H+ MRS, se procedio a recoger y congelar a -80°C las zonas de interés
(corteza parietoccipital); en el caso de la CF, los cerebros fueron extraidos y procesados “en
fresco” sin previa congelacion. En los estudios histoldgicos, los animales siguieron el mismo
protocolo de anestesia y analgesia; sin embargo, seguidamente a la perfusién de PBS
intracardiaca, se les administro el fijador paraformaldehido (PFA) con un porcentaje del 4%.
Posteriormente, el cerebro entero fue sumergido durante 48h en PFA al 4% de manera previa al
procesado del tejido. Para llevar a cabo los estudios de LC-MS, los cerebros de los animales PND
1 previamente anestesiados fueron extraidos sin perfundir y congelados mediante inmersion en

nitrégeno liquido para mantenerse posteriormente a -80 °C.

Estudios de resonancia magnética

Los estudios de RM realizados se llevaron a cabo en el CAl de Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) y Espin electrénico (SE) (instituto Multidisciplinar, Universidad Complutense de Madrid)
utilizando un escaner de 1 Tesla [Icon (1T-MRI); Bruker BioSpin GmbH, Ettlingen, Alemania]. El
sistema consta de un iman permanente de 1 T (sin refrigeracidn adicional requerido para el
imdn) con una bobina de gradiente que proporciona un gradiente de fuerza de 450 mT / m. Los

sistemas de monitorizacion de animales y la bobina de radiofrecuencia de cabeza de ratén
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solenoide estan integrados en la cama y permiten que los animales sean manejados de forma
precisa y con un control total de la anestesia y la temperatura corporal. Dado que los estudios
de RM se utilizaron para evaluar el volumen del dafo y determinar la posible alteracién en la
UNV, los pardmetros utilizados en ambos casos fueron distintos. Por ello, a continuacion, se

describe en detalle los protocolos utilizados en ambos casos.

Andlisis del volumen de daino

Corto plazo (PND 6)

A corto plazo, 5 dias tras la cirugia, el estudio in vivo por imagen de Resonancia Magnética (IRM)
se realizd con el objetivo de clasificar las hemorragias en funcién de su severidad (leve,
moderada o severa). Se adquirieron imagenes 3D potenciadas en T2 empleando una secuencia
de eco de espin rapido. Los principales parametros seleccionados fueron: tiempo de repeticidon
(TR) = 2850 s, longitud del tren de eco = 12, tiempo de eco (TE) = 24 ms (tiempo de eco efectivo
= 120 ms), nimero de promedios = 1, campo de visiéon (FOV) = 18 x 18 x 18 mm?. Siendo el
tamanio de la matriz de adquisicion de 150 x 150 x 36 (resolucién 0,120 mm x 0,120 mm x 0,500

mm) y el tiempo total ~ 12 minutos.

El porcentaje de dafio se evaludé mediante el software Image) 1.43u (National Institute of Health
[NIH], Bethesda, USA), cuantificando el volumen de la hemorragia y del edema. El area de
hemorragia se analizd sobre 6 cortes consecutivos que se tomaron como una representacién
completa del cerebro del animal. La clasificacion de la severidad se obtuvo mediante el
porcentaje del volumen de hemorragia frente al volumen cerebro total. Se clasificaron como
hemorragias leves las que presentaban porcentajes entre 0,01 y 5; como moderadas los valores

entre 5,01 y 10%; y como severas los mayores del 10%.

Largo plazo (PND 45)

A largo plazo, 45 dias tras la cirugia, se realizaron estudios de IRM ex vivo del cerebro fijado en
PFA, con el objetivo de analizar el volumen del dafio y comparar asi la progresién de la
hemorragia y del edema post-hemorragico con el tiempo. Ademas, se analizd la posible
afectacién de SB medido a través de la pérdida de area del hemisferio ipsilateral y CC. Para
realizar la adquisicidon de los datos de IRM las muestras se sumergieron en Fluorinert®FC-40
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), fluido libre de protones. El experimento consistié en la

adquisicion de imagenes coronales tridimensionales ponderadas en T2. Se empled una
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secuencia de eco de espin rapido con un tiempo de repeticion (TR) = 2500 s, longitud del tren
de eco = 8, intervalo entre eco (TE) = 27 ms (resultante en un tiempo de eco efectivo = 80 ms),
numero de promedios (del inglés, NA) =5, campo de visién (FOV) = 25 x 18 x 14 mm?3. El tamafio
de la matriz adquirida fue de 250 x 90 x 70 (resoluciéon 0,120 mm x 0,200 mm x 0,200 mm) y el
total tiempo de adquisicion ~ 90 minutos. Las imagenes coronales fueron reconstruidas en
imagenes axiales isotrdpicas de 0,1 mm3. Las imagenes fueron analizadas mediante el software

libre ImageJ 1.43u (National Institute of Health [NIH], Bethesda, USA).

Alteracion de la unidad neurovascular

Para evaluar la posible alteracion en la UNV a lo largo del tiempo se realizd un estudio por
imagen de resonancia pre y post-administracion de un agente de contraste basado en Gadolinio
(Gd)(Gadoteridol, ProHance). La posible extravasacion del agente de contraste es sindnimo de
una alteracién en la vasculatura y la consecuente hiperpermeabilidad de la BHE. El experimento
consistio en la adquisicidn de imagenes coronales y axiales 2D ponderadas en T1. Se obtuvieron
imagenes antes y 5, 20 y 60 minutos después de administrar el Gd. Se evaluaron dos puntos
post-cirugia: corto y medio plazo. Los principales pardametros seleccionados fueron: tiempo de
repeticion (TR) = 313,15 ms, tiempo de eco (TE) = 6 ms, nimero de promedios = 24, campo de
visién (FOV) = 21 x 21 mm?, nimero de cortes 18 y anchura del corte 1 mm. Siendo el tamafio
de la matriz de adquisicién en el plano de 150 x 150 (resolucién 0,150 mm x 0,150 mm) vy el

tiempo total ~ 7 minutos.

Para llevar los ensayos de integridad de BHE a PND 45, estos se realizaron en un equipo de
imagen de RM Bruker Biospec 47/40 (Bruker Biospin, ettlingen, Alemania) con un campo de 4.7
Teslas. Para los experimentos se empled un sistema de gradientes de 12 cm de diametro interno
y una sonda de radiofrecuencia de volumen de 7 cm de didmetro interno. Los animales se
anestesiaron mediante una mezcla de isoflurano y oxigeno y se mantuvieron anestesiado
durante todo el tiempo de experimentacién. La temperatura corporal se mantuvo a 37 °C. Tanto
la temperatura como la respiracién se monitorizaron a lo largo del experimento empleando el
sistema 1030 de monitorizacion para pequeiios animales compatible con RM (SA Instruments

Inc., Stony Brook, Nueva York, EEUU). Para ello se empled el siguiente protocolo:

1. Se adquirio imagenes FSE-T2WI para evaluar la existencia de hemorragia y/o edema

(TR/TE=2500/63 ms; NA=4).
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2. Se adquirieron imagenes SE-T1WI previas a la inyeccion del agente de contraste basado
en Gd (TR/TE=500/10 ms; NA=4). Estas imagenes sirvieron para comparar con imagenes
similares adquiridas 1 hora tras la inyeccién del agente de contraste para la evaluacion
cualitativa (no cuantitativa) de la posible extravasacion del agente de contraste al parénquima

cerebral.

3. Se adquirieron una serie de imagenes de IR para el calculo de los valores del tiempo de
relajacién longitudinal T1 de los tejidos. Estos valores son necesarios para la cuantificacion de la
concentracién del agente de contraste en los tejidos para la cuantificacidon de la permeabilidad
vascular. Para ello se empled una secuencia FSE (del inglés, Eco de Spin Rdpido)
(TR/TE=10000/105 ms) con IR (inversidn-recuperacion) y TI=100, 250, 500, 1000, 1500, 3000 y
5000 ms.

4, Para el experimento de DCE se empled una secuencia de eco de gradiente FLASH (Fast
Low Angle Shot) potenciada en T1 (TR = 25 ms; TE = 2.4 ms, FS = 30°, NA = 2). La adquisicion se

realizd en continuo: previo, durante y 1 hora tras la inyeccién iv en forma de bolo de 0,1
mmol/Kg (0,2 ml/Kg) del agente de contraste basado en Gd (ProHance 279,3 mg/ml solucién
inyectable, Bracco International B.V., Amsterdam, Paises Bajos). En total se adquirieron 5
experimentos anteriores a la inyeccién del agente de contraste, que se emplearon como valores
de referencia, y 235 experimentos posteriores a la inyeccion del Gd. Esto dio lugar a un tiempo

de adquisicidn aproximado de 1 hora.

5. Finalmente, se repitid la adquisicion de las imagenes TIWI de SE del paso 2 para la

deteccion visual de la presencia del agente de contraste en el parénquima cerebral.

En todos los experimentos se emplearon los siguientes parametros: FOV=25.6 x 25.6 mm?; SLTH

(anchura del corte)=1.5 mm; n2 de cortes = 3; tamafio de la matriz reconstruida = 128 x 128.

Estudios de espectroscopia de resonancia magnética

La H+ MRS es una técnica analitica no invasiva capaz de realizar andlisis sobre tejidos intactos,
caracterizar metabdlicamente los tejidos y estudiar los cambios metabdlicos asociados a
diversas patologias. En nuestro modelo se cuantificaron los posibles cambios en el potencial

de fosforilacion, excitotoxicidad, y funcion astrocitaria a partir de las ratios de Lactato / N-
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acetilaspartato (Lac/ NAA), Glutamato / N-acetilaspartato (Glu / NAA) y Mioinositol / creatina
(M1 / Cr) respectivamente. En este sentido, se utilizaron muestras congeladas de la corteza

parietoccipital de cerebros de ratas de 5 dias de edad.

Para ello se utilizd un espectrometro Bruker AVIIIS00HD 11.7 T (Bruker BioSpin, Karlsruhe,
Alemania) equipado con una sonda de resonancia HR-MAS
(High Resolution Magic Angle Spinning) triple canal de 4 mm 1H / 13C / 31P en el CAl de RMN
y SE de la Universidad Complutense. Las muestras congeladas de 3 mg se colocaron en el interior
de un rotor de 6xido de circonio de 50 pl con inserto cilindrico y girando a una velocidad de 5000
Hz. Para minimizar cambios metabdlicos durante los analisis, los experimentos se adquirieron a
4 °C. La secuencia de pulsos empleada esta basada en el primer incremento de la secuencia de
pulsos NOESY con supresidon del disolvente en la que se aplica un segundo pulso de
radiofrecuencia durante la relajacion de 2s a la frecuencia del agua y durante el periodo de
mezcla (tm = 150 ms) con un t1 de 3 ps. Los experimentos fueron adquiridos con 16000 puntos
y 256 repeticiones. Se utilizé un ancho espectral de 8333 Hz. El tiempo total de la adquisicidon

fue de aproximadamente 14 min.

Todos los espectros fueron procesados utilizando el software TOPSPIN, version 1.3
(Bruker Rheinstetten, Alemania). Antes de la transformacion de Fourier, la FID se multiplica por
una funcidén de peso exponencial correspondiente a un ensanchamiento de linea de 0,3 Hz. Los
espectros fueron corregidos en fase y linea base y referenciado al singlete de (3 -- trimetilsilil) -

-2,2,3,3 -- tetradeuteriopropionato de sodio a 6 0 ppm.

Estudios de cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a
la espectrometria de masas

Con el objetivo de determinar si el CBD administrado prenatalmente era capaz de atravesar la
barrera placentaria, y en el caso de hacerlo, que cantidad llega en funcion de la dosis
administrada 24 horas antes de extraer el tejido del animal, se realizaron ensayos de LC-MS. La
LC-MS es una poderosa técnica analitica que combina el poder de separacion de la cromatografia
liqguida de alta eficacia (del inglés, HPLC) con la gran selectividad, sensibilidad y precision en la
determinacidn de la masa molecular de la espectrometria de masas, proporcionando
informacidn cualitativa y cuantitativa. Los componentes de la muestra separados en el HPLC

pasan al espectrémetro de masas a través de una interfaz donde son ionizados. Los iones
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generados en la interfase son acelerados hacia un analizador y separados en funcién de su
relacion masa/carga (m/z) mediante la aplicacion de campos eléctricos, magnéticos o
simplemente determinando el tiempo de llegada a un detector. Los iones que llegan al detector
producen una seial eléctrica que es procesada, ampliada y enviada a un ordenador. El registro
obtenido se denomina espectro de masas y representa las abundancias idnicas obtenidas en
funcion de la relacion masa/carga de los iones detectados. El protocolo que se describe a
continuacién se llevé a cabo en colaboracién con el grupo del Dr. Di Marzo, en el Instituto de

Quimicas de Napoles, Italia.

Extraccion de CBD en cerebro

Las muestras de medio cerebro se homogeneizaron mediante un Douncer en 600 pL de acetona
y se sonicaron en un bano ultrasdnico durante 8 minutos. Se afadieron estdndares deuterados
internos para la cuantificacion de CBD (GWP42003) mediante dilucion de isétopos ([2H] 4
GWP42003 10 pmol) al homogeneizado, que luego se centrifugd (10000 rpm 1 ', 4°C) y se extrajo
a 4°C en 600 pl de acetona. La fase orgdnica que contiene lipidos se secd, se peso y se purificd
previamente mediante cromatografia en lecho abierto sobre gel de silice. Las fracciones se
obtuvieron eluyendo la columna con cloroformo / metanol 99: 1, 90:10 y 50:50 (v / v). La fraccion

99: 1 se utilizé para la cuantificacion de CBD mediante andlisis LC-MS.

Cuantificacion de la concentracion de CBD

El farmaco GWP42003 se midié mediante LC-MS-MS usando un LC20AB acoplado a un detector
hibrido lon-Trap y Time-of-Flight (IT-TOF; Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdn) equipado con
una interfaz ESI. Los espectros de espectrometria de masas de barrido completo n (MS n) de
iones precursores seleccionados se adquirieron mediante monitoreo de reaccién multiple
(MRM), se extrajeron los cromatogramas de los valores [M-H] de alta resolucién y se utilizaron
los ultimos cromatogramas para la calibracidn y cuantificacion. El GWP42003 se separd usando
un Luna Omega Polar C18 (15 cm x 2,1 mm, D.I.3 um, 100A; Phenomenex) y se eluyd con un flujo
isocratico de acetonitrilo: agua (75:25) con 4cido férmico al 0,1%. Se utilizaron bombas de HPLC
LC20AB para suministrar disolvente a un caudal de 150 pl / min. Las muestras se inyectaron con
un automuestreador SIL-20 AC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japon). El horno de columna se
fij6 a 30 °C. Este farmaco exhibié un tiempo de retencién de 5,4 y 3,9 min, respectivamente. La
cuantificacion se realizé mediante el método de patrén interno utilizando valores m / z de

357,2056 correspondientes al ion molecular [M-H] - para GWP42003.
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Andlisis histoquimicos

Después de los estudios de RM, se procedid a llevar a cabo los estudios histoquimicos en
cerebros de ratas de 45 dias de edad. Para ello, los cerebros previamente perfundidos con suero
y PFA siguieron un procesado hidratacion y deshidratacion, seguido de una inmersién en
parafina. Una vez llevado a cabo este proceso, se realizaron cortes coronales de 4 um de grosor
utilizando un microtomo. Las areas seleccionadas fueron de la ldmina 19 a la 23 del Paxinos 2*2,
Estas laminas comprendias ejemplos de SG (CTX parietoccipital) y SB (CC), ademas de la SVZ,
estructura encargada de la sintesis de precursores oligodendrogliales durante el neurodesarrollo
y una de las zonas mas afectadas durante la HIV. Una vez realizados los cortes de las dreas de
interés, se llevaron a cabo los distintos estudios inmunohistoquimicos que se describen a
continuacién. Cabe mencionar que el andlisis de las técnicas fue realizado ciegamente por dos

investigadores.

Tincion de NISSL

La tincién de Nissl es una tincidon usada cominmente en secciones de tejido nervioso, aunque
puede usarse para tefir acidos nucleicos en cualquier tejido. El colorante en el que se basa la
tincién es normalmente el azul de toluidina o el violeta de Cresilo, ambos de tipo aciddfilos. El
colorante utilizado se une a los cuerpos de Nissl, pequefas estructuras en forma de granulos
presentes en los ribosomas y por tanto el nicleo y nucléolo de las neuronas o las células gliales.
Estas estructuras basofilas, localizadas en el reticulo endoplasmatico rugoso, tienen como
principal funcién la sintesis y transporte de proteinas. De esta forma, esta tincidn nos ofrece una
visidon general y exhaustiva de la distribucién, el tamaio y la morfologia del SNC, con el objetivo

de determinar si estas se encuentran en un estado homeostatico o de necrosis / apoptosis.

Para llevar a cabo este proceso, los tejidos se desparafinaron a 70 °C durante 24 h y se inicié un
protocolo de rehidratacién. Posteriormente, se sumergieron los tejidos durante 30 segundos en
azul de toluidina (Sigma Aldrich, San Luis, EE.UU.) disuelto al 0.5% en agua destilada, y
posteriormente se fue decolorando con agua y se termind deshidratando en Xileno.
Posteriormente, los tejidos se montaron en portaobjetos en el medio de montaje no acuoso DPX

(Merck Millipore; Billerica, EE. UU) y se dejaron secar aproximadamente durante una hora.

La corteza parietoccipital y la SVZ se examinaron con un microscopio optico (200X) y se analizé

las propiedades picnodticas de las neuronas y su citoestructura. Estas fueron puntuadas con
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Materiales y procedimientos experimentales

valores de 0 a 5 en funcién de su morfologia y grado de tincion. Las que presentaron menos de
un 2% de muerte celular recibieron el valor de 0; 1 aquellas que presentaban menos de un 25%
de dafio neuronal; 2 cuando el porcentaje comprendia entre un 25 y un 40%; 4 cuando era
menor del 65% y 5 cuando habia una muerte celular total o ausencia de tejido. Se consideraban
células dafiadas cuando no se hizo distincidn entre el citoplasma y el ndcleo, o cuando estas
neuronas estaban encogidas con un nucleo altamente tefiido y de pequefio tamafio. Por otro
lado, las células aparentemente sanas son aquellas que presentaban un citoplasma diferenciado

ligeramente tefiido, y un ndcleo mas oscuro cuyos nucléolos eran apreciables.

Técnicas de inmunohistoguimica

Para llevar a cabo los estudios de inmunohistoquimica, las secciones de los tejidos se
desparafinaron y rehidrataron en una bateria de alcoholes de un porcentaje descendente.
Posteriormente, se procedié al desenmascaramiento del antigeno al sumergir el tejido en una
solucién de citrato (PH 6 y 10 mM) o Tris-EDTA (PH9, Tris 10mM-EDTA 1mM) con un 0,05% de
Tween-20 a una presién y temperatura muy elevadas. Después, se lavo el tejido con PBS seguido
de una solucién de cloruro de amonio (10mM) durante 10 minutos a temperatura ambiente (RT,
por sus siglas en inglés). Tras varios lavados con PBS 1X, las secciones del cerebro fueron
incubadas en una camara himeda durante toda la noche (O/N) a 4° C o RT en funcién del
anticuerpo. Al dia siguiente, después de llevar a cabo una serie de lavados, los tejidos fueron
incubados con su correspondiente anticuerpo (Tabla 5) durante 2 horas a 37 °C en una cdmara
himeda. Finalmente, para tefiir los nucleos los tejidos se incubaron durante 5 minutos con DAPI,
marcador fluorescente que se une fuertemente al nticleo de las neuronas (1:500). El montaje de
todos los tejidos se realizé en medio acuoso (Sigma, S. Luis, EE.UU) y se dejé secar durante todo

el dia.

M3821 MBP MERCK. S. LUIS 1:800

MAB377 NEUN Merck. S. LUIS 1:300
9205 GFAP Sigma-Aldrich. S. LUIS 1:1000
019-19741 lba-1 Wako. Japon 1:400

Tabla 5.Relacién de anticuerpos utilizados en los ensayos de inmunohistoquimica
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Marcaje inmunohistoquimico de TUNEL

Con el objetivo de evaluar la apoptosis en los tejidos se utilizé el método de marcaje TUNEL [KIT:
DeadEndTM Fluorometric TUNEL System (Promega; Madison,WI, USA)]. Esta técnica se
fundamenta en la deteccion de la rotura de DNA internucleosomal, tipico de este proceso, en
seccion de tejido fijados en parafina. Presenta como ventaja la deteccion de células en procesos
apoptéticos en estadios mds precoces que hematoxilina-eosina. Para ello, se pone de manifiesto
los extremos 3'-OH libres que se generan en la fragmentacién de DNA, incorporando nucledtidos
marcados a dichos extremos mediante la accién de la encima transferasa terminal (TdT). Estos
nucleétidos, modificados con fluerescina-12, al incorporarse al extremo terminal formaran un

oligdmero que puede observarse directamente a un microscopio de florescencia.

Para ello llevar a cabo esta técnica, primero los tejidos se desparafinaron, se lavaron durante 10
minutos en cloruro sddico y finalmente fueron lavados en PBS. Posteriormente se les aplicd
100pl por tejido de Proteinasa K (20 ug/mL en PBS) durante 8-10 minutos a RT con el objetivo
de permeabilizar el tejido. A continuacion, se lavaron 3 veces de forma consecutiva, y se
sumergieron los tejidos en “tampdn de equilibrado” durante 5-10 minutos. Finalmente se
incubaron las muestras con la enzima desoxinucleotidil transferasa termina y los nucledtidos
modificados, fluerescinal0-UTPs, durante una horay a 37°C en una cdmara humeda. La reaccion
se detuvo al afiadir la solucién “STOP” y se lavaron las muestras con PBS y agua desionizada.
Nuevamente, se llevd a cabo la tincidn de nucleos mediante el marcador DAPI durante 10
minutos y se lavd por ultima vez. Finalmente, los tejidos se montaron en un medio de montaje

acuoso y se dejo secar para observarlo al microscopio.

Microscopia y cuantificacion de las imdagenes

A excepciodn de la proteina basica de la mielina (del inglés, MBP), todas las muestras analizadas
(4 secciones consecutivas) por técnicas histoldgicas fueron observadas y fotografiadas en un
microscopio Leica DMRB con cdmara DFB300OFX (Leica Microsystems, Alemania) siempre
manteniendo las mismas condiciones de luz, brillo y contraste intraensayo. Se utilizaron los
objetivos de 10x 0 20x aumentos en funcion de las necesidades de cada técnica. La cuantificacion
de la densidad se realizd mediante el software Image J (NIH) y los resultados se expresaron como
numero de células totales respecto de los controles. En el caso del marcador para MBP, las

fotografias se obtuvieron mediante un microscopio confocal TCS SP5 (Leica Microsystems,
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Alemania), y la intensidad de la MBP se calculé mediante el software LEICA LASF. El aumento o
la disminucion de esta se expresé como el ratio de la MBP del hemisferio ipsilateral respecto del

contralateral, para evitarla posible variabilidad interensayo o la autofluorescencia del animal.

Estudios bioquimicos

Extraccidn y cuantificacidon de proteinas

En el caso de los estudios realizados en las ratas PND 6, debido al pequefio tamano del cerebro
y la escasa cantidad de proteina, se procedié a procesar el cerebro en su totalidad. En el caso de
los estudios realizados a PND 14 y PND 45, los estudios se realizaron en la SB. Inmediatamente

las muestras fueron congeladas a -80 °C.

La disgregacion y homogenizacion del tejido congelado se realizé en un tampdn de lisis (T-PER,
1 g de tejido/10 ml (BioVision, San Francisco, EE.UU) e inhibidor de proteasas (Thermo Scientific,
Whaltham, EE.UU.). Posteriormente el tejido se centrifugé durante 5 minutos a 4 °C y a 10.000
Gs. Una vez extraido, se procedio a determinar la cantidad total de proteinas. Para ello, se utilizé
el ensayo del acido bicincénico (BCA), usando albumina sérica bovina (BSA) como patrén de
proteinas (Thermo Scientific, Whaltham, EE.UU). Esta es una prueba que combina la reduccion
delion clprico (Cu®) aion cuproso (Cu'*) en un medio alcalino (reaccién de Biuret) y la deteccién
de este catidon usando un reactivo que contiene acido bicincdnico. El producto final de la
reaccioén es de un color purpura formado por la unién de dos moléculas de BCA con una del ion
cuproso. Este complejo hidrosoluble puede ser detectado mediante absorbancia a una longitud
de onda de 560 nm. Una vez conocida la proteina total, se prepararon las muestras a la

concentracién requerida en funcién de las técnicas que se describen a continuacion.

Western blot

Una vez determinada la concentracidn proteica de cada una de las muestras, se prepararon las
muestras para cargarlas en el gel de electroforesis. Para ello, se prepard un volumen final de 20
uL que contenia nuestra muestra (1 pug/pL) diluida en un mismo volumen del tampdn de carga
(mezcla de Laemmli (Tris 0.5 M pH 6.8, SDS 10%, azul de bromofenol 0.2%, glicerol al 87% y B-
mercaptoetanol) alcanzando finalmente una concentracion final de 1 ug/ plL. Estas muestras

sufrieron un proceso de desnaturalizacion de 10 minutos a 95 °C
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Una vez preparadas las muestras, se procedié a su aplicacidon en un gel elaborado mediante las
soluciones comerciales de poliacrilamida al 12% (BioRad, California, EE.UU.). La electroforesis se
llevd a cabo en tampdn Tris-glicina en presencia de SDS 1%. Una vez separadas las proteinas en
funcién de su tamafio, se transfirieron a una membrana de difluoruro de polivinilo (PVDF)
Immobilon-P (Millipore Corporation, Bedford, MA, EE.UU) mediante el uso de un Trans-Blot®
Turbo TM Transfer System (Biorad). Las membranas fueron bloqueadas con leche al 5% disuelta
en solucién salina tamponada con Tris 1X-Tween20 (TBS-T) durante una hora a temperatura
ambiente. Trascurrido este tiempo, las membranas se incubaron con el anticuerpo primario de
interés durante toda la noche a 4 °C en agitacidn (Tabla 6). Pasado este periodo de incubacion,
se lavaron con una solucion de TBST y se realizd la incubacién con el anticuerpo secundario
especifico de especie y acoplado a peroxidasa de rabano (HRP) (Sigma, San Luis, EE.UU.) durante
una hora a temperatura ambiente en agitacion. Antes de proceder al revelado de las
membranas, se lavaron de nuevo con solucidon TBST para eliminar el exceso de anticuerpo. La
visualizacidon de las bandas se realizd mediante el uso del kit ECL Prime Western Blotting
Detection Reagen (GE Healthcare, Amersham, Suecia) en un densitémetro GS-800 (Biorad) y la
intensidad de cada banda se cuantificé a partir de la densitometria de las bandas (Image J, NIH,
EEUU). Como control de carga se utilizaron las proteinas B-actina. Los datos se representaron

como el ratio entre la proteina de interés y la proteina control.

sc-293072 TLR-4 (95 kDa) Santa Cruz, CA
sc-8008 NFkB (65 kDa) Santa Cruz, CA 1:100
sc-376861 COX-2 (74 kDa) Santa Cruz, CA 1:100
MAB510 TNF-a (17 kDa) R&D systems; Minneapolis 1:100
sc-7271 iNOS (135 kDa) Santa Cruz, CA 1:100
SAB3500576 Mfsd2a (55 kDa) Sigma-Aldrich. S. LUIS 1:100
sc-393859 MMP-9 (92 kDa) Santa Cruz, CA 1:100
sc-8439 ICAM-1 (89 kDa) Santa Cruz, CA 1:100
sc-133256 Ocludina (65 kDa) Santa Cruz, CA 1:100
sc-374221 Claudina-5 (35 kDa) Santa Cruz, CA 1:100
A5316 B-Actin (42 kDa) Sigma-Aldrich. S. LUIS 1:5000

Tabla 6. Relacién de anticuerpos utilizados en los ensayos de inmunotincién

Oxyblot

Con el objetivo de cuantificar el posible dafio oxidativo producido como consecuencia de la
hemorragia y el posible efecto protector del CBD se procedié a medir el estado de oxidacién de
las proteinas de nuestras muestras mediante el uso de un kit comercial [Oxyblot TM Protein

Oxidation Detection kit (Millipore, USA)]. Cuando se produce la oxidacién de proteinas por
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radicales libres u otras ROS, los grupos carbonilo producidos se introducen en las cadenas
laterales especificamente. Este kit proporciona una serie de reactivos para la inmunodeteccion
simple y sensible de estos grupos carbonilos, sello distintivo del estado de oxidacién de las
proteinas. Los grupos carbonilos de las cadenas laterales de la proteina se convierten a
2,4.dinitrofenilhidrazona (DNPhidrazona) al reaccionar con la 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH).
Finalmente, estas se separaran segun la proteina a la que se encuentra unida y se cuantificara.
El protocolo es muy similar al explicado anteriormente. En este caso, las muestras se prepararon
en agua destilada con una solucidon comercial de DNPH y SDS al 10% para que se produjese la
reaccion ya mencionada. Tras una incubacién de 15 minutos a RT, se afiadié una solucién de
neutralizacion y B-mercaptoetanol para romper los puentes disulfuro de las proteinas. Una vez
preparadas las muestras, estas (al igual que los pasos de transferencia y bloqueo) se aplicaron
de la misma forma que hemos explicado anteriormente. No obstante, para la inmunodeteccién
de las proteinas, se utilizaron los anticuerpos comerciales proporcionados por el Kit en las
condiciones de temperatura tiempo y concentracidn indicadas (Ac 12: DNPH 1:150; Ac 2%
1:300). Finalmente, se procedid al revelado de las muestras mediante el kit ECL mencionado en
el punto anterior. Dado que en este ensayo no se puede incubar la B- actina como proteina
control, una vez revelado el oxyblot, procedimos a realizar un marcaje de la membrana con Rojo
Ponceau. Los datos se representan como la ratio de la intensidad total obtenida al analizar cada

carril de proteina cargada respecto a la intensidad de sefial obtenida en la proteina total.

Estudios citometria de flujo

Los ensayos de CF se utilizaron para determinar la activacién microglial e infiltracién de los
macroéfagos, asi como el fenotipo predominante de cada uno de ellos a corto, medio y largo
plazo. Por otro lado, esta técnica se usé con el objetivo de determinar las posibles alteraciones
en el linaje oligodendroglial a medio plazo. Para la extraccidn del tejido los animales fueron
perfundidos previamente con suero al 0,9% y los cerebros fueron extraidos en PBS frio.
Posteriormente, se triturd y homogeneizd el tejido mecdnicamente con la ayuda de un Potter-
Elvehjem, seguido de una pipeta de 5y 1 ml. El tejido disgregado se centrifugd durante 6 minutos
a 10 °C y 900 G. Dado que a partir de este paso el protocolo variaba en funcién del tipo celular
estudiado, se explicaran ambos protocolos de forma separada para evitar confusiones a la hora

de llevarlos a cabo.
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Estudio del linaje mieloide

Para el analisis del linaje mieloide (microglia y macrdfagos), el pellet obtenido se resuspendio en
Percoll isoténico al 35% (GE Healthcare, lllinois, EE.UU.) y se le afiadié lentamente 3 ml de PBS.
A continuacidn, se realizd una centrifugacidn sin freno durante 20 minutos, a RT y 2000 G con el
fin de formar un gradiente y retirar la mielina de la muestra. Una vez eliminada la mielina y
filtrada la muestra en filtros de 70 um (Miltenyi Biotec, Alemania), se volvid a centrifugar
durante 6 minutos, 10 °C y 900 G vy se afiadieron los anticuerpos extracelulares (CD11b y CD45)
cuyo marcaje nos diferencid el tipo de célula mieloide de nuestras muestras. Una vez incubado
el anticuerpo a 4 °C durante una hora en condiciones de seguridad, se lavd y centrifugd con PBS
sucesivamente y se procedio a fijar (PFA al 4%) y permeabilizar (PBS Triton X 100 0,1%) durante
5 minutos en condiciones de oscuridad previamente a afiadir los anticuerpos intracelulares
(iNOS y Arginasa) (Tabla 7). A continuacidn, se procedio a la incubacién de las muestras 1 h a
4°C en condiciones de oscuridad con los anticuerpos primarios intracelulares disueltos en la
misma solucidn utilizada en la permeabilizacién. Finalizado este periodo, se lavaron las muestras
una vez mas con PBS y se fijaron con PFA al 1% disuelta en PBS. Las muestras se almacenaron

durante toda la noche a 4 °C antes de su paso por el citdmetro de flujo a la mafiana siguiente.

Estudio del linaje oligodendroglial

Para el andlisis del linaje oligodendroglial (Pre-Ols, Oligodendrocitos inmaduros vy
oligodendrocitos maduros) el pellet obtenido se resuspendié en Percoll isotdnico al 40% y se le
afiadié lentamente 3 ml de PBS. Al igual que en el paso anterior, una vez retirada la mielina 'y
filtrada la muestra, se incubaron los anticuerpos (todos extracelulares) en condiciones de
oscuridad durante 1 hora a 4 °C (Tabla 7). Finalmente, se lavaron y centrifugaron 2 veces con

PBS y se llevd al citdmetro de flujo para su analisis.
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Materiales y procedimientos experimentales

Microglia / .
i 561868 CDA45-PE-Cy BD, S. Diego 1:100
Macrofagos
Linaje mieloide 550019 CD11b-APC BD, S. Diego 1:100
Fenotipo M1 sc-7271 NOS2-Alexa fluor SC, CA 1:40
Fenotipo M2 IC5868P Arg-1 PE R &D systems; MN 1:40
Pre-mielina sc-166172 MOG Alexa fluor 488 SC, CA 1:50
Oligo .
. 130-115-810 01 efluor 660 Invitrogen, CA 1:50
inmaduro
Pre-Ol 50-6506-82 04 PE Miltenyibiotec, ESP 1:50

Tabla 7. Relacién de anticuerpos utilizados en los ensayos de CF

Anadlisis de la CF

Para el andlisis de poblaciones celulares utilizamos el programa Kaluza Analysis Software
(Beckman Coulter). Primero, en funcion de la complejidad y tamafio de la poblacidn realizamos
la determinacién de la poblacién viable, eliminando el posible fondo (Fig. 32 A). De esa poblacion
seleccionada, identificamos las células positivas para el biomarcador CD11b (CD11b*), que son
las células mieloides de microglia y macroéfagos (Fig. 32 B). De las células CD11b*, clasificamos la
poblacién en funcién de la expresion del marcador CD45, marcador especifico del linaje
hematopoyético (a excepcidén de células plaquetarias y eritrocitos), que también es expresado
en menor medida por las células de microglia. Asi, podemos distinguir entre CD11b*/ CD45"ie
(poblacién que engloba a los macréfagos infiltrados), o CD11b*/ CD45YY (poblacién que hace
referencia a la microglia) (Fig. 32 C). En estas dos poblaciones realizamos el analisis de los
biomarcadores iNOS y Argl. La ratio de expresion de estos marcadores nos definié el fenotipo

predominante en cada muestra.

En cuanto al linaje oligodendroglial, una vez establecida la poblacién viable en funcién del
tamafio y la complejidad celular, se definié como oligodendrocitos (independientemente del
grado de madurez) aquellos que expresaban el marcador 04, 01 y MOG (pre-Ol; oligodendrocito
inmaduro; oligodendrocito maduro respectivamente) en la poblacién Cd45"°". De la misma
forma que en el apartado anterior, de esta poblacidn seleccionamos el porcentaje de células

que presentaban los marcadores oligodendrogliales de manera independiente. De esta forma
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consideramos como precursores oligodendrogliales a las células con marcaje 04; a los

oligodendrocitos inmaduros como los O1 y a los maduros como MOG.
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Figura 32. Seleccidn de las poblaciones viables de microglia y macréfagos. (A) Poblacidon viable en funcidn del tamafio y
complejidad de las células. (B) Poblacion viable con marcaje CD11b*. (C) Clasificacién de las poblaciones de microglia y
macréfagos segiin el marcaje CD11b*/ CD45*.

Analisis estadistico

Los datos presentados fueron expresados como la media + Error Estandar a la Media (SEM), o
como la mediana, el rango intercuartilico y los valores maximos y minimos en el caso de la
clasificacion del grado de lesion, ambos analizados con un paquete estadistico GraphPad Prism
6 (GraphPadSoftware, San Diego,CA). Previamente al analisis estadistico, para evitar la posible
variabilidad interensayo los valores de los animales lesionados (tratados y no tratados) fueron
normalizados respecto a sus respectivos controles. En cuanto al andlisis estadistico, en primer
lugar, se aseguro si los datos obtenidos seguian una distribucion Normal a través del test de
Normalidad D’Agostino-Pearson. Para el andlisis de varios grupos, si los datos seguian una
distribucidn Normal se utilizé una ANOVA vy la realizacidon del Test de Bonferroni para las
multiples comparaciones. Por el contrario, aquellos que no seguian dicha distribucién, se les
ejecutd un test no paramétrico Kruskal-Wallis y multiples comparaciones con el test de Dunn’s.
Cuando se compararon un grupo respecto a otro, se utilizdé una t-student en los casos
paramétricos, y Mann-Whitney en los casos no paramétricos. Para analizar las posibles
correlaciones entre las pruebas realizadas, se utilizé una correlacion de Spearman en los casos
no paramétricos, y de Pearson en los paramétricos. Las diferencias fueron consideradas

estadisticamente significativas con un valor de p<0,05.
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RESULTADOS







Validacion de un modelo animal de

HIV

Variabilidad en el porcentaje de casos producidos por la administracion

intraventricular de Colagenasa de Chlostridium

Como se ha mencionado anteriormente, no existen diferencias en los resultados obtenidos en
las diferentes pruebas entre el grupo SHAM vy el grupo NEEDLE (datos no mostrados). Por ello,
durante este trabajo tomamos como controles al grupo SHAM. En el primer analisis se evalué el
peso inicial(PND 1) y la ganancia de este a lo largo del tiempo (PND 45) en ambos grupos. Este
dato es usado de manera habitual para determinar el posible efecto de la enfermedad o el
tratamiento en el bienestar de los animales. Inicialmente, no existian diferencias en el peso de
los animales que integraban los diferentes grupos de estudio (Fig. 33 A); sin embargo, los

animales lesionados presentaron una reduccién de la ganancia de peso (Fig. 33 B).
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Figura 33. Efecto de la HIV sobre el peso. La HIV produce un descenso en la ganancia de peso respecto al grupo control
(A) Peso (g). (B) Ganancia de peso (g). Los datos representados son la media de cada grupo + SEM con respecto a los
controles. El andlisis de datos utilizado es una t de Student con la correcciéon de Welch cuando las varianzas son
significativamente diferentes. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH) (N=30)

Posteriormente, centramos nuestros estudios en el andlisis del volumen de dafo a corto y largo
plazo. Anteriormente mencionamos que una de las razones por las que se escogid la dosis de
0.2 U fue debido a la variabilidad en el volumen de hemorragia en comparacion con el resto de

las dosis utilizadas. A corto plazo, aproximadamente la mitad de los individuos presentaron un
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dafio de cardcter leve (entre 3-4 % respecto al volumen total de cerebro), mientras que el 50%
restante eran de cardcter moderado (alrededor de un 8% de lesién) y grave (con un porcentaje
de lesion del 15%) (Fig. 34 A y C). Adicionalmente, a pesar de que el porcentaje de casos graves
y moderados se redujo a largo plazo (Fig. 34 B y D), los estudios correlacionales demostraron
que el dafio relativo (porcentual respecto al volumen cerebral total) se mantenia de manera
constante a lo largo del tiempo (Fig. 34 E). Ademas, eran independientes del sexo del animal
(Fig. S9). Por lo tanto, la inyeccion de 0,2 U de Colagenasa de Chlostrodium en ratas PND 1

produjo un porcentaje de dafio variado y estable.
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Figura 34. Volumen de la hemorragia evaluada tanto a corto (PND 6) como a largo plazo (PND 45) y su evolucién
a lo largo del tiempo. La inyeccion de Colagenasa de Chlostridium produce un dafio variado que se mantiene a lo
largo del tiempo. (A) Proporcién de animales que presentan un porcentaje de lesién menor del 5% (casos leves), 5-
10% (casos moderados) y superior al 10% (casos severos) evaluados a PND 6 (B) Proporcidn de animales que presenta
un porcentaje de lesion menor del 5% (casos leves), 5-10% (casos moderados) y superior al 10% (casos severos)
evaluados a PND 45 (C) Mediana y valores maximos y minimos de cada grupo segun la gravedad de la lesién a PND
6. (D) Mediana y valores maximos y minimos de cada grupo segun la severidad de la lesion a PND 45. (E) Correlacion
entre el volumen de la lesién a PND 6 respecto al volumen analizado a PND 45 del mismo animal. Las barras
representan la mediana y el maximo y minimo de cada grupo. Los datos siguen una distribucién no normal, por lo
que se realizd una correlacion de Spearman. ** p < 0.01 (% lesion PND 6 vs % lesion PND 45) (N=20)

Alteraciones neuroconductuales producidas por la induccion de la HIV

De manera complementaria, dado que la HIV es una de las principales causas de la PCl,
evaluamos si estos animales presentaban algun tipo de trastorno en la conducta a medio y largo

plazo. A medio plazo, etapa de desarrollo equivalente a un nifio de 2 afios, los animales
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Resultados: Validacion de un modelo de HIV

lesionados requirieron un mayor tiempo para realizar un giro de 180° en la prueba de la Geotaxia
inversa en comparacién con los controles (Fig. 35 A). Adicionalmente, estos mismos animales
también presentaron una menor puntuacidn en los test de Grasp y Grip (Fig. 35 By C). En
conjunto, la puntuacidn obtenida en las pruebas indicd que, a medio plazo, existia una
afectacién neurolégica secundaria a la HIV. Del mismo modo, un mes mas tarde observamos
como los animales HIV presentaron una preferencia mayor por la pata ipsilateral en la prueba
del CRT (Fig. 35 D), asi como un mayor tiempo y porcentaje de caidas en la prueba del BW (Fig.
35EyF). Porotro lado, a pesar de ser un trastorno motor y postural, habitualmente la PC infantil
incluye una serie de secuelas entre las que destaca las de tipo cognitivo. En este sentido, la
prueba del NOR nos indicé que los animales con HIV presentaron un menor interés por el objeto
nuevo en comparacion con los controles (Fig. 35 F). De manera global, estos resultados
confirman que, a consecuencia del dafio producido por la hemorragia, se produce una serie de
alteraciones motoras y cognitivas también a largo plazo. Por otro lado, no se observaron

diferencias entre ambos grupos en los test del TS y el FST (datos no mostrados).
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Figura 35. Puntuacion de los test neuroconductuales realizados a medio (PND 14) y largo plazo (PND 45). La HIV
produce un déficit neuroconductual a medio y largo plazo. (A) Tiempo (s) necesario para que el animal gire 180° en una
pendiente inclinada de 45°. (B) Suma de la puntuacion del reflejo de grip en todas las patas del animal. (C) Fuerza
ejercida por las patas traseras del animal sobre una superficie plana. Todos los resultados son el tanto por 1 respecto
a los controles. (D) Preferencia por la pata ipsilateral. (E y F) Tiempo (s) para cruzar la barra y porcentaje de caidas. Los
resultados de la barra es el tanto por 1 respecto al grupo control. (G) Preferencia por el objeto nuevo. Todos los datos
representados son la media de cada grupo + SEM. El andlisis de datos utilizado es una t de Student con la correccion de
Welch cuando las varianzas son significativamente diferentes. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los
animales SHM + VEH) (N=30)

107



Consecuencias neuroanatomicas de la HIV a largo plazo: el daino en la SB

Por otro lado, dado que las secuelas producidas por la HIV son consecuencia de las alteraciones
de diversas estructuras neuroanatémicas, evaluamos si a largo plazo nuestros animales también
presentaban este tipo de afeccion. En primer lugar, evaluamos la densidad de neuronas,
astrocitos y microglia, tres componentes esenciales a la hora de explicar el correcto
neurodesarrollo de un individuo. Los animales lesionados no presentaron diferencias en
comparaciéon con el grupo control en los marcajes de NeuN, GFAP y microglia ni en cortezay en

estriado (Fig. 36 A-C).
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Figura 36. Numero de células con marcaje NeuN*, GFAP* e Iba-1* en corteza cerebral y cuerpo estriado. No existen
diferencias significativas entre el grupo control y el grupo HIV. (A) Células NeuN* en corteza cerebral y cuerpo estriado.
(B) Células GFAP* en corteza cerebral y cuerpo estriado. (C) Células Iba-1* en corteza cerebral y cuerpo estriado. Los
datos representados son la media de cada grupo + SEM con respecto a los controles. El analisis de datos utilizado es
una t de Student con la correccion de Welch cuando las varianzas son significativamente diferentes (N=4-10)

Asimismo, dado que la SB es la estructura mas vulnerable y damnificada en esta enfermedad,
decidimos complementar los estudios anteriores investigando también la integridad de esta.
Para ello, se cuantificd el porcentaje de mielina y el drea del CC, estructura de gran relevancia
en la SB, ya que se encuentra implicada en los procesos de oligodendrogénesis. Del mismo
modo, se evaluéd la pérdida de volumen del hemisfierio lesionado (HI), también marcador de
dafio en la SB. En este sentido, los estudios inmunohistoquimicos realizados en CC mostraron
una intensidad de sefial menor en la proteina MBP (Fig. 37 A) en el caso de los animales HIV. De
manera similar, en los estudios de RM también se observé un menor grosor del CC (Fig. 37 B)
que, de manera adicional, correlacionaba de manera inversa con el volumen de la lesién tanto
a corto (Fig. 37 D) como a largo plazo (Fig. 37 E). Ademas, la HIV produjo una pérdida del area
del HI (Fig. 37 C). En conjunto, estos datos revelan que, como esperabamos, la HIV es un claro

inductor de dafio en la SB.

108



>

Intensidad de sefial MBP / mm?
(ratio contralateral / ipsilateral)

®

Ratio area Hl / area HD AreacCC

AreacC

1501

100

o
o
1

o
L

150 -

100 1

50 -

150 -

100+

501

Resultados: Validacion de un modelo de HIV
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Figura 37. Anadlisis del dafio en la SB a largo plazo y relacidn con el volumen de lesion. En nuestro modelo animal se
produce una alteracion en la SB que se relaciona directamente con el volumen de la lesion a corto y largo plazo. (A)
Ratio de los niveles de intensidad de sefial MBP en lado ipsilateral vs contralateral del CC Escala: 50um. (B) Area del CC.
(C) Ratio entre el drea del hemisferio ipsilateral vs hemisferio contralateral. (D) Correlacion entre el drea del CCy el
volumen de la lesion a PND 6. (E) Correlacion entre el area del CC y el volumen de la lesién a PND 45. Los datos
representados son la media de cada grupo + SEM con respecto a los controles. Se llevé a cabo el analisis estadistico
mediante el test Mann-Whitney. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH). En los
estudios correlacionales los datos siguen una distribucién normal, por lo que se realizé una correlacién de Pearson. **
p <0.01 (drea CC vs % lesién PND 6 y % lesion PND 45) (N=20)
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Se ha demostrado que tanto |Ia

hipomielinizacion, como la pérdida de volumen Pre-OL Oligodendrocito  Oligodendrocito
(04) inmaduro maduro
hemisférico a largo plazo son consecuencia de (01) (MOG)

una alteracidn en el linaje oligodendroglial (Fig.
39)*3. Por ello, decidimos conocer en qué
estadio madurativo se veia comprometida su

correcta maduracién o supervivencia. Paraello,

se analizd el nimero de integrantes del linaje Figura 39. Marcadores de cada estadio madurativo del
. . . . linaje oligodendroglial

oligodendroglial a medio plazo, periodo donde

encontramos integrantes de los distintos estadios madurativos (preoligodendrocito, 04;

oligodendrocito inmaduro, O1; oligodendrocito maduro, MOG) de esta estirpe celular. Como se

puede ver en los ensayos llevados a cabo por CF, los animales HIV presentaron un porcentaje de

células CD45"°" y marcaje 04, 01 y MOG inferior que los controles (Fig. 38).
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Figura 38. Analisis de la afectacion del linaje oligodendroglial a medio plazo por CF La HIV produce una reduccion en
el porcentaje de células CD45'°" y marcaje 04, 01, MOG. Los datos representados son la media de cada grupo + SEM
con respecto a los controles. El andlisis de datos utilizado es una t de Student con la correccién de Welch cuando las
varianzas son significativamente diferentes. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM +
VEH) (N=8-10).

110



Resultados: Validacion de un modelo de HIV

En este sentido, los datos indican que el dafio en la SB producido en nuestro modelo animal

tiene su origen en los estadios madurativo mas tempranos del linaje oligodendroglial.

En resumen, nuestros resultados confirman que la induccién de la HIV en ratas PND 1 produce
una afectacién de tipo motor y cognitivo como consecuencia del daio en la SB en estadios muy
tempranos. Por este motivo, dado que ya se conocen las principales secuelas y consecuencias

de la HIV, fue necesario estudiar los posibles eventos fisiopatoldgicos implicados en dicho dafio.

Fisiopatologia de la HIV en nuestro modelo animal

Se ha discutido en numerosas enfermedades del SNC como la HIC o el stroke, los eventos
fisiopatoldgicos presentes vienen precedidos por la alteracidn en el funcionamiento de la BHE,
lo cual inducen la infiltracidon de macréfagos y otras moléculas circundantes 772%, Por otro lado,
se ha demostrado como la inyeccién de Colagenasa de Chlostridium produce la alteracion de la
MEC, uno de los principales integrantes de la BHE 2%>2%, En este sentido, se realizd un estudio
de los eventos fisiopatolégicos que desencadena la HIV producida por la inyeccién de esta

enzima a corto plazo, asi como su mantenimiento o progresién a lo largo del tiempo.

Fisiopatologia evaluada a corto plazo (PND 6)

En primer lugar, dado que la alteracién de la BHE ha demostrado tener un importante papel en
la fisiopatologia de numerosas enfermedades del SNC, se realizé el estudio de la integridad de
esta estructura mediante técnicas de RM, BQ y CF, lo que permitié evaluar su estado tanto a
nivel macroscopico como microscépico. Como se indica en la Fig. 40, los ensayos de RM
realizados a corto plazo demostraron que, al contrario que los controles, los animales lesionados
presentaron un aumento en el contraste en la imagen de RM a lo largo del tiempo, lo que se
tradujo en una mayor extravasacion de Gd y por tanto un aumento de la permeabilidad de la

BHE.
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Figura 40. Imagen representativa de la extravasacion de Gd en el grupo control y HIV llevado a cabo a PND 6. Los
animales lesionados presentan una extravasacion de Gd tiempo-dependiente. La flecha roja indica el area de
acumulacién de Gd. Gd To: imagen pre-contraste; T1: imagen 5 post-contraste; T, : imagen a 30’ post-contraste; Ts:
imagen a 60’post-contraste. (N=8-10).

De manera complementaria, realizamos el andlisis bioquimico de marcadores de dafio e
integridad de la BHE para confirmar macroscopicamente los resultados observados en las
pruebas de neuroimagen. Los estudios de WB nos mostraron que, 5 dias después del dafio, se
produjo en los animales lesionados un aumento de los niveles de MMP-9 y una reduccion en los
niveles del receptor Mfsd2a, marcadores de dafio y funcionalidad de la BHE respectivamente. A
su vez, no se observé ninguna diferencia cuando se analizaron los niveles de ICAM-1 o de las UEs
claudina-5 y ocludina, dos de las proteinas encargadas del soporte fisico de la BHE (Fig. 41). Por
tanto, los andlisis bioquimicos indican que la posible alteracion de la BHE observada a corto plazo
por RM se debe a alteraciones en la funcionalidad (particularmente en el flujo de iones) y

desarrollo de esta estructura como consecuencia, en parte, de la liberacién de MMP-9.
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Figura 41. Andlisis bioquimico de la expresion de marcadores de dafio y permeabilidad de BHE a PND 6. Los animales
lesionados tienen alterados los niveles de Mfsd2a y MMP9. Los datos representados son la media de cada grupo +
SEM con respecto a los controles. El analisis de datos utilizado es una t de Student con la correccién de Welch cuando
las varianzas son significativamente diferentes. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM +
VEH) (N=8-10)

Es conocida la estrecha relacién existente entre la afectacién e hiperpermeabilidad de la BHE y
la infiltracién leucocitaria y reclutamiento microglial. En este sentido, dado que en nuestro
modelo a corto plazo se podria estar produciendo una alteracién de la barrera, decidimos
evaluar las consecuencias de este evento. En consonancia con el analisis de los marcadores de
BHE llevados por WB, los ensayos de CF nos mostraron que el grupo HIV presentaba mayores
niveles de la poblacién CD11b* / CD45"e" y CD11b* / CD45Medum/low que el grupo control,
indicando un posible aumento en la expresidon de macréfagos y microglia respectivamente (Fig.
42 Ay B). A su vez, en ambas subpoblaciones celulares, el grupo lesionado presenté una mayor
ratio iNOS / Arg-1 (Fig. 42 Cy D), proceso generalmente atribuido a un fenotipo proinflamatorio
(M1). Por lo tanto, la HIV aumenté el reclutamiento e infiltrado de células del sistema inmune,
ambas con un fenotipo de cardcter proinflamatorio. Por otro lado, en contra de lo descrito
habitualmente, también se observd que los niveles de hemorragia a corto plazo no
correlacionaban con los niveles de expresidn de la poblacién CD45'" (Fig. 42 E) ni CD45 "&" (Fig.

42 F), sugiriendo que aquellos sujetos con escaso volumen de lesidon también son susceptibles

de sufrir activacion microglial e infiltracion de macréfagos.
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Figura 42. Analisis por CF de los niveles de expresion CD11b* / CD45* a PND 6. En nuestro modelo animal se produce un
aumento del nimero de células con marcaje CD11b* / CD45*. (A) Pictograma que representa el nimero de células CD11b* /
CD45* del grupo SHAM y HIV (B) Niveles de expresidn de células con marcaje CD11b* / CD45 'ow y Cd45 high entre ambos grupos
(C) Pictograma representativo del nimero de células que presentan el marcador iNOS o Arg-1 en la poblacién CD45 High & Low
en ambos grupos (D) Ratio iNOS / Arg-1 de células CD11b* / CD45 High&Low_(E) Relacidn entre el % de lesion PND 6 con CD45'ow
(F) Relacién entre el % de lesién PND 6 con CD45heh, Los datos representados son la media de cada grupo + SEM con respecto
a los controles. Se llevé a cabo el andlisis estadistico mediante el test Mann-Whitney. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p <0.001 (*
respecto a los animales SHM + VEH). En los estudios correlacionales los datos siguen una distribucién normal, por lo que se

realizé una correlacién de Pearson. (N=6-12)
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Como se ha descrito anteriormente, el reclutamiento e infiltracion de microglia y macréfagos
con un fenotipo M1 induce una serie de eventos fisiopatoldgicos que participan en el dafio del
SNC. Particularmente, la neuroinflamacién producida por la activacién de la via de TLR-4 ha
demostrado ser responsable de parte del dafio producido en patologias similares. Como se
observa en la Figura 43, el grupo HIV presentd a corto plazo un aumento de los niveles de
expresion de este receptor. A su vez, también observamos como la lesidn produjo un aumento
en la expresiéon del factor nuclear NfK-B, y de los mediadores de dafio Cox-2 y TNF-a, sugiriendo
gue en nuestro modelo animal se induce un estado proinflamatorio exacerbado posiblemente

implicado en el dafio neuroldgico.

SHM HIV SHM HIV SHM HIV SHM HIV

TLR-4 Nfk-B | Cox2 TNF-a
89 kDa - 65kDa |~ 80kDa |~ T | 26kpa | == =
B-Actina - B-Actina | B-Actina B-Actina
45 kDa i 45 kDa 45kDa | W 45KkDa | T

&

5 150+ *kk *k ok » I SHM + VEH

L : 3 —

; - I B jalal [ ] HIV+VEH

Ss . %] . [* £ Paet

w = 100 . e e p

=

gn

ER

o »w 504

T 2

m

=

2

e 0- _ - - -

S &
*Q? *_’ ’
N < ® «\‘(‘

Figura 43. Analisis mediante WB de los niveles de expresion de marcadores proinflamatorios a PND 6. Los animales
lesionados presentan un aumento de los marcadores proinflamatorios. Los datos representados son la media de cada
grupo = SEM con respecto a los controles. El andlisis de datos utilizado es una t de Student con la correccién de Welch
cuando las varianzas son significativamente diferentes. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales
SHM + VEH) (N=8-10)

Dado que una de las hipétesis que nos planteamos en esta Tesis doctoral fue que la inflamacion,
independientemente del sangrado, era capaz de producir alteraciones neuroconductuales y
en la integridad y funcionalidad de la BHE, llevamos a cabo estudios correlacionales que nos
permitiesen confirmar este supuesto. En primer lugar, y basdndonos en los estudios de CF,
quisimos evaluar si efectivamente existia una relacién entre el volumen de dafio y los niveles de
mediadores proinflamatorios a largo plazo. No existid ninguna correlacion entre el porcentaje

de lesién a PND 45 y los niveles de expresion de TLR-4, TNF-a y Nfk-B (Fig. 44 A-C), confirmando

de nuevo la independencia entre el volumen de sangrado y el dafio secundario. También existia

115



una correlacién directa entre los niveles de TLR-4 y TNF-a y los resultados obtenidos en la prueba
del CRT (Fig. 44 Dy E), indicando que a medida que aumentaban los niveles de estos marcadores
los animales presentaban una menor preferencia por la pata contralateral. Del mismo modo,
también correlaciond (en este caso de manera inversa) los niveles de expresion de Nfk-B y la
preferencia por el objeto nuevo en la prueba del NOR (Fig. 44 F). En conjunto, estos datos
sugieren que tanto el déficit motor como el cognitivo se relacionaba con un aumento en los

niveles inflamatorios.

A 8- B 8- C 8-
Q 6+ ° Q 6 ° @ 6+ °
o o o
c c c
S 44 4 0 4
7] 7] @
@ ° g ° Q .
X 2 .. ® 2] ¢ T—— X 21 e o
% S % e ® oo
0 T T T 1 0 T T T ! 0 T T T 1
0 50 100 150 200 60 80 100 120 140 60 80 100 120 140
TLR-4 / B-Actin TNF-a / B-Actin Nfk-p / B-Actin
(% vs SHM) (% vs SHM) (% vs SHM)

O
m
-

« 0.5 , - 05- — 061
EE rr0,7287 © o s = - 07356 . *3
p 45 - o8 -0, PY T2
o 00 . g2 T2 o4

» 0.0 i 4
g2 : g2 o 5 e

© ° Q- c =
S - c 8 [T
2 ¢ T 9 . 52
E% -0.5- / E%5 05 % o 0.2 X
o2 5o . oo
B < ° s e . = r-0,6261
o -1.0 T T T 1 n‘: 1.0 . r . . ° 0.0 T T O 1

0 50 100 150 200 60 80 100 120 140 60 80 100 120 140
TLR-4 / p-Actin TNF-a / B-Actin Nfk-B / B-Actin
(% vs SHM) (% vs SHM) (% vs SHM)
G H
1304 150
= _ 120" 0,7848 4 £
g E L 2 s 100 ®
< (1 h ]
ST 1101 ° AT
S * 4 < @ \
o? J (X o 2
29 100 8> .
=X 0
=~ 904 ° E *%
r. -0,8061
80 T T 1 0 T T 1
90 100 110 120 90 100 110 120
TNF-o / B-Actin TNF-o / B-Actin
(% vs SHM) (% vs SHM)

Figura 44. Relacion entre la inflamacidn y el daiio a nivel funcional y en la BHE. Independientemente del grado de
lesidn, la inflamacidn esta directamente implicada en el déficit neuroconductual y en el dafio de la BHE. (A-C) Relacién
entre el porcentaje de lesiéon a PND 45 y los niveles de expresién de TLR4, TNFa y NfkB respectivamente. (D y E)
Relacion entre prueba del CRT y los niveles de expresion de TLR4, TNFa (F) Relacion entre la prueba del NOR y los
niveles de expresion de NfkB. (G y H) Relacion entre los niveles de expresion de TNFa y MMP9 y Mfsd2a
respectivamente a PND 6. Los datos no siguen una distribucién normal, por lo que se realizdé una correlacion de
Spearman. * p< 0.05; ** p < 0.01 (N=10-20)
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Resultados: Validacion de un modelo de HIV

Por ultimo, dado que se ha observado la presencia de inflamacidn y dafio de la BHE en estadios
muy tempranos de la enfermedad, evaluamos si ambos eventos fisiopatolégicos estaban
relacionados a corto plazo en nuestro modelo. Como se indica en esta misma figura, existia una
relacidn directamente proporcional entre los niveles de expresion de la CK TNF-a y MMP-9 (Fig.
44 G), indicando asi la interaccién presente entre la inflamacién y el dafio en BHE. A su vez, los
niveles de este mismo marcador proinflamatorio y los del receptor Mfsd2a correlacionaban
inversamente, de forma que a medida que aumentd la expresién de esta CK, los niveles de
expresion de este descendieron (Fig. 44 H). Esto confirmd la relacion existente entre la
inflamacidn y la disfuncionalidad de la BHE. Por lo tanto, a corto plazo el aumento de la
inflamacidn (independientemente del grado de lesidn) influyd sobre el prondstico del animal y

la integridad de la BHE.

Como se ha descrito en apartados anteriores, la HIV es una patologia multifactorial cuyo dafio
no se debe exclusivamente a la inflamacién, sino que otros eventos fisiopatoldgicos
desencadenados tras la lesién pueden potenciar el dafio ya presente. En este sentido, evaluamos
mediante H+ MRS la posible alteracion de los niveles de ciertos metabolitos presentes en la
corteza somatosensorial (Fig. 45 A). En el grupo HIV se produjo un aumento de los niveles de
Glutamato (Fig. 45 B), Lactato (Fig. 45 C) y Mioinositol (Fig. 45 D), marcadores de excitotoxicidad,
dafio tisular y disfuncién astrocitaria respectivamente. De la misma forma, también se observd
como estos mismos animales presentaron un mayor porcentaje de proteinas oxidadas (Fig. 45
E y F). Por lo tanto, de forma adicional a la inflamacidn, a corto plazo existen otros eventos

fisiopatoldgicos que podrian estar contribuyendo al dafio producido por la HIV.

En resumen, la inyeccion de Colagenasa de Chlostridium indujo la alteracién de la BHE vy el
desencadenamiento de los eventos fisiopatologicos descritos previamente. No obstante, dada
la relevancia de estos fendmenos, decidimos llevar a cabo su estudio a lo largo del tiempo con
el objetivo de conocer de forma mas precisa el transcurso de la fisiopatologia en esta

enfermedad.
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Figura 45. Niveles de Glutamato, Lactato, Mioinositol y oxidacion proteica a PND 6. En nuestro modelo animal se
produce un aumento en los niveles de los metabolitos analizados por H+MRS y de la oxidacion proteica analizada
mediante el kit Oxyblot. (A) Representacidn de los metabolitos localizados en el espectro (B) Niveles de Glutamato
(Ratio Glut / NAA) (C) Niveles de Lactato (Ratio Lac / NAA). (D) Niveles de Mioinositol (Ratio Mio / Cre). (E) Imagen
representativa del oxyblot. (F) Andlisis de la oxidacion proteica de muestras cerebrales respecto la proteina total. Los
datos representados son la media de cada grupo + SEM con respecto a los controles. Se llevd a cabo el analisis
estadistico mediante Mann-Whitney. * p < 0.05; ** p < 0.01 (* respecto a los animales SHM + VEH) (N=6-10)

Fisiopatologia evaluada a medio plazo (PND 14)

Al igual que en el punto temporal anterior, decidimos continuar los estudios de RM para
comprobar si la alteracion de la BHE se mantenia. Tal y como se muestra en la Figura 46, los
animales lesionados presentaron una menor area hiperintensa comparado con el apartado
anterior, lo que se tradujo en una menor extravasacion del Gd e hiperpermeabilidad. A su vez,
se observd que en los casos leves esta afectacidn se localizaba en la zona cortical, mientras que
en los casos graves se producia a nivel talamico. Por contra, en los sujetos controles no se

producia ningun tipo de alteracion.
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SHAM VEH HIV VEH
LEVE SEVERO

Gd T,

Gd T,

Figura 46. Imagen representativa de la extravasacion de Gd en el grupo control y HIV llevado a cabo a PND 14. A
medio plazo se produce una acumulacién de Gd en los HIV leves y severos, siendo diferente su localizacion en funcién
de la severidad de la lesion. Las flechas indican la localizacién exacta en la que se sigue produciendo a PND 14 la
extravasacion y acumulacion de Gd en el grupo HIV. Gd To: imagen pre-contraste; T1: imagen 5’post-contraste; T, :
imagen a 30"post-contraste; t3: imagen a 60 post-contraste. (N=5-10)

Nuevamente, decidimos complementar el andlisis de la BHE midiendo los niveles de expresion
de las proteinas Mfsd2a y MMP-9, dos de los marcadores que anteriormente resultaron
alterados en presencia de la hemorragia. El grupo HIV presenté a medio plazo un aumento en
los niveles de MMP-9 y un descenso en el porcentaje de expresidon del receptor Mfsd2a,
sugiriendo que el dafo y disfuncionalidad de la BHE se mantenia también a medio plazo en
nuestro modelo. Por otro lado, no se encontraron diferencias en los niveles de expresién de las

UEs claudina-5 y ocludina (Fig. 47).
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Figura 47. Analisis bioquimico de la expresidon de marcadores de dafo y permeabilidad de BHE a PND 14. En los
animales lesionados hay un aumento de MMP9 y Mfsd2a. Los datos representados son la media de cada grupo *
SEM con respecto a los controles. El analisis de datos utilizado es una t de Student con la correccidn de Welch
cuando las varianzas son significativamente diferentes. * p < 0.05 (* respecto a los animales SHM + VEH) (N=8-10)

Al igual que ocurria en el punto temporal anterior, la alteracidon de la BHE en los animales
lesionados se tradujo en un mayor porcentaje de células CD11b* que expresaban los marcadores
CD45"°% y CD45"e" (Fig. 48 Ay B). A su vez, de nuevo en estos animales el ratio iNOS / Arg-1 fue
mayor en ambas poblaciones (Fig. 48 C y D) en comparacion con el grupo SHAM. Esto sugiere
que, a medio plazo, en consonancia con los resultados observados en los andlisis de RM y BQ,
sigue existiendo un reclutamiento de macréfagos y microglia ambos con fenotipo M1 o

proinflamatorio, que podrian estar involucrados en el dafio cerebral.
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Figura 48. Analisis por CF de los niveles de expresiéon CD11b* / CD45* a PND 14. En nuestro modelo animal se produce
un aumento del nimero de células con marcaje CD11b* / CD45*. (A) Pictograma que representa el nimero de células
CD11b* / CD45* del grupo control y HIV (B) Niveles de expresién de células CD11b* con marcaje CD45 'ow y Cd45 high
entre ambos grupos (C) Pictograma representativo del nimero de células que presentan el marcador iNOS o Arg-1 en
la poblacién CD45 High & low en ambos grupos (D) Ratio iNOS / Arg-1 de células CD11b*y CD45 High & low | g5 datos
representados son la media de cada grupo + SEM con respecto a los controles. Se llevé a cabo el andlisis estadistico
mediante Mann-Whitney. * p < 0.05; ** p < 0.01 (* respecto a los animales SHM + VEH) (N=8-10)
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Asimismo, la alteracion de la BHE y el reclutamiento de células inmunes con fenotipo M1 se
tradujo a medio plazo en un aumento de la expresion proteica del receptor TLR-4 y del factor
NFk-B en el grupo lesionado. Por el contrario, los niveles de expresién de la CK proinflamatoria

TNF-a en este punto temporal no estaban incrementados (Fig. 49).
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Figura 49 Analisis bioquimico de la expresion de marcadores proinflamatorios a PND 14. En los animales
lesionados hay un aumento de los marcadores proinflamatorios. Los datos representados son la media de cada
grupo + SEM con respecto a los controles. El analisis de datos utilizado es una t de Student con la correccion de
Welch cuando las varianzas son significativamente diferentes. * p < 0.05 (* respecto a los animales SHM + VEH)
(N=8-10)

En conclusidn, los resultados observados a medio plazo nos indican que, a pesar de seguir
manteniéndose parte de los procesos fisiopatoldgicos, a lo largo del tiempo estos comienzan a
atenuarse. Por ello, decidimos concluir el estudio de la fisiopatologia evaluando los niveles de

los diferentes marcadores de dafio también a largo plazo.
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Resultados: Validacion de un modelo de HIV

Fisiopatologia evaluada a largo plazo (PND 45)

En la Fig. 50, los estudios de RM indicaron que, a largo plazo, independientemente del dafio,
desaparecia la hiperdensidad producida por la extravasacién y acumulacién de Gd. Este
resultado confirma la tendencia observada en puntos anteriores, donde la afectacion de la BHE

se atenuaba en el tiempo.

SHAM VEH HIV VEH

LEVE SEVERO

Gd T,

Figura 50. Imagen representativa de la posible extravasacion de Gd en el grupo control y HIV llevado a cabo a PND 45.
A largo plazo ya no se produce una acumulacién de Gd en los animales lesionados. Gd To : imagen pre-contraste; T :
imagen 5’post-contraste; T, : imagen a 30" post-contraste; Ts: imagen a 60’post-contraste. (N=5-10)

De manera complementaria, de nuevo evaluamos los niveles de expresion de marcadores de
dafio y permeabilidad de la BHE. A pesar de encontrar unos niveles de MMP-9 elevados, los
animales HIV no presentaron diferencias significativas con el grupo control en el resto de los

marcadores, lo que confirma los resultados obtenidos a nivel macroscépico (Fig. 51).
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Figura 51. Analisis bioquimico de la expresion de marcadores de dafio y permeabilidad de BHE a PND 45. Los
animales HIV presentan un aumento de MMP9. Los datos representados son la media de cada grupo + SEM con
respecto a los controles. El andlisis de datos utilizado es una t de Student con la correccion de Welch cuando las
varianzas son significativamente diferentes. * p < 0.05 (* respecto a los animales SHM + VEH) (N=8-10)

A su vez, no se produjo ningun tipo de alteracién en los niveles de MMP-9 a lo largo del tiempo,
y esta siguid incrementada a largo plazo (Fig. 52 A). Sin embargo, los niveles del receptor Mfsd2a
aumentaron a largo plazo en los animales HIV (Fig. 52 B). En este sentido, la recuperacién de la

BHE se relaciond, al menos en parte, a un aumento de la expresién del receptor Mfsd2a.
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Figura 52. Evolucion de los niveles de MMP9 y Mfsd2a a lo largo del tiempo. En nuestro modelo animal los niveles
de MMP9 se mantienen, pero los del receptor Mfsd2a varian a largo plazo. (A) Niveles de expresion de MMP9
respecto de la proteina control B-actina. (B) Niveles de expresidon de Mfsd2a respecto de la proteina B-actina. Los
datos representados son la media de cada grupo + SEM con respecto a los controles. Se llevé a cabo un ANOVA de 2
vias seguido de un post-test de Bonferroni entre los distintos puntos temporales de cada mismo grupo. * p < 0.05;
** p < 0.01 (* respecto a los animales HIV + VEH PND 6; $ respecto a los animales HIV + VEH PND 14) (N=8-16)

124



Resultados: Validacion de un modelo de HIV

Por todo ello, decidimos analizar si la mejora en la BHE se tradujo en un menor reclutamiento
de las células del sistema inmune. En consonancia con los resultados anteriores, a largo plazo
no se observaron diferencias significativas entre ambos grupos en los niveles de la poblacién
CD11b* / CD45"" (Fig. 53 A) y CD11b* / CD45 "&" (Fig. 53 B). Los animales que sufrieron
hemorragia seguian presentando un mayor ratio de iNOS / Arg-1, tanto en la poblacion “low”
(Fig. 53 C) como en la “high” (Fig. 53 D). Por tanto, a pesar de reducirse el reclutamiento de

microglia y macréfagos a largo plazo, estos seguian presentando un fenotipo proinflamatorio.

>

o]

5]

=3
1

i
a
SHAM VEH HIV VEH O _ 1501
w Pl : .
‘.Q_ % .
E » 1004
+ %) :
B o n
=) S 50
(@] =
0P 100 )
[&] od
) It o P o
S A
CD11b+ h\° Q'\‘Q
oh obf:
< <
C
SHAM VEH HIV VEH SHAM VEH HIV VEH
n|w W w w
o
=
0P+ 10 10 10
o ptt ptt 0 W e w o it o o it o It 0
-
@l W ’:\ o o
: ]
104 g 100 w 1P
e o 3 W w w e i o
CD11b+ / CD45 Low CD11b+ / CDA45 High
D 600+ *
* _ B sywm + VEH
4004 — HIV + VEH

200+

J I O

X
) &
5 o
o
9

Ratio iNOS / Arg1
en células CD45" (% vs SHM)

Figura 53. Analisis por CF de los niveles de expresion CD11b* / CD45* a PND 45. En nuestro modelo animal no
existen diferencias en el nimero de células con marcaje CD11b* / CD45*. (A) Pictograma que representa el nimero
de células CD11b* / Cd45* del grupo SHAM y HIV (B) Niveles de expresién de células CD11b* con marcaje CD45 'ow
y CD45 high entre ambos grupos (C) Pictograma representativo del nimero de células que presentan el marcador
iNOS o Arg-1 en la poblacion CD45 High &low en ambos grupos (D) Ratio iNOS / Arg-1 de células CD11b* y CD45 High
&low | os datos representados son la media de cada grupo + SEM con respecto a los controles. Se llevé a cabo el
analisis estadistico Mann-Whitney. * p < 0.05; ** p < 0.01 (* respecto a los animales SHM + VEH) (N=5)
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No obstante, al igual que hicimos en los analisis de la BHE, decidimos evaluar si las diferencias
en la expresion a nivel temporal por parte de las poblaciones de microglia y macréfagos en los
HIV eran significativas. Los niveles de la poblacién CD11b* / CD45'°" se mantuvieron elevados
hasta medio plazo, momento a partir del cual se redujeron de forma significativa (Fig. 54 A). Sin
embargo, en el caso de la poblacién CD11b* / CD45"e", esta diferencia se produce a partir de
PND 14 (Fig. 54 B), de forma que la reduccidn en los niveles de infiltracién de macréfagos es mas
temprana que en la microglia. Por Ultimo, observamos también como en ambas poblaciones, el
ratio iNOS / Arg-1 también se redujo a partir del dia 14 después de la lesion (Fig. 54 C y D),

indicando un descenso de la gravedad del dafio a lo largo de los dias.

A g B & 400
B 20 fg
o i $3% [= .
°s 20 oS 33009 *kk *kk
= T *kk 5: T
Q nh 1504 - ) 200
- -0 .
o> 1004 Qs
O w = 1004 @ & x
&= 504 @
= ]
3 = o4
S B » & st &
Q\\ Y Y < Q'i* Q'i*
_ ) 4 —_
c s
= D T
& o
9 1800+ g 8000,
D i 1500 B v+ VEH E: e 6000
o [0 HIV+VEH <=
< > 1200 = 4000
% 2 %2
B 900l 20004
o o 2 2 “so0r *
Z Q0 4004 *kk *kk =0 *
g 29 %
T & 200 E 8
3 S —
) 0- ° 0-
o o
s & o> # S & N S
< & & q & &

Figura 54. Andlisis por CF de los niveles de expresion CD11b* / CD45* a lo largo del tiempo. En nuestro modelo animal se
produce una alteracidn en los niveles de expresidon de ambas poblaciones y de su fenotipo a lo largo del tiempo. (A) Niveles de
expresion de células con marcaje CD11b*/ CD45 'ow, (B) Niveles de expresidon de células con marcaje CD11b* y CD45 hih (C)
Ratio iNOS / Arg-1 de células CD11b* y Cd45 o (D) Ratio iNOS / Arg-1 de células CD11b*y CD45 High, Los datos representados
son la media de cada grupo + SEM con respecto a los controles. Se llevé a cabo un ANOVA de 2 vias seguido de un post-test
de Bonferroni entre los distintos puntos temporales de cada mismo grupo. * p < 0.05; ** p < 0.01 (* respecto a los animales
HIV + VEH PND 6; S respecto a los animales HIV + VEH PND 14) (N=5-10)
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Resultados: Validacion de un modelo de HIV

A pesar de observarse un descenso en la severidad del dafio a largo plazo, dado que los niveles
del ratio INOS / Arg-1 alin estaban elevados en los animales HIV, decidimos evaluar si esto seguia
promoviendo un estado proinflamatorio. A PND 45 los animales lesionados siguieron
presentando una activacion de los mediadores inflamatorios TLR-4, NfK-B y Cox-2; no obstante,

los niveles de expresién de la CK TNF-a fueron iguales en ambos grupos (Fig. 55).

SHM HIV SHM HIV SHM HIV SHM HIV

TLR-4 Nfk-B —— Cox-2 oun wm | TNFO —_—
89 kDa — — | 65kpa 80 kDa 26 kDa
B-Actina — — B-ACtiNg | s B-Actina - - B-Actina PR—
45 kDa 45 kDa 45 kDa 45 kDa

©

£

£ 200+ . B sym + VEH

© * *k 0 HIV+VEH

- | -

z g 150 l .

.2 T o o 2" :-: 5 ..

LW 100+

X

]

T 2 50-

(]

£

2

0_ L
<
o > K
5 H &
¥ 4 ‘
A‘\IQ- \ﬁk cP «é‘

Figura 55. Analisis bioquimico de la expresion de marcadores proinflamatorios a PND 45. Los animales HIV
presentan un aumento de los niveles de marcadores proinflamatorios. Los datos representados son la media de
cada grupo + SEM con respecto a los controles. El andlisis de datos utilizado es una t de Student con la correccién
de Welch cuando las varianzas son significativamente diferentes. * p < 0.05; ** p < 0.01 (* respecto a los animales
SHM + VEH) (N=6-18)

La comparacion de los niveles de expresidon de estos marcadores a lo largo del tiempo nos indicé
que, a pesar de no encontrarse ninguna diferencia en la expresién de TLR-4 ni Nfk-B (Fig. 56 Ay
B), la CK proinflamatoria TNF-a demostré ser dependiente del tiempo en el dafio hemorragico,

ya que se observd como a medio y largo plazo los niveles de expresidn eran menores que a PND

6 (Fig. 56 C).

127



>

TLR-4/p-Actin

B syMm + VEH B C

250 1 HIV+VEH 250
o 20 Eo B = 110 .
T Q E & E ek
7 150 -:It o 150 20
" & £, 10
> 100 F P —e > 100 L 4 . * F >
2 =2 w e
< o g S g z < 90
0 0 80
© G o o ™ ) o > »
Y N & & N 3 N »
<& & &S < & & ] & &

Figura 56. Evolucion de los niveles de expresion de TLR-4, Nfk-B y TNF-a a lo largo del tiempo. En nuestro modelo
animal se detectd un descenso en la expresién de TNF-a a partir de PND 14. (A) Niveles de expresién de TLR-4
respecto de la proteina control B-actina. (B) Niveles de expresion de Nfk-B respecto de la proteina control (C) Niveles
de expresion de TNFa respecto de la proteina control. Los datos representados son la media de cada grupo + SEM
con respecto a los controles. Se llevd a cabo un ANOVA de 2 vias seguido de un post-test de Bonferroni entre los
distintos puntos temporales de cada mismo grupo. * p < 0.05; ** p < 0.01 (* respecto a los animales HIV + VEH PND
6; S respecto a los animales HIV + VEH PND 14) (N=8-16)

En conclusién, los resultados del Diseiio experimental 1 permiten demostrar que la inyeccion
paraventricular de 0,2 U de Colagenasa de Chlostridium provocd una hemorragia de tamaiio
variable y constante que, de manera secundaria, indujo la alteracién de la BHE y de diversos
eventos fisiopatolégicos descritos en esta enfermedad. Por otro lado, se observd coémo
independientemente del volumen de la lesidn, este dafio se atenud a lo largo del tiempo, lo que,

a pesar de todo, no exime al individuo de sufrir alteraciones funcionales y neuroanatémicas a

largo plazo.

128



Efecto terapéutico del CBD

Una vez desarrollado un modelo animal que reproduce de manera eficaz la fisiopatologia y
secuelas de la HIV, iniciamos la busqueda de una terapia que pudiese prevenir el desarrollo de
la PC. Para ello, este disefio experimental se dividid en tres subapartados diferentes en los que
se valoré el posible efecto neuroprotector del CBD administrado postlesionamente vy

prenatalmente de forma Unica o combinada.

Tratamiento postnatal con CBD

Para evaluar el efecto terapéutico del CBD administrado postlesionalmente, en primer lugar,
analizamos su eficacia tras ser administrado 6 horas después del dafio, ya que en la clinica el

diagndstico nunca suele ser inmediato.

Efecto neuroprotector del CBD administrados 6 horas después de la hemorragia

Al igual que en el Disefio experimental anterior, inicialmente evaluamos la ganancia de peso de
los animales tratados en comparacion con los otros grupos. Como se indica en la Fig. 57, el
tratamiento con CBD evit6 la pérdida de peso a largo plazo presente en los animales HIV tratados

con vehiculo, a pesar de presentar un peso inicial (PND 1) similar.
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Figura 57. Efecto del CBD sobre el peso. El tratamiento con CBD a las 6 horas después del dafio previene de forma total
la pérdida de peso presente en el modelo (A) Peso (g). (B) Ganancia de peso (g). Los datos representados son la media
de cada grupo + SEM con respecto a los controles. Se llevé a cabo el andlisis estadistico mediante ANOVA de una via
seguido de un post-test de Bonferroni. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $
respecto a los animales HIV + VEH) (N=30)
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En cuanto al efecto producido sobre el volumen de sangrado, la administracién postlesional de
CBD a las 6 horas redujo el volumen de la lesidn a corto (Fig. 58 A) y a largo plazo (Fig. 58 B). Por
otro lado, aunque en los estudios que realizamos para evaluar el progreso de la lesién no hubo
correlacién entre el volumen a corto y largo plazo (Fig. 58 C), las diferencias con el grupo HIV +
VEH no fueron estadisticamente significativas (Fig. 58 D). Por lo tanto, aunque el tratamiento
postlesional con CBD a las 6 h después del dafio redujo el volumen de dafio, su mantenimiento

a lo largo del tiempo no es significativamente diferente al de los animales tratados con vehiculo.
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Figura 58. Efecto del CBD administrado 6 horas después del dafio sobre el volumen de lesion. El tratamiento con CBD
a las 6 horas reduce el volumen de dafio a corto y largo plazo (A) Porcentaje de lesion a PND 6 (B) Porcentaje de lesion
a PND 45. (C) Correlacion entre el porcentaje de lesion a corto y a largo plazo en el grupo HIV+CBD 1X. (D) Porcentaje
de lesidn a largo plazo respecto corto plazo. Los datos representados son la media de cada grupo + SEM. Se llevd a cabo
el analisis estadistico mediante una t-Student. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 ($ respecto a los animales HIV +
VEH). En la Fig. C, los datos no siguen una distribucion normal, por lo que se realizé una correlacion de Spearman. (N=8-
12)
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Resultados: Efecto terapéutico del CBD

Como se indica en la Fig. 59, cuando los animales con HIV fueron tratados postlesionalmente
con CBD, en la prueba de la Geotaxia invertida los resultados fueron similares al grupo control
(Fig. 59 A); sin embargo, como tampoco hubo diferencias con los animales HIV + VEH, la mejora
en esta prueba fue solo parcial. No obstante, en las pruebas del Grip y Grasp (Fig. 59 By C), los
animales tratados con CBD presentaron una puntuacion similar a los controles y mayor que el
grupo lesionado tratado con vehiculo. En este sentido, el tratamiento postlesional en una Unica
dosis evitd parcialmente las secuelas del modelo presentes a medio plazo. Asi mismo, a largo
plazo a pesar de que el grupo tratado no logré reducir las diferencias observadas respecto de
los controles en la prueba del CRT (Fig. 59 D), si se produjo diferencias en el resto de test
realizados. En este sentido, los animales tratados presentaban un tiempo en cruzar la barra de
1 m inferior que el grupo HIV + VEH, pero también superior al grupo control (Fig. 59 E); sin
embargo, las diferencias entre el grupo SHAM y el grupo CBD desaparecia cuando se evalué el
porcentaje de caidas en esta misma prueba (Fig. 59 F). Asimismo, en la prueba del NOR, los
animales HIV tratados con CBD presentaron una mayor preferencia por el objeto nuevo que los
animales lesionados sin tratar (Fig. 59 G). En conjunto, estos datos indican que el tratamiento
postlesional con CBD redujo, al menos parcialmente, las secuelas motoras y cognitivas presentes

a largo plazo en nuestro modelo.
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Figura 59. Puntuacion de los test neuroconductuales realizados a medio (PND 14) y largo plazo (PND 45). El tratamiento
con CBD a las 6h previene parcialmente el déficit neuroconductual a medio y largo plazo. (A) Segundos necesarios para

que el animal gire 180° en una plataforma con una pendiente de 45°. (B) Suma de la puntuacion del reflejo de Grip en

todas las patas del animal. (C) Fuerza ejercida por las patas traseras del animal sobre una superficie plana. Todos los
resultados son el tanto por 1 de los controles de la cada una de las camadas. (D) Preferencia por la pata ipsilateral. (Ey F)
Tiempo y porcentaje de caidas. Los resultados de la barra es el tanto por 1 respecto al grupo control. (G) Preferencia por
el objeto nuevo. Los datos representados son la media de cada grupo + SEM. Se llevo a cabo el analisis estadistico
mediante ANOVA de una via seguido de un post-test de Bonferroni. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los

animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=25)
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Dado que parte del efecto terapéutico del CBD sobre el dafio cerebral se debe a sus propiedades
antiinflamatorias, y en nuestro modelo existe un ambiente inflamatorio exacerbado, decidimos
evaluar hasta qué punto el CBD logrd reducir este evento fisiopatoldgico a largo plazo. Al igual
que en otros modelos animales de PCI, el tratamiento postlesional con CBD en una Unica dosis
redujo los niveles de expresion del receptor TLR-4, incrementados como consecuencia de la
lesién. No obstante, este efecto fue menos potente cuando analizamos los niveles de expresion
de Nfk-B y Cox-2, ya que se perdieron las diferencias significativas con los grupos control y
HIV+VEH (Fig. 60). Estos resultados sugieren que los efectos protectores del CBD en nuestro

modelo animal se debieron, al menos parcialmente, a su efecto antiinflamatorio.
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Figura 60. Analisis bioquimico de la expresion de marcadores proinflamatorios a largo plazo. El CBD administrado
a las 6h previene parcialmente la inflamacidn. Los datos representados son la media de cada grupo + SEM con
respecto a los controles. Se utilizé el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p <0.05;
** p<0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; S respecto a los animales HIV + VEH) (N=5-12)

Aunque anteriormente relacionamos los déficits neuroconductuales con el dafio en la SB a largo
plazo, en contra de lo esperado, el tratamiento con CBD no consiguié evitar el descenso de la
inmunorreactividad de MBP en el CC tras la HIV (Fig. 61 A), ni la pérdida de area de esta
estructura (Fig. 61 B), ya que no hubo diferencias con el grupo HIV + VEH pero si con los animales
controles. En el caso de la pérdida de volumen del HI, el CBD solamente consiguid reducirla
parcialmente (Fig. 61 C). Curiosamente, los estudios correlacionales demostraron que la
afectacién del CC era independiente del volumen de lesidon (Fig. 61 D y E), resaltando la

relevancia de otros elementos mas alla que el volumen de sangrado.
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Resultados: Efecto terapéutico del CBD
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Figura 61. Analisis del dafio en la SB a largo plazo y su relacidn con el volumen de lesion en el tratamiento de CBD a
las 6h. El tratamiento con CBD a las 6h no previene el dafio en la SB a largo plazo. (A) Ratio de los niveles de intensidad
de sefial MBP en lado ipsilateral vs contralateral del CC. Escala: 50um. (B) Area del CC. (C) Ratio entre el area del
hemisferio ipsilateral vs hemisferio contralateral. (D) Correlacion entre el area del CCy el volumen de la lesién a PND 6.
(E) Correlacion entre el area del CCy el volumen de la lesion a PND 45. Los datos representados son la media de cada
grupo + SEM con respecto a los controles. Se utilizd el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de
Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH). En los estudios correlacionales los
datos siguen una distribucidon normal, por lo que se realizd una correlacién de Pearson (N=8).

En definitiva, a pesar de que el CBD administrado 6 h después de la HIV fue capaz de evitar

parcialmente el déficit conductual y la neuroinflamacion, no ejercid ningun efecto sobre el dafio
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de la SB evaluada a largo plazo. Por ello, fue necesario evaluar cuando es necesario iniciar el

tratamiento para aumentar su potencial terapéutico.

Ventana terapéutica del CBD

La PCOH es una enfermedad cuya incidencia es mayor en paises subdesarrollados, en los que el
diagndstico e inicio del tratamiento pueden llegar a ser en algunos casos demasiado tarde. Por
otro lado, el CBD es un farmaco que ha conseguido obtener efectos neuroprotectores 18 h
después del dafio??. En este sentido, se compard el efecto del CBD administrado a las 18, 24 y
48 h con el grupo que inicié su tratamiento 6 h después, con el objetivo de identificar el

momento éptimo en el que se deberia tratar a los individuos o su ventana terapéutica.

Para ello, primero se evalud el efecto del CBD administrado en diferentes puntos temporales
sobre el volumen de dafio a corto y largo plazo. Cabe destacar que como consecuencia de la
ausencia de efecto en esta y en el resto de las pruebas, los datos del grupo CBD que inici6 su
tratamiento a las 48 h no se incluyeron. En cuanto al resto de grupos, observamos cémo el grupo
tratado a las 6 h fue el Unico capaz de reducir el volumen de HIV respecto al grupo tratado con
VEH tanto a corto y largo plazo (Fig. 62 Ay B). Sin embargo, independientemente del momento
en el que se iniciara el tratamiento, el CBD fue capaz de evitar el mantenimiento del dafo a lo

largo del tiempo (Fig. 62 C-E).
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Resultados: Efecto terapéutico del CBD
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Figura 62. Efecto del CBD administrado a las 6, 18 y 24 horas después del dafio sobre la lesidn. El tratamiento con CBD
a las 6 horas fue la Unica dosis capaz de reducir el volumen de dafio tanto a corto como a largo plazo (A) Porcentaje de
lesién a PND 6. (B) Porcentaje de lesién a PND 45. (C) Correlacidn entre el porcentaje de lesidn a corto y a largo plazo en
el grupo HIV+CBD 6h. (D) Correlacion entre el porcentaje de lesidén a corto y a largo plazo en el grupo HIV+CBD 18h. (E)
Correlacion entre el porcentaje de lesién a corto y a largo plazo en el grupo HIV+CBD 24h. Los datos representados son
la media de cada grupo * SEM con respecto a los controles. Se utilizé el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un
post-test de Dunn. * p < 0.05 ($ respecto a los animales HIV + VEH; # respecto a los animales HIV + CBD 6h). En |a Fig. C-
E, los datos no siguen una distribucion normal, por lo que se realizé una correlacidn de Spearman. (N=8-12)

En los estudios neuroconductuales observamos cémo en el test de la Geotaxia Invertida, solo el
grupo que recibid la administracién de CBD a las 6 horas presentd un tiempo de rotacién menor
que el grupo lesionado sin tratamiento (Fig. 63 A). Por otro lado, en la prueba de Grip se observo
como el tratamiento con este fitocannabinoide, independientemente del momento de
administracidén, condujo a una puntuacion igual a la de los controles y superior que el grupo HIV
+ VEH (Fig. 63 B). Por el contrario, estos mismos grupos solo lograron evitar parcialmente la

alteraciéon motora en la prueba del Grasp, ya que no mostraron diferencias con ninguno de los

grupos tratados con VEH (Fig. 63 C).

De manera adicional, a largo plazo, en la prueba del CRT, solo los animales tratados a las 6 h
presentaban una mayor tasa de contactos realizados con la pata contralateral en comparacién
con el grupo VEH, mientras que el resto de los grupos tratados no presentaron diferencias entre

ellos ni con los animales tratados con VEH (Fig. 63 D). Asimismo, todos los grupos con
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tratamiento mejoraron parcialmente la puntuacién obtenida en la prueba de BW tanto en la

latencia como en el porcentaje de caidas (Fig. 63 E y F). Finalmente, en la prueba del NOR los

grupos tratados a las 6 y 18 h presentaron una preferencia por el objeto nuevo similar a los

controles y mayor que el grupo HIV sin tratar, mientras que en el grupo restante la mejora fue

solamente parcial (Fig. 63 G).
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Figura 63. Puntuacion de las pruebas neuroconductuales realizados a medio (PND 14) y largo plazo (PND 45). El
CBD independientemente de su momento de admnistracion ejerce una mejora parcial a nivel neuroconductual. (A)

Segundos necesarios para que el animal gire 180° en una plataforma con una pendiente de 45°. (B) Suma de la
puntuacion del reflejo de Grip en todas las patas del animal. (C) Fuerza ejercida por las patas traseras del animal
sobre una superficie plana. Todos los resultados son el tanto por 1 de los controles de la cada una de las camadas.
(D) Preferencia por la pata ipsilateral. (E y F) Tiempo y porcentaje de caidas. Los resultados de la barra es el tanto
por 1 respecto al grupo control. (G) Preferencia por el objeto nuevo. Los datos representados son la media de cada
grupo = SEM. Se utiliz6 el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p <
0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=10-15)

Finalmente, se evalud si esta mejora funcional era consecuencia de un efecto neuroprotector

sobre el dafo de la SB. Ninguno de los tratamientos evitd la pérdida de area del CC, ya que todos

los grupos HIV mostraron diferencias con el grupo SHAM (Fig. 64 A). Por otro lado, a pesar de

que en todos los grupos tratados desaparecian las diferencias con los controles en la pérdida de

area del hemisferio ipsilateral (HI), no alcanzaron diferencias con el grupo lesionado tratado con

vehiculo (Fig. 64 B). En este sentido, en contra de los resultados obtenidos en el volumen de

dafio y en la funcionalidad neurocognitiva donde habia una mejora parcial, el CBD,

independientemente del momento en el que se administra, no evita el dafo en la SB.
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Figura 64. Analisis del dafio en la SB a largo plazo y su relacién con el volumen de lesion en el tratamiento con
CBD. El tratamiento con CBD no previene el dafio en la SB a largo plazo. (A) Area del CC. (B) Ratio entre el area del
hemisferio ipsilateral vs hemisferio contralateral. Los datos representados son la media de cada grupo + SEM con
respecto a los controles. Se utilizé el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05;
**p<0.01; ¥**p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH) (N=10-15)

En conclusidn, aunque el tratamiento con CBD a las 6 h después del dafo ejerce un efecto
neuroprotector mas potente que en el resto de los tratamientos, su eficacia puede ser
significativa hasta 24 h después. Asimismo, se ha observado que en nuestro modelo animal la
administracién de CBD a las 6 h es el punto dptimo en el que iniciar el tratamiento. No obstante,
dado que se ha demostrado que el dafo se mantiene a lo largo del tiempo, una Unica dosis de

CBD parece ser insuficiente. Por ello, el siguiente objetivo que propusimos fue evaluar si la

administracién multiple de CBD a las 6, 24 y 48 h mejoraba los resultados vistos previamente.
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Efecto neuroprotector del CBD administrados en multiples dosis

Al igual que en los puntos anteriores, realizamos una comparacién del peso inicial asi como la
ganancia de este entre los diferentes grupos experimentales. A pesar de no encontrarse
diferencias en el peso inicial (Fig. 65 A), la diferencia en la ganancia de peso entre el grupo SHAM
y HIV + VEH desaparecia por completo cuando recibian el tratamiento multiple con CBD (Fig. 65
B). Esto sugiere nuevamente que el tratamiento con CBD podria estar produciendo una mejora

en el bienestar del animal.
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Figura 65. Efecto del CBD sobre el peso. El tratamiento con CBD en multiples dosis después del dafio previene de
forma total la pérdida de peso presente en el modelo (A) Peso (g). (B) Ganancia de peso (g). Los datos
representados son la media de cada grupo + SEM con respecto a los controles. Se llevé a cabo el andlisis
estadistico mediante ANOVA de una via seguido de de un post-test de Bonferroni. * p <0.05; ** p < 0.01; ***p <
0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=30)
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En cuanto al efecto del CBD sobre la hemorragia per se, la administracion multiple de este
farmaco redujo el porcentaje de la lesién tanto a corto (Fig. 66 A) como a largo plazo (Fig. 66 B).
No obstante, los estudios correlacionales indicaron que la administracién de CBD en multiples
dosis no fue capaz de evitar que la lesién se mantuviese a lo largo del tiempo (Fig. 66 C); este
dato se confirma nuevamente en la siguiente grafica, donde no se aprecian diferencias
significativas entre el HIV + VEH y CBD3X (Fig. 66 D). Por lo tanto, aunque el tratamiento con
CBD en multiples dosis redujo el volumen de lesién a corto y largo plazo, fue incapaz de evitar

la progresion de esta durante la vida del individuo.
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Figura 66. Efecto del CBD administrado en muiltiples dosis sobre la lesidn. El tratamiento con CBD en multiples dosis
reduce el volumen de lesidn tanto a corto como a largo plazo (A) Porcentaje de lesién a PND 6 (B) Porcentaje de lesion
a PND 45. (C) Correlacion entre el porcentaje de lesidn a corto y a largo plazo en el grupo HIV+CBD 3X. (D) Porcentaje
de lesidn a largo plazo respecto corto plazo. Los datos representados son la media de cada grupo + SEM. Se llevd a
cabo el andlisis estadistico mediante una t-Student. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 ($ respecto a los animales
HIV + VEH). En la Fig. C, los datos no siguen una distribucion normal, por lo que se realizé una correlacién de Spearman.
(N=8-12).

En cuanto a los estudios neuroconductuales realizados a medio plazo, al igual que
anteriormente, los animales tratados presentaron una reduccidn parcial en el tiempo de la
prueba de la Geotaxia inversa en comparacion con el grupo lesionado tratado con VEH (Fig. 67
A). En cuanto a las pruebas de Grasp y de Grip, en ambos tests los animales tratados presentaron
una puntuacion mayor que el grupo HIV + VEH y similar a la de los controles (Fig. 67 By C). Por
lo tanto, al igual que en el grupo tratado a las 6 h, la administracion de CBD durante 3 dias
consecutivos fue capaz de evitar la alteracion de los reflejos estudiados a PND 14. En cuanto a
las pruebas realizadas a PND 45, los animales que recibieron CBD de forma multiple presentaron

en la prueba del CRT una preferencia por la pata contralateral mayor que los animales lesionados
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sin tratar (Fig. 67 D). Un resultado similar se observo al evaluar el tiempo en cruzar la Barra (Fig.
67 E); no obstante, el tratamiento solo fue capaz de reducir parcialmente el porcentaje de
caidas, ya que este grupo no presenté diferencias con ninguno de los grupos restantes (Fig. 67
F). Igualmente, en la prueba del NOR, los animales tratados no presentaron diferencias con el
resto de los grupos (Fig. 67 G). En conjunto, el tratamiento con CBD, esta vez en multiples dosis,

fue capaz de reducir las secuelas producidas por la HIV en nuestro modelo animal.
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Figura 67. Resultados de los test neuroconductuales realizados a medio (PND 14) y largo plazo (PND 45). El
tratamiento con CBD previene el déficit motor a medio y largo plazo. (A) Tiempo (s) necesario para que el animal
gire 180° en una pendiente inclinada de 45°. (B) Suma de la puntuacion del reflejo de Grip en todas las patas del
animal. (C) Fuerza ejercida por las patas traseras del animal sobre una superficie plana. Los resultados son el
tanto por 1 de los controles de la cada una de las camadas. (D) Preferencia por la pata ipsilateral. (E y F) Tiempo
y porcentaje de caidas. Los resultados de la barra es el tanto por 1 respecto al grupo control. (G) Preferencia por
el objeto nuevo. Los datos representados son la media de cada grupo + SEM. Se utilizé el test no paramétrico
Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales
SHM + VEH; (S respecto a los animales HIV + VEH) (N=25)

En cuanto a su posible potencial antiinflamatorio, se comprobéd que el tratamiento de CBD en
multiples dosis redujo los niveles de expresion del receptor TLR-4, y del factor NfK-B, ambos
marcadores clasicos de neuroinflamacién. Sin embargo, la mejora sobre los niveles de la enzima
Cox-2 fue solo parcial, ya que los animales tratados no mostraron diferencias con los grupos
restantes (Fig. 68). Asi, la administracion de CBD durante 3 dias consecutivos consiguié un mayor

potencial antiinflamatorio en comparacién con los animales tratados en una Unica dosis.
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Figura 68. Analisis bioquimico de la expresion de marcadores proinflamatorios a largo plazo. El CBD administrado
en multiples dosis reduce los niveles de marcadores inflamatorios. Los datos representados son la media de cada
grupo + SEM con respecto a los controles. Se utilizé el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de
Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV +
VEH) (N=8)

En cuanto al daino en la SB, en los andlisis inmunohistoquimicos los animales con tratamiento
multiple presentaban una intensidad de sefial de la proteina MBP similar a los controles, pero
sin alcanzar diferencias con los animales tratados con VEH (Fig. 69 A). En cuanto a los estudios
macroscépicos, observamos como los animales con tratamiento multiple presentaban un grosor
del CC menor que los controles (e igual al de los animales lesionados sin tratar) (Fig. 69 B),
indicando de nuevo que el tratamiento postlesional de CBD no evité la hipomielinizacion a largo
plazo en el CC. Por dultimo, el CBD administrado en multiples dosis tampoco evitd
completamente la pérdida de area del HI, ya que, no presenta diferencias ni con los controles ni
con los animales lesionados tratados con vehiculo (Fig. 69 C). Sin embargo, de manera contraria
a lo observado en el grupo tratado a las 6 h con una sola dosis, los estudios correlacionales
mostraron una relacidn entre el volumen de la hemorragia tanto a corto (Fig. 69 D) como a largo
plazo (Fig. 69 E) y el grosor del CC evaluado a nivel macroscépico. En conjunto, estos resultados
indican que el tratamiento postlesional con CBD es incapaz de evitar de manera total la

alteracion de la SB a largo plazo.
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Figura 69. Analisis del dafio en la SB a largo plazo y su relacién con el volumen de lesion en el tratamiento con CBD en
multiples dosis. El tratamiento con CBD de forma multiple no previene el dafio en la SB a largo plazo. (A) Ratio de los
niveles de intensidad de sefial MBP en lado ipsilateral vs contralateral del CC. Escala: 50um. (B) Area del CC. (C) Ratio entre
el area del hemisferio ipsilateral vs hemisferio contralateral. (D) Correlacion entre el area del CCy el volumen de la lesion
a PND 6. (E) Correlacidn entre el drea del CCy el volumen de la lesién a PND 45. Los datos representados son la media de
cada grupo + SEM con respecto a los controles. Se utilizé el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de
Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH). En los estudios correlacionales los
datos siguen una distribucién normal, por lo que se realiz6 una correlacién de Pearson (& respecto al grupo HIV+CBD 3X)
(N=10-15).

En conclusion, aunque la administracion de CBD en multiples dosis fue capaz de ejercer un efecto
neuroprotector mas potente que cuando se administré de manera Unica, ciertos paradmetros como

la prueba del NOR o el dafio en la SB no se normalizaron completamente.
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Tratamiento prenatal con CBD

Debido a que no se encontré un efecto terapéutico totalmente eficaz por parte del CBD cuando
es administrado postlesionalmente, se planted la posibilidad de aplicarlo antes del dafo, es
decir, prenatalmente. Debido a la ausencia de estudios previos, en este apartado se evalué la
dosis minima necesaria con la que el CBD atraviesa la barrera placentaria y alcanza el SNC de las

crias, asi como su potencial terapéutico sobre la HIV.

El CBD administrado prenatalmente es capaz de atravesar la barrera placentaria

Como se indica en |la Tabla 8, en todas las dosis administradas en E21 se encontraron diferentes
cantidades de CBD tanto en cerebro como en el plasma de los recién nacidos, confirmando asi
la capacidad de este fitocannabinoide para atravesar la barrera placentaria. Ademas, la
concentracién cerebral de este cannabinoide fue dosis-dependiente. Sin embargo, dado que en
estudios previos se establecié la concentracién comprendida entre 0,03-0,06 ng / kg como

239

neuroprotectora **°, escogimos la dosis prenatal de 10 mg / kg como vélida para llevar a cabo

los estudios de neuroproteccién del CBD en la HIV.

Dosis madre Cantidad CBD de Cantidad CBD de
tejido (pmol/mg) sangre (pmol/mg)
10 mg /kg 0.04 (0.007) 1.55 (0.25)
50 mg /kg 0.29 (0.04) 9.75 (1.48)
100 mg /kg 0.85 (0.20) 27.29 (7.16)
200 mg /kg 11.07 (6.32) 300.52 (175.30)

Tabla 8. Niveles de CBD (pmol/mg) en tejido cerebral y en sangre de las crias en cada una de
las dosis administradas prenatalmente.

La administracion prenatal de CBD ejerce un efecto neuroprotector en la PCOH

Al igual que en puntos anteriores, se evalué inicialmente si los animales presentaban un peso
inicial similar a la del resto de grupos. Como se muestra en la Fig. 70 A, la ausencia de diferencias
en la media de peso inicial de los diferentes animales sugiere que el tratamiento prenatal con
CBD no produjo ninguin efecto sobre el tamafio o desarrollo de las crias al nacer. En cuanto a la
ganancia de peso, requisito que usamos para valorar la mejora del bienestar animal, observamos
como el tratamiento prenatal evitd la pérdida de peso observada en el grupo HIV + VEH (Fig. 70

B).
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Figura 70. Efecto del CBD administrado prenatalmente sobre el peso. El tratamiento prenatal con CBD previene de
forma total la pérdida de peso presente en el modelo (A) Peso (g). (B) Ganancia de peso (g). Los datos representados
son la media de cada grupo = SEM con respecto a los controles. Se llevd a cabo el andlisis estadistico mediante ANOVA
de una via seguido de un post-test de Bonferroni. * p <0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM
+ VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=20)

A diferencia de los resultados mostrados en apartados anteriores, esta vez el tratamiento
prenatal con CBD no redujo el volumen de hemorragia a corto plazo (Fig. 71 A), aunque si tuvo
un resultado positivo cuando se analizé a largo plazo (Fig. 71 B). Adicionalmente, observamos
como estos mismos animales no presentaron ningun tipo de correlacion entre los volimenes de
lesién a corto y largo plazo (Fig. 71 C); aunque no se apreciaron diferencias respecto al grupo

vehiculo (Fig. 71 D).
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Figura 71. Efecto del CBD administrado prenatalmente sobre el porcentaje de lesién. El tratamiento con CBD
administrado prenatalmente reduce el porcentaje de lesidon tanto a corto como a largo plazo (A) Porcentaje de lesion
a PND 6 (B) Porcentaje de lesién a PND 45. (C) Correlacidn entre el porcentaje de lesidn a corto y a largo plazo en el
grupo HIV+CBD PRE. (D) Porcentaje de lesién a largo plazo respecto corto plazo. Los datos representados son la media
de cada grupo + SEM. Se llevd a cabo el analisis estadistico mediante una t-Student. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p <
0.001 (S respecto a los animales HIV + VEH). En la Fig. C, los datos no siguen una distribucién normal, por lo que se
realiz6 una correlacion de Spearman. (N=8-12).

En cuanto a las pruebas neuroconductuales, observamos como los animales tratados con CBD
prenatalmente presentaron un menor tiempo en la prueba de la Geotaxia invertida (Fig. 72 A),
sin embargo, estas diferencias solo fueron parciales. Asimismo, en las pruebas de Grip y Grasp,
el grupo tratado con CBD presentd resultados similares a los HIV + VEH y menores que los
controles (Fig. 72 B y C). Por lo tanto, en conjunto, estos datos indican que el CBD administrado
prenatalmente apenas tiene un efecto sobre la afectacién motora a corto plazo. En cuanto a las
pruebas realizadas a largo plazo, el grupo tratado prenatalmente presentd una mayor
preferencia por la pata contralateral en la prueba del CRT (Fig. 72 D), y un menor tiempo y
porcentaje de caidas en la prueba de la Barra (Fig. 72 E y F) en comparacion con el grupo HIV +
VEH. Sin embargo, en la prueba del NOR, el grupo que recibioé tratamiento prenatal solo mejoré

parcialmente la puntuacion obtenida por el grupo HIV tratado con vehiculo (Fig. 72 G). Por lo
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Figura 72. Resultado de los test neuroconductuales realizados a medio (PND 14) y largo plazo (PND 45). El
pretratamiento con CBD previene parcialmente el déficit motor a medio y largo plazo. (A) Segundos necesarios para
que el animal gire 180° en una plataforma con una pendiente inclinada de 45° (B) Suma de la puntuacion del reflejo de
Grip en todas las patas del animal. (C) Fuerza ejercida por las patas traseras del animal sobre una superficie plana. Todos
los resultados son el tanto por 1 de los controles de la cada una de las camadas. (D) Preferencia por la pata ipsilateral.
(E y F) Tiempo y porcentaje de caidas. Los resultados de la barra es el tanto por 1 respecto al grupo control. (G)
Preferencia por el objeto nuevo. Los datos representados son la media de cada grupo + SEM. Se utilizé el test no
paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los
animales SHM + VEH; ($ respecto a los animales HIV + VEH) (N=25)
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De nuevo, para evaluar el potencial antiinflamatorio del CBD, esta vez administrado
prenatalmente, se analizd por WB los niveles de expresion de varios integrantes de la via de
activacion de TLR-4. Los animales tratados prenatalmente presentaron unos niveles de
expresion del receptor TLR-4 y de Cox-2 similares a los controles e inferiores que los animales
HIV + VEH; sin embargo, aunque los niveles de expresion del factor Nfk-B fueron similares a los
del control, no se observaron diferencias respecto al grupo lesionado sin tratar (Fig. 73). Por lo
tanto, el pretratamiento con CBD promovié un ambiente antiinflamatorio que se mantuvo a lo

largo del tiempo.
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Figura 73. Analisis bioquimico de la expresion de marcadores proinflamatorios a largo plazo. El pretratamiento
con CBD reduce los niveles inflamatorios. Los datos representados son la media de cada grupo + SEM con respecto
a los controles. Se utilizo el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p <
0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=8)

En cuanto al efecto del CBD prenatal sobre el dafio en la SB, observamos como los animales
tratados presentaron una mayor inmunorreactividad de MBP (Fig. 74 A), y una menor pérdida
del drea del CCy del HI (Fig. 74 B y C). Sin embargo, esta prevencion fue solamente parcial, ya
gue aunque no se observaron diferencias con los controles, tampoco existian con los HIV + VEH.
A su vez, no hubo ningun tipo de relacién entre el porcentaje de lesién a corto (Fig. 74 D) ni a
largo (Fig. 74 E) plazo con el area del CC. Por tanto, el tratamiento prenatal con CBD impidié de
una manera mas eficaz que en el tratamiento postlesional, la pérdida de volumen de SB asi,

como la mielinizacién de diferentes estructuras encargadas de la funcionalidad motora.

147



150+ SHAM VEH HIV VEH HIV CBD PRE

100

o
k=]
I

04

Intensidad de sefial MBP / mm?
(ratio contralateral / ipsilateral)

-

50

Areacc

04

Ratio area Hl / area HD

D 1 E 14 B sHWM + VEH
0 wiveven
[ ] Hiv+cBDPre

0.9 0.9

AreaCC
Areacc

0.8 0.8

0.7 0.7

] + L @ o

e
°

4+ L3 o

% Lesion PND6 % de lesion PND45

Figura 74. Analisis del dafio en la SB a largo plazo y su relacion con el volumen de lesién en el pretratamiento con CBD. El
tratamiento prenatal con CBD previene parcialmente el dafio en la SB a largo plazo. (A) Ratio de los niveles de intensidad de
sefial MBP en lado ipsilateral vs contralateral del CC. Escala: 50um. (B) Area del CC. (C) Ratio entre el 4rea del hemisferio
ipsilateral vs hemisferio contralateral. (D) Correlacion entre el area del CCy el volumen de la lesiéon a PND 6. (E) Correlacién
entre el area del CC y el volumen de la lesién a PND 45. Los datos representados son la media de cada grupo + SEM con
respecto a los controles. Se utilizé el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p <
0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH). En los estudios correlacionales los datos siguen una distribucién
normal, por lo que se realizé una correlacién de Pearson (N=8).

En conclusidn, la administracion de CBD prenatal a 10 mg/kg fue capaz de atravesar la barrera
placentaria y alcanzar en el cerebro de las crias concentraciones que, al menos parcialmente, pueden
ser consideradas como neuroprotectoras. A su vez, se demostrd que a pesar de no reducir el volumen
de lesidn, la actuacién sobre los eventos fisiopatolégicos pueden reducir las consecuencias de la
PCOH, algo que se ha demostrado también cuando los animales fueron tratados postnatalmente con

el derivado terpenoide VCE-005.1 (Fig. S1-3).
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Administracion combinada de CBD pre y postnatalmente

Tomados en conjunto los resultados obtenidos en el tratamiento de CBD antes y después del
dafio, se decidid combinar ambas formas de tratamiento con el objetivo de actuar lo antes
posible, y de mantener el efecto protector del CBD durante el mayor tiempo posible. En este
sentido, se evalud el efecto del CBD administrado a una madre en periodo gestacional E21, y

posteriormente tratando a las crias 6, 24 y 48 h después del dafio.

Si nos fijamos en el peso inicial de los animales y la ganancia de este a lo largo del tiempo,
inicialmente observamos como el grupo tratado presentaba un menor peso que el resto de los
grupos (Fig. 75 A). No obstante, observamos que al tratar de forma combinada a los animales

HIV la pérdida de peso se reducia en relacidn con los animales tratados con VEH (Fig. 75 B).
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Figura 75. Efecto del CBD administrado antes y después del dafio sobre el peso. El tratamiento pre y postnatal
con CBD previene de forma total la pérdida de peso presente en el modelo (A) Peso (g). (B) Ganancia de peso
(g). Los datos representados son la media de cada grupo + SEM con respecto a los controles. Se llevé a cabo el
analisis estadistico mediante ANOVA de una via seguido de un post-test de Bonferroni. * p < 0.05; ** p < 0.01;
***n < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=20)

En cuanto al efecto sobre el volumen de dafio, el grupo tratado presentd un tamafio de la lesion
menor tanto a corto (Fig. 76 A) como a largo (Fig. 76 B) plazo en comparacién con el grupo
tratado con vehiculo. A su vez, en los estudios correlacionales se observd que el dafio no
progresaba a lo largo del tiempo (Fig. 76 C), siendo esta progresidn significativamente diferente
a la del grupo HIV + VEH (Fig. 76 D). Por lo tanto, el tratamiento de CBD combinado no solo

redujo el volumen de dafio, sino que también evité su progreso a lo largo del tiempo.
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Figura 76. Efecto del CBD administrado de forma combinada sobre el porcentaje de lesion. El tratamiento con CBD
administrado pre y postnatalmente reduce el porcentaje de lesidn tanto a corto como a largo plazo (A) Porcentaje
de lesion a PND 6 (B) Porcentaje de lesién a PND 45. (C) Correlacion entre el porcentaje de lesidén a corto y a largo
plazo en el grupo HIV+CBD Pp. (D) Porcentaje de lesion a largo plazo respecto corto plazo. Los datos representados
son la media de cada grupo + SEM. Se llevd a cabo el andlisis estadistico mediante una t-Student. * p < 0.05; ** p <
0.01; ***p < 0.001 (S respecto a los animales HIV + VEH). En la Fig. C, los datos no siguen una distribucién normal,
por lo que se realizé una correlacion de Spearman. (N=8-12).

En los estudios neuroconductuales, la administracion combinada de CBD ejercié un efecto
neuroprotector tanto a medio como a largo plazo. Es decir, a PND 14 los animales tratados
presentaron un tiempo similar a los controles y menor que el grupo HIV + VEH en la prueba de
la Geotaxia Negativa (Fig. 77 A). Similares resultados se obtuvieron en la prueba de Grip (Fig.
77 B) y del Grasp (Fig. 77 C), donde la puntuacidn obtenida por los animales tratados con CBD
era similar a la del grupo SHAM y mayor que el grupo lesionado tratado con vehiculo. Del mismo
modo, a PND 45 el grupo tratado presentd una mejora completa en la prueba del CRT (Fig. 77

D), asi como en la prueba de BW (Fig. 77 E y F). De forma similar, el grupo tratado presenté una
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Resultados: Efecto terapéutico del CBD

preferencia por el objeto nuevo similar a la de los controles y superior a la del grupo HIV + VEH
(Fig. 77 G). Por tanto, el tratamiento combinado con CBD antes y después del dafio evité de

forma total el déficit producido por la HIV tanto a medio como a largo plazo.
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Figura 77. Resultados de los test neuroconductuales realizados a medio (PND 14) y largo plazo (PND 45). El
tratamiento combinado de CBD previene el déficit motor y cognitivo de forma total a medio y largo plazo. (A)

Segundos necesarios para que el animal gire 180° en una pendiente inclinada de 45°. (B) Suma de la puntuacidn del

reflejo de Grip en todas las patas del animal. (C) Fuerza ejercida por las patas traseras del animal sobre una superficie
plana. Todos los resultados son el tanto por 1 de los controles de la cada una de las camadas. (D) Preferencia por la
pata ipsilateral. (E y F) Tiempo y porcentaje de caidas. Los resultados de la barra es el tanto por 1 respecto al grupo
control. (G) Preferencia por el objeto nuevo. Los datos representados son la media de cada grupo + SEM. Se utilizo el
test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p <0.01; ***p < 0.001 (* respecto
a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=25)

Al igual que en puntos anteriores, se estudid el potencial antiinflamatorio del tratamiento
combinado con CBD. El grupo tratado presentd a largo plazo unos niveles menores en
comparacién con el grupo lesionado tratado con VEH en los niveles de expresion de todos los
integrantes analizados de la via de TLR-4 (Fig. 78), demostrando que el tratamiento con CBD
antes y después del dafio consiguié un mayor potencial antiinflamatorio que en los casos

anteriores.
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Figura 78. Analisis bioquimico de la expresion de marcadores proinflamatorios a largo plazo. El tratamiento
con CBD administrado pre y postnatalmente previene la neuroinflamacion a largo plazo. Los datos representados
son la media de cada grupo + SEM con respecto a los controles. Se utilizo el test no paramétrico Kruskal-Wallis
seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $
respecto a los animales HIV + VEH). (N=8-12)

En cuanto al posible efecto neuroprotector sobre el dafio en la SB, observamos como tanto en
los niveles de intensidad de sefial de la proteina MBP (Fig. 79 A), como en el area del CC (Fig. 79
B) y del HI (Fig. 79 C), el tratamiento combinado consiguié efectos beneficiosos. A su vez, el
porcentaje de lesion a corto (Fig. 79 D) y largo (Fig. 79 E) plazo no se pudieron relacionar con el
area del CC. Puede concluirse pues que el tratamiento con CBD antes y después del dafio fue la

Unica forma de evitar de forma total la alteracion de la SB a largo plazo.
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Figura 79. Analisis del dafio en la SB a largo plazo y su relacion con el volumen de lesién en el tratamiento con CBD
combinado. El tratamiento combinado de CBD previene completamente el dafio en la SB a largo plazo. (A) Ratio de los
niveles de intensidad de sefial MBP en lado ipsilateral vs contralateral del CC. Escala: 50um. (B) Area del CC. (C) Ratio
entre el drea del hemisferio ipsilateral vs hemisferio contralateral. (D) Correlacion entre el area del CC y el volumen de
la lesién a PND 6. (E) Correlacion entre el area del CC y el volumen de la lesién a PND 45. Los datos representados son
la media de cada grupo + SEM con respecto a los controles. Se utilizé el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de
un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los
animales HIV + VEH). En los estudios correlacionales los datos siguen una distribucidon normal, por lo que se realizé una
correlacion de Pearson (N=10-12).

En conclusidn, el tratamiento de la HIV con CBD antes y después del dafio fue la Unica forma de
administracién capaz de evitar totalmente las secuelas presentes en nuestro modelo animal. No
obstante, dado que en el Objetivo 3 se traté de dilucidar en detalle los eventos fisiopatoldgicos
por los que el CBD ejercia su efecto protector, se hizo una breve comparacién de todos los
grupos (postnatal, prenatal y combinada) en las pruebas que hemos ido describiendo a lo largo

de este Disefio experimental. De esta forma, el que presenté mejor resultado fue escogido para

evaluar en detalle su efecto sobre la fisiopatologia de la HIV en ratas neonatas PND 1.
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Comparacion entre las distintas formas de tratamiento de CBD en la PCOH

Como se detalla en la Tabla 9, no se observé ninguna diferencia en el peso inicial entre ninguno
de los grupos; a su vez, todos los grupos tratados presentaban una ganancia de peso superior a
la del grupo HIV + VEH y similar a los controles. En cuanto al efecto que ejerce sobre el volumen
del dafo, a corto y largo plazo, todos los grupos CBD a excepcion de los animales tratados
prenatalmente presentaron un volumen de daifio menor en comparacion con el grupo tratado
con vehiculo. No obstante, si atendemos al efecto que presenta este farmaco en la evolucion de
la lesién, observamos como solo el grupo CBD tratado de forma combinada era distinto al grupo

HIV + VEH.

En cuanto a las pruebas neuroconductuales realizadas a medio plazo (PND 14), observamos
como el grupo CBD administrado pre y postlesionalmente fue el Unico que presentd un tiempo
inferior en la prueba de la Geotaxia invertida. De la misma forma, a excepcidn del grupo tratado
prenatalmente, todas las formas de tratamiento presentaron una puntuacidon mayor que los
animales HIV + VEH en la prueba del Grip y Grasp. En cuanto a las pruebas neuroconductuales
realizadas a largo plazo, todos los grupos CBD (a excepcion de aquel que recibié una Unica dosis
postlesionalmente) presentaron una preferencia por la pata contralateral mayor que el grupo
VEH en la prueba del CRT. Del mismo modo, en la prueba de la Barra los grupos tratados con
CBD prenatalmente (independientemente de si posteriormente fueron tratados de nuevo o no)
fueron los Unicos capaces de impedir la disfuncionalidad motora. En cuanto al déficit cognitivo
evaluado en la prueba del NOR, observamos cémo los animales tratados con una Unica dosis
postlesionalmente y los animales tratados de forma combinada presentan una preferencia por
el objeto nuevo mayor (e igual a los controles) que el grupo HIV + VEH. En resumen, a pesar de
que todas las formas de tratamiento mostraron una mejora parcial en la funcionalidad motora
y cognitiva, el tratamiento con CBD combinado fue el Gnico capaz de reducir de forma total esta

alteracion en todas las pruebas.

En cuanto al andlisis del potencial antiinflamatorio del CBD, de nuevo Unicamente el
tratamiento combinado fue el Unico capaz de reducir los niveles de expresion de todos los
marcadores proinflamatorios evaluados a largo plazo. Del mismo modo, este mismo grupo fue
el Unico capaz de evitar totalmente el daiio de la SB y la hipomielinizacion, ya que fue el Unico
grupo capaz de evitar la disminucidn de los niveles de expresidn de la proteina MBP asi como la
pérdida del drea del CC presente en el modelo. A su vez, también impidié la reduccién del

volumen del HI, marcador de dafio en la SB.
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En resumen, la comparacién entre todos los grupos demuestra que todas las formas de
administracién fueron capaces de reducir el volumen sangrado, ejercer un efecto
antiinflamatorio, reducir el dafio en la SB, y en ultima instancia, evitar el déficit neuroconductual
tanto a medio como a largo plazo. Sin embargo, el grupo al que se le administré CBD de manera
combinada fue el Unico capaz de evitar las consecuencias de la HIV y alcanzar niveles similares
a los controles en todas las pruebas, por lo que fue el grupo seleccionado para estudiar las

posibles vias de actuacién del CBD sobre la prevencion de la PCOH.

Tratamiento

Prueba HIV HIV HIV

CBD 1X CBD 3X CBD Pre

Peso Peso inicial - - = -
Ganancia de Peso $ss $ss $8S 595 **
Volumen lesién PND 6 SS SS - SS
Volumen de lesién Volimen lesién PND 45 sS Ss - sS
Mantenimiento de la lesién - - - SS
Geotaxia - - o S
Grip 55 s = 555
Pruebas Grasp - 55 = $s
neuroconductuales CRT . s S $
Tiempo BW @ $s $sS s
Porcentaje de caidas en BW S - SS S
NOR $$ - . $
Marcadores Niveles TLR-4 - - - s
proinflamatorios Niveles NFk-B i i i $
Niveles Cox-2 - - - S
Hipomielinizacion y Niveles de expresion de ) _ ) $
dafio en la SB MBP
Area del CC @ xS 55 ## 55 &&
Pérdida de HI - - - SSS ##t

Tabla 9. Resumen de la comparacion entre los diferentes tratamientos en las pruebas descritas anteriormente. Los datos
representados son la media de cada grupo + SEM. Se utilizé no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn.
* p<0.05; ** p<0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; S respecto a los animales HIV + VEH; &respecto
a los animales HIV+CBD+3X; # respecto a los animales HIV+CBD1X; @ respecto a los animales HIV + CBD pre) (N=15).
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Posibles mecanismos de accion del CBD

A pesar de que hemos podido determinar el potente efecto antiinflamatorio del CBD a largo
plazo, desconocemos cdmo y cudndo este farmaco actia en el resto de los eventos
fisiopatoldgicos descrito en el modelo. En este sentido, en el Diseiio experimental 3 estudiamos
las diversas formas de actuacién en las que estd implicado el CBD en nuestro modelo animal de

PCOH, utilizando el modo de aplicacion prenatal mas postlesional en 3 dosis.

Efectos del CBD sobre la fisiopatologia a corto plazo

Anteriormente, se observé por RM como en nuestro modelo animal el sangrado inducido por la
rotura de los vasos de la MG producia un aumento en la permeabilidad de la BHE, y que este se
mantenia al menos hasta medio plazo. Como se indica en la Fig. 80, mientras que en el grupo
sin tratamiento se observé un aumento de la concentracién del agente de contraste Gd, los
animales tratados con CBD, al igual que los controles, carecian de regiones hiperdensas que

sugiriesen una posible alteracion de la BHE a PND 6.

SHAM VEH HIV VEH HIV CBD PP

GdT,

Figura 80. Imagen representativa de la extravasacion de Gd en el grupo control, HIV + VEH y HIV +
CBD llevado a cabo a PND 6. El CBD previene la extravasacién de Gd. La flecha roja indica el area de
acumulacién de Gd. Gd To: imagen pre-contraste; T;: imagen 5 post-contraste; T,: imagen a 30" post-
contraste; T3: imagen a 60°post-contraste. (N=8-10)
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De nuevo, no se observaron diferencias en los niveles de expresidon de las UEs claudina-5 ni
ocludina, ni tampoco de la proteina ICAM-1 entre ninguno de los grupos experimentales. Sin
embargo, el tratamiento con CBD redujo los niveles de expresién de la metaloproteasa MMP-9
y aumento los del receptor Mfsd2a (Fig. 81). Puede concluirse asi que parte del efecto protector
del CBD sobre la BHE podria deberse al descenso en la sintesis de MMP-9 y el aumento de

expresion del receptor Mfsd2a.
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Figura 81. Andlisis bioquimico de la expresiéon de marcadores de dafo y permeabilidad de BHE a PND 6. El CBD
previene el daio y la disfuncionalidad de la BHE a corto plazo. Los datos representados son la media de cada grupo
+ SEM con respecto a los controles. Se llevd a cabo el andlisis estadistico mediante ANOVA de una via seguido de un
post-test de Bonferroni. * p < 0.05; ** p <0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los
animales HIV + VEH) (N=8-10)

Del mismo modo, se observé una disminuciéon en los niveles de las células CD11b* con marcaje
CD45"" y CD45"e" (Fig. 82 Ay B), sugiriendo un menor reclutamiento de microglia y macréfagos
respectivamente. De la misma forma, en ambas poblaciones se produjo un descenso de la ratio
iNOS / Arg-1 cuando los animales HIV fueron tratados con CBD (Fig. 82 C y D), presentando un
fenotipo similar al de los controles. Por lo tanto, a corto plazo el tratamiento con CBD redujo la
activacion y reclutamiento de infiltrados y células del sistema inmune que podrian estar

asociados con el dafio secundario a la HIV.
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Figura 82. Analisis por CF de los niveles de expresion CD11b* / CD45* a PND 6. En nuestro modelo animal el
tratamiento con CBD previene el aumento del nimero de células con marcaje CD11b* / CD45*. (A) Pictograma que
representa el nimero de células CD11b* / CD45* del grupo control y HIV (B) Niveles de expresion de células CD11b*
con marcaje CD45 'ov y CD45 hieh entre ambos grupos (C) Pictograma representativo del niumero de células que
presentan los marcadores iNOS y Arg-1 en la poblacién CD45 High &Low en ambos grupos experimentales (D) Ratio iNOS
/ Arg-1 de células CD11b* y marcaje CD45 High&low | o5 datos representados son la media de cada grupo * SEM con
respecto a los controles. Se utilizé el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05;
** p<0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; S respecto a los animales HIV + VEH) (N=6-12)

Anteriormente, se describié que los eventos fisiopatoldgicos producidos durante la HIV en parte
se debieron al fenotipo M1 de las células del sistema inmune. Dado que el tratamiento con CBD
cambid el fenotipo de estas, se estudio si este efecto implicd un descenso en la expresién de los
componentes de la via de TLR-4 a corto plazo. El tratamiento combinado con este

fitocannabinoide redujo los niveles de expresidn tanto de la proteina TLR-4 como del factor Nfk-
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Resultados: Posibles mecanismos de accion del CBD

B. No obstante, sélo ejercidé un efecto parcial sobre los niveles de la citoquina TNF-a y de la
enzima Cox-2 (Fig. 83), ya que no se observaron diferencias con el grupo control pero tampoco
con el HIV + VEH. Por lo tanto, aunque el tratamiento con CBD sélo redujo parcialmente la
sintesis de enzimas asociadas con la inflamacién, a corto plazo este fitocannabinoide disminuyd
los niveles de TLR-4 y Nfk-B de manera completa, confirmandose asi su potente efecto

antiinflamatorio en estadios muy tempranos de la enfermedad.
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Figura 83. Analisis por WB de los niveles de expresion de marcadores proinflamatorios a PND 6. El tratamiento con
CBD previene la neuroinflamacién a corto plazo. Los datos representados son la media de cada grupo + SEM con
respecto a los controles. Se llevd a cabo el andlisis estadistico mediante ANOVA de una via seguido de un post-test de
Bonferroni. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV +
VEH) (N=8-10)

De forma similar, quisimos evaluar si el tratamiento con CBD era capaz de reducir los niveles de
otros eventos fisiopatoldgicos implicados en la patogénesis de la HIV. Los animales tratados
presentaron valores menores que los grupos HIV + VEH de Glutamato (Fig. 84 A), Lactato (Fig.
84 B) y de proteinas oxidadas (Fig. 84 D), indicando un descenso de la excitotoxicidad, dafio
tisular y estrés oxidativo respectivamente. A su vez, los efectos del tratamiento sobre los valores
de Mioinositol fueron sélo parciales (Fig. 84 C). En conjunto, estos resultados indican que a corto

plazo el CBD modula los principales mecanismos fisiopatolégicos implicados en el dafio inducido

por HIV.
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Figura 84. Niveles de Glutamato, Lactato, Mioinositol y oxidacion proteica a PND 6. EI CBD previene el aumento de
los niveles de los metabolitos analizados por H+MRS y de la oxidacion proteica analizada por el kit Oxyblot. (A) Niveles
de Glutamato (Ratio Glut / NAA) (B) Niveles de Lactato (Ratio Lac / NAA). (C) Niveles de Mioinositol (Ratio Mio / Cre).
(D) Andlisis de la oxidacidn proteica de muestras cerebrales respecto la proteina total. Los datos representados son la
media de cada grupo + SEM con respecto a los controles. Se llevd a cabo el andlisis estadistico mediante ANOVA de
una via seguido de un post-test de Bonferroni. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM +
VEH; S respecto a los animales HIV + VEH) (N=8-10)

En conclusién, el tratamiento combinado de CBD ejercié a un efecto neuroprotector desde
estadios muy tempranos de la enfermedad, ya que evité la disfuncionalidad de la BHE asi como
el reclutamiento de infiltrados y células inmunoldgicas que estan implicadas en el inicio de los
eventos fisiopatoldgicos de la HIV. Este efecto resultd en la modulacién a la baja de los

principales mecanismos involucrados en el dafio cerebral por HIV.

Efectos del CBD sobre la fisiopatologia a medio plazo

En cuanto al efecto del CBD sobre la fisiopatologia a medio plazo, los estudios de RM mostraron
que el tratamiento con CBD evitd la aparicidn de focos hiperdensos (presentes en los animales
HIV + VEH) de forma similar a los controles. Este efecto se observé tanto en los casos leves como

en los mas severos (Fig. 85). Asi, los analisis de neuroimagen indicaron que el efecto del CBD
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Resultados: Posibles mecanismos de accidon del CBD

sobre la permeabilidad de la BHE se mantuvo al menos hasta 14 dias después de la induccién

hemorragia.

SHAM VEH HIV VEH HIV CBD
LEVE SEVERO LEVE SEVERO

Gd T,

Figura 85. Imagen representativa de la extravasacion de Gd en el grupo control y HIV VEH y CBD producido
a PND 14. A medio plazo, el tratamiento con CBD previno la extravasacidon de Gd en los casos leves y severos.
Las flechas indican la localizacién exacta en la que se sigue produciendo a PND 14 la extravasaciéon de Gd en el
grupo HIV. Gd To: imagen pre-contraste; T1: imagen 5'post-contraste; T,: imagen a 30 post-contraste; Ts:
imagen a 60" post-contraste. (N=5-12)

En los ensayos de WB, de nuevo se observd cdmo los niveles de expresion de la metaloproteasa
MMP-9 se mantuvieron reducidos en los grupos control y HIV + CBD en comparacién con los
animales HIV + VEH (Fig. 86). Del mismo modo, los animales tratados presentaron niveles de
expresion del receptor Mfsd2a similares a la de los controles y superiores a la de los animales
lesionados tratados con vehiculo (Fig. 86). De esta forma, se confirma de nuevo que el efecto
protector del CBD podria estar preservando la correcta funcionalidad de la BHE también a medio

plazo.
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nuestro modelo animal, a medio plazo el CBD sigue manteniéndo un efecto neuroprotector sobre la BHE. Los datos
representados son la media de cada grupo = SEM con respecto a los controles. Se llevd a cabo el analisis estadistico
mediante ANOVA de una via seguido de un post-test de Bonferroni. * p < 0.05; ** p <0.01; ***p <0.001 (* respecto
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a los animales SHM + VEH; S respecto a los animales HIV + VEH) (N=8-10)

Al igual que a PND 6, el tratamiento con CBD evité a medio plazo el aumento de las poblaciones
CD11b* / CD45'w & hieh  siendo estos niveles similares a los controles y menores que los
observados en el grupo HIV + VEH (Fig. 87 A y B). A su vez, al igual que en estadios mas
tempranos, la ratio iNOS / Arg-1 en los animales tratados siguié siendo menor que en el grupo
HIV + VEH, y similar al grupo control (Fig. 87 Cy D). Por tanto, en consonancia con los estudios
de RM y WB, se observa que el tratamiento con CBD en este modelo de HIV preservd la

integridad de la BHE también a medio plazo, reduciendo la microgliosis y la infiltracion de

macroéfagos.
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Figura 87. Andlisis por CF de los niveles de expresién CD11b* / CD45* a PND 14. En nuestro modelo animal no existen
diferencias significativas en el nimero de células con marcaje CD11b* / CD45* a medio plazo entre el grupo tratado con
CBDYy los controles. (A) Pictograma que representa el nimero de células Cd11b* / Cd45* del grupo control y HIV (B) Niveles
de expresion de células con marcaje CD11b* / CD45 'ow y CD45 high entre ambos grupos (C) Pictograma representativo del
nimero de células que presentan el marcador iNOS o Arg-1 en la poblacién CD45 High&Llow en ambos grupos (D) Ratio iNOS
/ Arg-1 de células CD11b* / CD45 High&Llow | os datos representados son la media de cada grupo + SEM con respecto a los
controles. Se utilizo el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p <
0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=4-12)

El descenso en el nimero de células inmunes con fenotipo M1 en el grupo tratado con CBD
podria estar implicado en la reduccién de los niveles de expresién tanto del receptor TLR-4 como
de Nfk-B (Fig. 88 A) en comparacidn con los animales lesionados tratados con vehiculo. A su vez,
los estudios correlacionales llevados a cabo entre ambos elementos indicaron que, al igual que

en los animales HIV + VEH (Fig. 88 C), en el grupo tratado existia una relaciéon entre ambos
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marcadores proinflamatorios (Fig. 88 D), sugiriendo que el descenso de uno podria implicar la

reduccion del otro y viceversa.
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Figura 88. Analisis bioquimico de la expresidon de marcadores proinflamatorios a PND 14. En nuestro modelo
animal a medio plazo el CBD promueve un ambiente antiinflamatorio. (A) Niveles de expresion de TLR-4 y Nfk- B
respecto de la proteina control B-actina. (B) Correlacion entre los niveles de expresidn de TLR-4 y Nfk-B en el grupo
control (C) Correlacidn entre los niveles de expresion de TLR-4 y Nfk-B en el grupo HIV + VEH. (D) Correlacion entre
los niveles de expresién de TLR-4 y Nfk-B en el grupo HIV + CBD. Los datos representados son la media de cada
grupo = SEM con respecto a los controles. Se utilizé el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test
de Dunn. * p <0.05; ** p <0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV
+VEH). En los estudios correlacionales los datos siguen una distribucidn normal, por lo que se realizé una correlacion
de Pearson (Niveles TLR-4 vs Niveles Nfk-B) (N=8-10)

En conclusion, en consonancia con los resultados observados a corto plazo, el tratamiento con
CBD evitd también a PND 14 la presencia de dafio sobre la BHE, asi como la induccidn de otros
eventos fisiopatolégicos como la neuroinflamacion (actuando concretamente sobre la via de
TLR-4). Por lo tanto, el CBD administrado antes y después del dafio ejercid un efecto
neuroprotector que se inicia desde estadios muy tempranos de la enfermedad y se mantiene a

lo largo del tiempo.
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Resultados: Posibles mecanismos de accion del CBD

Efectos del CBD sobre la fisiopatologia a largo plazo

Ya que previamente observamos el potente efecto antiinflamatorio de esta forma de
tratamiento también a largo plazo, se estudio si este efecto implicaba alguna modificacion de la

integridad y dafio de la BHE en este punto temporal.

Dado que se desconoce el papel del CBD sobre la BHE a largo plazo, inicialmente evaluamos la
integridad de esta estructura indirectamente mediante estudios de neuroimagen. Como se
observa en la Fig. 89, no se aprecia ningln area hiperdensa que indique la acumulacién o
extravasacion de Gd en ninguno de los grupos experimentales. Estos datos indicaron que, en
este modelo de HIV, la BHE se encontraba intacta a nivel macroscépico a largo plazo, y que el

tratamiento con CBD no ejercid ningun efecto sobre ella.

SHAM HIV VEH HIV CBD PP
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Figura 89. Imagen representativa de la extravasacion de Gd en el grupo control y HIV VEH y CBD llevado a cabo a
PND 45. A largo plazo ya no se produce una acumulaciéon de Gd en ninguno de los grupos. Gd To: imagen pre-
contraste; T1: imagen 5’post-contraste; T,: imagen a 30" post-contraste; Ts: imagen a 60 post-contraste. (N=5-10)
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En cuanto a los estudios biomoleculares, observamos como los animales tratados con CBD
presentaban niveles de expresién de la metaloproteasa MMP-9 similares a los controles y
menores que el grupo HIV + VEH (Fig. 90 A); sin embargo, no se apreciaron diferencias en los
niveles del receptor Mfsd2a entre ninguno de los grupos (Fig. 90 A). De manera adicional,
evaluamos el efecto que podria ejercer el CBD en la evolucidon temporal de los niveles de
expresion de estos marcadores. En consonancia con los resultados observados en el grupo
tratado en otras etapas temporales, los niveles de expresidn de ambos marcadores no variaron
a lo largo del tiempo, mientras que los niveles de expresién del receptor Mfsd2a aumentaron a

largo plazo solo en el grupo lesionado tratado con vehiculo (Fig. 90 By C).
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Figura 90. Analisis bioquimico de la expresion de marcadores de dafio y permeabilidad de BHE a PND 45. En
nuestro modelo animal a largo plazo el CBD sigue manteniendo un efecto neuroprotector sobre BHE. (A) Niveles
de expresion de MMP-9 y Mfsd2a respecto de la proteina control B-actina. Los datos representados son la media
de cada grupo + SEM con respecto a los controles. Se llevd a cabo el andlisis estadistico mediante el test Kruskal-
Wallis. * p < 0.05 (* respecto a los animales SHM + VEH; S respecto a los animales HIV + VEH). (B) Niveles de
expresion de MMP9 respecto de la proteina control B-actina. (C) Niveles de expresion de Mfsd2a respecto de la
proteina control. Los datos representados son la media de cada grupo + SEM con respecto a los controles. Se llevo
a cabo un ANOVA de 2 vias seguido de un post-test de Bonferroni entre los distintos puntos temporales de cada
mismo grupo. * p < 0.05; ** p <0.01 (* respecto a los animales HIV + VEH PND 6; $ respecto a los animales HIV +
VEH PND 14) (N=8-10)
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A pesar de no observarse ningun efecto deletéreo sobre permeabilidad de la BHE tras la
administracién combinada con CBD, quisimos realizar el andlisis de los niveles de expresion de
la poblacién CD11b*/ CD45* y su fenotipo mediante CF. Al igual que en el Disefio Experimental
1, en el grupo tratado con CBD tampoco se observaron diferencias en comparacién con los
grupos control y HIV + VEH en los niveles de las poblaciones CD45"°" y CD45"¢" (Fig. 91 Ay B);

esto confirmd que el tratamiento con este fitocannabinoide no ejercié ningln efecto sobre la
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Figura 91. Analisis por CF de los niveles de expresiéon CD11b* / CD45* a PND 45. En nuestro modelo animal no existen diferencias
significativas entre ninguno de los grupos en el nimero de células con marcaje CD11b* / CD45*. (A) Pictograma que representa el
ndmero de células CD11b* / CD45* del grupo control y HIV (B) Niveles de expresion de células CD11b*con marcaje CD45 'ov y Cd45
high (C) Pictograma representativo del nimero de células que presentan el marcador iNOS o Arg-1 en la poblacion CD45 High&Llow ey
ambos grupos (D) Ratio iNOS / Arg-1 de células CD11b* / CD45 High &low | o5 datos representados son la media de cada grupo + SEM
con respecto a los controles. Se utilizé el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p <
0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=5)
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permeabilidad de la BHE a largo plazo. No obstante, si atendemos al fenotipo presente en estas
poblaciones celulares, si se observdé como el tratamiento con este farmaco redujo la ratio iNOS
/ Arg-1 a niveles similares a los controles (Fig. 91 C y D). Por lo tanto, aunque a largo plazo el
CBD no ejercié ningun efecto sobre las poblaciones de macréfagos y microglia, si preservo el

fenotipo reparador presente en puntos anteriores.

Dado que en los animales lesionados los niveles de expresién de macrdfagos y microglia, asi
como su fenotipo, variaron a lo largo del tiempo, decidimos investigar su tendencia y relacion
con los marcadores proinflamatorios estudiados también a lo largo del tiempo. Asi, a largo plazo
los animales del grupo tratado con CBD presentaron unos niveles estables en la proporcién de

la poblacién CD45 'ov &hieh (Fig, 92 Ay B) y de la ratio iNOS / Arg-1 (Fig. 92 Cy D). Esto confirma
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Figura 92. Cambio en los niveles de expresion de marcadores inflamatorios a lo largo del tiempo. Los animales
tratados con CBD no muestran alteraciones en los niveles de expresién de ninguno de los marcadores analizados a lo
largo del tiempo. (A) Niveles de expresion de células con marcaje CD11b* / CD45 'ow, (B) Niveles de expresion de
células con marcaje CD11b* / CD45 hieh entre ambos grupos (C) Ratio iNOS / Arg-1 de células CD11b* / CD45 v (D)
Ratio iNOS / Arg-1 de células CD11b* / CD45 High, (E) Niveles de expresidn de TLR-4 respecto de la proteina control B-
actina. (F) Niveles de expresién de Nfk-B respecto de la proteina control Los datos representados son la media de
cada grupo + SEM con respecto a los controles. Se llevé a cabo un ANOVA de 2 vias seguido de un post-test de
Bonferroni entre los distintos puntos temporales de cada mismo grupo. * p < 0.05; ** p < 0.01 (* respecto a los
animales HIV + VEH PND 6; $ respecto a los animales HIV + VEH PND 14) (N=5-10)
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Resultados: Posibles mecanismos de accidon del CBD

que, como se ha comentado a lo largo de este punto, el CBD impidié el reclutamiento
exacerbado de las células microgliales y preservd su fenotipo mds reparador (M2) desde estadios
muy tempranos de la enfermedad. Como consecuencia, los niveles de activacidon de los
marcadores TLR-4 y Nfk-B siguieron la misma tendencia a lo largo de los puntos temporales (Fig.
92 Ey F), es decir, se mantuvieron constantemente reducidos a lo largo de todo el desarrollo de

la HIV.

Por lo tanto, podemos concluir que al menos parte del efecto neuroprotector del tratamiento
con CBD de forma combinada se debié a su efecto temprano y mantenido sobre los principales

mecanismos fisiopatoldgicos de la HIV.

Efectos del CBD sobre el linaje oligodendroglial

El ultimo experimento que llevamos a cabo en este disefio experimental fue analizar el efecto
del CBD administrado antes y después del dafio sobre el linaje oligodendroglial. Previamente,
habiamos establecido que en nuestro modelo animal, el dafio en la SB observado a largo plazo
se debia a un descenso en el nimero de precursores oligodendrogliales. Ademas, describimos
como el tratamiento con CBD de forma combinada fue la Unica forma de tratamiento capaz de
evitar la hipomielinizacion y dafio en la SB presente en el modelo a largo plazo. En este sentido,
estudiamos si este efecto terapéutico implicaba la preservaciéon de los integrantes del linaje
oligodendroglial desde estadios tempranos del neurodesarrollo. Como se indica en la Fig. 93, la
densidad de células con marcaje 04, 01 y MOG (marcadores de pre-Ol, oligodendrocito
inmaduro y maduro, respectivamente) fue mayor que la observada en los animales lesionados
tratados con vehiculos y similar a la de los animales control. De esta forma, confirmamos que el
efecto protector del CBD sobre el dafio en la SB abarcaba las células en estadios muy tempranos

del desarrollo.
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Figura 93. Analisis de la afectacién del linaje oligodendroglial a medio plazo por CF. El tratamiento con CBD previene
la disminucién de los integrantes del linaje oligodendroglial observada en los animales HIV tratados con VEH. Los datos
representados son la media de cada grupo + SEM con respecto a los controles. Se utilizé el test no paramétrico Kruskal-
Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $
respecto a los animales HIV + VEH) (N=8-10)
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Resultados: Posibles mecanismos de accion del CBD

En conclusidn, el CBD es un farmaco con propiedades pleiotrdopicas que presenta un efecto
neuroprotector sobre la PCOH, aunque la forma y momento en el que se administra son
esenciales a la hora de optimizar su efecto terapéutico. Asi, la administracidon postlesional o
prenatal de este fitocannabinoide de manera independiente no resulté completamente eficaz,
siendo necesario combinar ambas formas de tratamiento con el objetivo de alcanzar el mayor
potencial terapéutico del CBD y asi prevenir las secuelas tipicas de la HIV. De este modo, el
tratamiento con CBD de forma combinada tuvo un efecto neuroprotector sobre la PCOH
preservando la funcionalidad motora y el dafio en la SB tanto a medio como a largo plazo. Este
efecto se asocié a la modulacidn sobre el desarrollo de la lesidén y los eventos fisiopatoldgicos

desencadenados desde estadios muy tempranos.
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DISCUSION







La PCl es la discapacidad mds grave y frecuente presente durante la nifiez 2*’. Uno de los
principales problemas que impiden abordar de manera eficaz esta patologia son los numerosos
factores implicados #8324, entre los que destacan la prematuridad y el BPN 3>2*¢, ambos
relacionados con la inmadurez del SNC 2°%2°1, Como se ha mencionado anteriormente, tanto los
PE como los EBPN son el grupo mas vulnerable a sufrir ACVs como consecuencia de las
condiciones extrauterinas 194252253 En este sentido, la HIV es la principal causa de dafio en la
SB, y por tanto de desarrollar PC en este tipo de pacientes %2, Desafortunadamente, los
modelos experimentales publicados a dia de hoy presentan innumerables limitaciones que
impiden el correcto estudio de la fisiopatologia en esta enfermedad %%, e impiden la
busqueda de estrategias terapéuticas eficaces 190191255 En este sentido, en esta Tesis Doctoral
se ha desarrollado un modelo animal mas completo y fiable que ha permitido proponer al CBD
como posible candidato a la hora de prevenir la PCOH en el PE. Por ello, en primer lugar, se
discutiran los resultados obtenidos en el Disefio experimental 1, cuyo objetivo principal era

reproducir de manera eficaz la fisiopatologia de la HIV en el PE en un modelo animal.

Desarrollo de un modelo animal de HIV

La gravedad y las complicaciones asociadas a la HIV han impulsado el desarrollo de numerosos
modelos animales, con el objetivo de comprender mejor las caracteristicas neuropatoldgicas de

la enfermedad y explorar nuevas opciones terapéuticas que permitan prevenir la PCOH en el PE

%241 Diferentes especies como conejos 2*42°% | perros 2*v2%7, corderos 2*?%8, ovejas % o

cerdos 2*2%0 han sido utilizados con frecuencia para estudiar la PCOH, aunque, al igual que en la

mayoria de las enfermedades, los roedores han resultado ser los animales més utilizados 17%2%,

Las principales razones por los que se usan estos animales son que tanto su desarrollo cerebral

238,241 241,261,262 241,263~

, SU heuroanatomia , asi como los procesos de proliferacién, diferenciacion

%6 o sinaptogénesis 2*1%6772%% han sido estudiados en profundidad, permitiendo establecer
comparaciones muy fiables entre su SNCy el del ser humano. Ademas, las alteraciones en la MG
241,265,266,270 a5i como las consecuencias motoras y cognitivas observadas 2217273 han apoyado
su validez como modelos para reproducir la HIV en el prematuro 242254274 Desafortunadamente,
estos modelos animales no estdn exentos de limitaciones y desventajas 2*!, ya que tanto los

241,275

modelos genéticos como los inducidos mediante la administracion intraventricular de

79,279

glicerol 242767278 o de sangre autdloga no logran reproducir eficazmente los efectos

producidos por la rotura espontanea de los vasos que conforman la MG 1'*24!, Por otro lado, se
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han llevado a cabo ensayos mediante la inyeccidn de la enzima Colagenasa de Chlostridium en
roedores de edad PND 7. En este caso, a pesar de producir la rotura espontanea de los vasos de
la MG 74172241255 o| estado evolutivo del SNC (y en particular de la SB) en estos animales no es

el equivalente al de un PE 241,289,

En este sentido, tomando como referencia el trabajo desarrollado por los grupos de Lekic 74172
y Balasubramaniam %!, decidimos inyectar paraventricularmente Colagenasa de Chlostridium
en ratas Wistar a la edad PND 1, cuyo estado madurativo de la SB era el equivalente al de un PE
238 Al igual que en el modelo en el que se fundamenta nuestro trabajo, la inyeccion se realizé
mediante la aguja Hamilton con el objetivo de minimizar los posibles efectos adversos
producidos por el trauma "#'72, Aun asi, esto fue confirmado mds adelante, ya que el grupo
SHAM vy el grupo NEEDLE (grupo al que se le administré paraventricularmente PBS 1X) no

presentaron diferencias en ninguno de los pardmetros estudiados.

Previamente al estudio de las consecuencias de la HIV producidas en nuestro modelo,
realizamos una valoracién general sobre el impacto que la lesidn ejercia en la salud de los

2827284 |3 HIV aument6 la tasa de mortalidad

animales. Al igual que ocurre en pacientes
principalmente durante la primera semana después del dafio; sin embargo, al contrario de lo
observado en pacientes #°, los animales lesionados presentaban una menor ganancia de peso.
Parte de esta situacion puede deberse a que la ganancia de peso es un claro marcador de
bienestar animal %¢, por lo que la HIV puede estar afectando a la salud del animal. Ademés, se

V 4287 Sltera el

ha demostrado como la DVPH, una de las principales complicaciones de la HI
eje hipotdlamo hipofisario y por tanto la liberacién de hormonas relacionadas con el desarrollo
y el crecimiento 7*. En este sentido, puede que la pérdida de peso sea consecuencia de las

alteraciones producidas durante el desarrollo y no en el apetito o ingesta de alimentos 2882%,

En cuanto al estudio de la hemorragia, dado que clasicamente se ha considerado la extension
de la lesién como un marcador fiable a la hora de pronosticar la gravedad de las secuelas %%~
293 decidimos categorizar a los animales en tres grupos: leve, moderado y grave. En contra de lo
que ocurre en la clinica, no pudimos establecer el sistema de clasificacion establecido por Papile,
ya que los estudios de neuroimagen se realizaron por RM y no por ecografia craneal 10029429,
No obstante, observamos como la administracion de 0,2U de Colagenasa de Chlostridium
producia un volumen de lesién variable similar a la distribucién presente en el ser humano %:2%,
y que se mantenia a lo largo del tiempo. La persistencia de la hemorragia es algo que también
sucede en humanos, probablemente debido a la alta tasa angiogénica que presenta laMGy ala

vasculogénesis aberrante que se produce %2%2% Tg| es el punto, que un porcentaje muy
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Discusion: Desarrollo de un modelo animal de HIV

elevado de pacientes requieren de intervenciones y seguimientos a lo largo del tiempo con el
objetivo de reducir los sintomas y complicaciones derivados de la lesion 1022982 por |o tanto,
dado que la administracién de esta enzima producia un volumen de sangrado variable,
decidimos evaluar si en Ultima instancia, se producia una afectacion similar a la PCOH, y si esta

dependia de la gravedad del dafio.

Como pudimos observar, la puntuacién obtenida en las pruebas de funcionalidad motora %234
indicaron que los animales lesionados presentaron una alteracion en la coordinacién similar a la
descrita en pacientes °+3%°, Esta afeccidn ya se habia descrito anteriormente en otros modelos
de HIV producidos por la inyeccidn de sangre autdloga, en ratas PND 1 281y PND 7 2, pero nunca
a esta edad al inyectar Colagenasa de Chlostridium Y’?. Ademas, a diferencia de otros modelos
animales descritos °*?%! |a prueba del CRT nos indicdé que nuestros animales también

presentaron cierto grado hemiparesia, signo que también se ha observado en pacientes 3%,

A pesar de que la PCl es un trastorno de tipo motor, existen numerosas secuelas asociadas entre
las que destaca el déficit cognitivo 34931304 por este motivo, adicionalmente realizamos un
estudio mas exhaustivo a este nivel. La prueba del NOR nos indicé que ademds de presentar un
trastorno motor, los animales lesionados mostraron un deterioro de la memoria episédica 19°2%°,
secuela tipica de pacientes con PCl 3%73%7 v descrito en otros modelos desarrollados a PND 7,
pero nunca a PND 1 237254281 Ge piensa que este tipo de afeccidn es resultado del desequilibrio
en la funcidn excitadora-inhibidora del hipocampo y otros procesos celulares 3943%310 En este
sentido, al igual que se ha observado en pacientes y otros modelos animales 92172241 |3 rotura
de los vasos de la MG en ratas PND 1 indujo un trastorno motor y cognitivo permanente en el
individuo. Sin embargo, descubrimos que en contra de lo sugerido en diversas investigaciones
publicadas 311312, estas alteraciones fueron independientes del volumen de la HIV (Fig. S8). Este
hecho va en consonancia con los estudios recientes llevados a cabo en pacientes, donde se
afirma que la simple presencia de sangrado es factor suficiente para producir alteraciones
motoras y cognitivas tipicas del espectro de la PCl en el individuo 8296313314 por |o tanto, parte
de la validez de nuestro modelo animal reside en la capacidad para reproducir los resultados
obtenidos en los recientes estudios clinicos, recalcando la necesidad de seguir y tratar a todos

los PE que sufren HIV, con independencia del volumen de sangrado.

Parte de este seguimiento en los pacientes consiste en identificar las consecuencias
neuroanatémicas producidas a largo plazo. En el caso de los pacientes con PCOH, la SB es la
estructura mas afectada 12315316 debido a la vulnerabilidad a este tipo de dafio que presenta su

precursor inmediato, el oligodendrocito 2*31731%, A pesar de la validez de los diferentes modelos
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alahora de explicar el dafio en la SB, no se ha detallado desde qué estadio madurativo comienza
la alteracidn en el linaje oligodendroglial 27320324 por ello, pese a los avances en investigacion
y el desarrollo de nuevas técnicas de estudio 3%, en este trabajo se llevaron a cabo ensayos de
CF e IHQ, ya que han demostrado ser una herramienta muy fiable para determinar la afectacion
del linaje oligodendroglial 1932, El descenso en la expresidn de los marcadores 04, 01, MOG y
en Ultima instancia, MBP (marcadores de preoligodendrocitos, oligodendrocitos inmaduros,
oligodendrocitos maduros y mielina, respectivamente #3?7) en los animales lesionados indicaron
qgue la afectacidon de la SB implicaba células pertenecientes a los estadios madurativos del
desarrollo oligodendroglial #3?’. De manera adicional, observamos como al igual que ocurre en
pacientes y otros modelos preclinicos 99317319328 "astos mismos sujetos presentaron un menor
volumen hemisférico y del CC (ambos marcadores de dafio de la SB 32°39) que podian estar
repercutiendo en la capacidad motora y cognitiva de los animales 74329331332 Aynque se han
usado diferentes técnicas para estudiar la posible afeccidon de la SB 7424281 |3 utilizada en este
estudio es sencilla, asequible y eficaz para detectar este dafo a largo plazo. En cualquier modo,
dado que la afectacidn de la SB tiene su origen en estadios muy tempranos del neurodesarrollo,
era necesario identificar cudles son los mecanismos implicados y si, al igual que ocurre en los

resultados neuroconductuales, estos estuvieran influidos por el volumen del sangrado.

Como se ha explicado en la introduccién, existen tres factores determinantes a la hora de
explicar el origen de la HIV: la alteracién del flujo sanguineo cerebral; la fragilidad inherente de
la MG; y la presencia de trastornos plaquetarios y de la coagulacidon 7489333, Sin embargo, en este
trabajo hemos podido demostrar cémo la fragilidad de la MG es un factor suficiente para
inducir la PCOH. Parte de la debilidad de esta estructura se debe a la inmadurez de los
integrantes que conforman la UNV y la BHE, estructura que representa la relaciéon multicelular,
estructural y funcional entre el cerebro y los vasos sanguineos 33476788097,98335336  Fn egste
sentido, y basandonos en el efecto mostrado por la inyeccién de Colagenasa de Chlostridium

337

sobre laldmina basal de la MG en otros modelos experimentales **/, investigamos si la afectacidn

de la BHE a corto plazo desencadenaba los diferentes mecanismos fisiopatoldgicos descritos en

pacientes y otros modelos 241:330,333,337-339

Habitualmente, el estudio de la integridad y funcionalidad de la BHE se centra en la

77,241,340-342 5 an e estudio de la

cuantificacion de los niveles de expresidon de sus componentes
extravasacion de colorantes organicos 24342343 A pesar de su bajo coste y facil manejo, estas
técnicas presentan numerosas desventajas, ya que no permiten realizar un seguimiento de esta

afectacién a lo largo del tiempo, no aportan una resolucién espacial y, en muchos casos, los
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Discusion: Desarrollo de un modelo animal de HIV

resultados pueden no ser del todo especificos 34#34434> En este sentido, de manera similar a

77,241,340-382  ayaluamos y localizamos espacialmente la alteracién de la

otros estudios preclinicos
BHE a lo largo del desarrollo de la enfermedad. Esto se realizé mediante el agente de contraste
Gd, compuesto con un alto perfil de seguridad utilizado durante décadas para el diagndstico de
diferentes trastornos neurovasculares 3473%_ Aunque se detecté un aumento del contraste en

todo el cerebro, el Gd se acumuld especialmente en la corteza motora primaria, sensitiva o

349 350-354

cingulada *>*, estructuras encargadas de la funcionalidad motora y cognitiva y que a priori
presentaban una menor fragilidad que la MG 752, Estos datos indican que mds alld del dafio en
la SB 7680325 |35 secuelas observadas en nuestro modelo podian ser en parte secundarias a la

afectacidn cortical, como se ha descrito en humanos y en otros modelos animales 7493274318355,

Dado que el estudio de la BHE en los modelos preclinicos actuales es muy limitado 342344345

decidimos evaluar si esto era debido a alteraciones estructurales o funcionales, determinando
los niveles de expresidn del receptor Mfsd2a y las UEs claudina-5 y ocludina 7:340-342356-360 | 5

361-364

reduccion de los niveles de Mfsd2a confirmé que parte de las secuelas y de la
hiperpermeabilidad observada en los estudios de neuroimagen era debido a una deficiencia en
la formacién y funcionamiento de la via transcelular 3°63%9355.36¢ por otro lado, los animales
lesionados no presentaron niveles de expresion en las UEs similares a los publicados en otros
modelos 3*23%5, Esta discrepancia también existe en los estudios en pacientes &. Este fenémeno
también fue descrito previamente en el grupo de la Dra. Vexler, donde se observd que la
ocludina y la claudina-5 eran mas resistentes al dafo cerebral en la etapa neonatal que en la
adulta **1. No obstante, ya que es clara la estrecha relacién existente entre el receptor Mfsd2a
y las UEs %9383 no se puede descartar que el haber estudiado estos marcadores estructurales
en etapas tan avanzadas de la enfermedad en nuestro modelo haya impedido identificar su
posible alteracion al inicio de la enfermedad 3*. De la misma forma, dado que estas proteinas
presentan especialmente una funcién mecdnica 3**36>3¢7 es posible que su cuantificacién por
WB no fuera lo suficientemente sensible para identificar el tipo de alteracidn que se produce
363,368 En cualquier caso, se resalta el importante papel que tiene la via transcelular sobre la

permeabilidad de la BHE 3%53%, asi como el importante rol del receptor Mfd2a.

A pesar de haber descrito la disfuncionalidad de la BHE a consecuencia de la inyeccidon de
Colagenasa de Chlostridium, no es facil describir los mecanismos implicados 172244342369 Estudios
en pacientes y en otros modelos animales han sugerido el importante papel del sistema inmune,
ya que tanto la microglia como los macréfagos infiltrados se encuentran sobreexpresados

durante el desarrollo de esta enfermedad 339337370372 §in embargo, esto sélo se ha observado
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en los casos graves en los que la hemorragia producia la dilatacidon de los ventriculos 24373374,

Curiosamente, en nuestro modelo no sdlo observamos una elevada expresion de estas

375378 sino que en contra de las investigaciones

poblaciones en los animales con HIV graves
publicadas hasta el momento 24131432L367.373374 |55 casos mas leves de HIV presentaron niveles
de expresién similares a la de los animales que desarrollaron DVPH. Estos resultados estan en
consonancia con otros ya descritos en esta Tesis Doctoral, poniendo de manifiesto la
importancia de los componentes de la sangre (incluso en los casos mas leves) en la fisiopatologia

de la HIV, y concretamente en el dafio en BHE vy la activacidn del sistema inmune 24314,

A pesar de que los modelos preclinicos publicados hasta el momento han descrito elevados
niveles de neuroinflamacién, teniendo en cuenta la dualidad del sistema inmune decidimos
estudiar si este ambiente era consecuencia de un estado proinflamatorio (M1) adoptado por las
subpoblaciones de macrdfagos y microglia 2*37%-38 En consonancia con los resultados de otros
grupos de investigacion, en nuestro modelo, la liberacidn de sangre induce un aumento en el
ratio iINOS / Arg-1 de las células microgliales/macrofagicas, lo que corresponde a un fenotipo
M1 387390 A sy vez, los estudios bioguimicos sugirieron que una de las posibles vias por los que
la sangre induce este cambio de fenotipo es mediante la sobreexpresion del receptor TLR-4

241391392 raceptor también presente en otras células gliales 34%39, La relevancia de este receptor

en la patologia de la HIV ya ha sido descrito anteriormente en pacientes y otros modelos 241393~

395 sin embargo nunca se habia estudiado en aquellos basados en la inyeccién de Colagenasa de
Chlostridium %2413%_Generalmente, en condiciones patoldgicas 12639%3% |3 activacidn de la via
TLR-4 produce de manera inmediata la sobreexpresion y translocacién al nicleo del factor NFk-
B 3403%9 cuya maquinara induce la sintesis y liberacion de mediadores inflamatorios. Esto, a su
vez promovera la activacion del propio receptor y por tanto el mantenimiento del fenotipo M1
241400403 En nuestros animales lesionados, la activacién de este factor indujo, al igual que en
otros modelos 24398405 yn gumento mantenido de la enzima Cox-2, proteina responsable, entre
otros, de la inflamacién, estrés oxidativo y excitotoxicidad 344%497 De| mismo modo, al igual
que en otros modelos animales, la activacion de TLR-4 también produjo a corto plazo la

255,340,395,396

liberacion de la CK proinflamatoria TNF-a , molécula capaz de mantener la activacion

de esta via proinflamatoria y por tanto del fenotipo M1 en las células del sistema inmune
156,396,401,408,409 De manera adicional, observamos de forma inédita cémo, a pesar de ser también

independiente del volumen de hemorragia, la inflamacidon presente en nuestro modelo

H 171,241,393

correlacionaba con el desarrollo de las secuelas de la PCO , algo que ya se ha descrito

en otras enfermedades pero nunca en un modelo de PCOH*1%%!?, Del mismo modo, descubrimos

412,413

que al igual que en otras patologias , la liberacidon de TNF-a promovia de forma directa el
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dafio y disfuncionalidad de la BHE #*#1> al promover el aumento de MMP-9 412416 y |3 pérdida

413417 por otro lado, quisimos determinar el papel del

en los niveles del receptor Mfsd2a
astrocito, estirpe celular mas numerosa del SNC que se encarga de la homeostasis y
mantenimiento de la BHE 7>*° El aumento de los niveles del metabolito Mioinositol en la
corteza somatosensorial de los animales lesionados confirmé que, al igual que en otros modelos
animales 2*2% durante la HIV se produce una afectacién de la funcién y/o actividad astrocitica

199418 que podria estar involucrada en la infiltracidn leucocitaria #*°, la induccidn de los eventos

fisiopatoldgicos 1633 y |a hipomielinizacidn y el dafio en la SB 2#3%2° presentes en la PCOH.

Desafortunadamente, a excepcidn investigaciones muy reducidas %*¥%?2, la mayor parte de los
modelos animales de HIV se han centrado en el papel deletéreo de la inflamacidn sobre la SB
7424125 gpviando la relevancia de otros procesos fisiopatoldgicos como el estrés oxidativo,
evento de gran magnitud en el PE debido a la inmadurez de sus defensas antioxidantes 6423424,
Al igual que en estos trabajos donde se inyecté hemoglobina intraventricularmente, nuestros
animales lesionados presentaron unos niveles de proteinas oxidadas significativamente
mayores que los controles. Este resultado nos indica que, independientemente de si se produce

346,394,419,421,422,425

directamente por la liberacién de los productos de la lisis eritrocitaria o por la

426 se ha demostrado por vez primera cdmo en un modelo

inflamacidn y aumento de infiltrados
animal de HIV basado en la inyeccién de Colagenasa de Chlostridium el estrés oxidativo también
estd implicado en el dafio neuroldgico, y viceversa 3#424426 De| mismo modo, la activacidn

67,256 inducida por la gliosis, la liberacién de componentes

glutamatérgica del oligodendrocito
sanguineos y los episodios hipdxicos inducidos por el sangrado 172427428 proyocan un aumento
de la excitotoxicidad, de la misma forma que en otros modelos de dafio cerebral neonatal
desarrollados en nuestro laboratorio 19228229 | 3 acumulacién exacerbada de este metabolito
podria estar contribuyendo al dafio de la SB promoviendo la formacidn de hierro libre 242, y
aumentando la inmunorreactividad microglial y el dafio en la BHE al aumentar la liberacién de

431

CKs #% y alterar los niveles de las UEs respectivamente. Finalmente, se confirmé el dafio

producido a corto plazo midiendo los niveles de Lac / NAA, marcador previamente utilizado en

42 y otras patologias infantiles similares por su validez a la hora de

pacientes con esta
pronosticar la gravedad de las secuelas 290204433434 | o5 niveles bajos de NAA estd relacionado
con una menor densidad y viabilidad axonal, posiblemente a consecuencia de la alteracién en la
maduracidn oligodendroglial >, A su vez, el aumento de Lactato observado es atribuible a
un deterioro mitocondrial y del metabolismo oxidativo **%3>439 o a una elevacién en la tasa

glucolitica consecuencia de la microgliosis producida **>%°, En este sentido, por primera vez el

aumento en los niveles de Lac / NAA a corto plazo es validado como marcador de dafio en un
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modelo animal de PCOH en el PE %37 De este modo, nuestro modelo animal describe por
primera vez la posible interaccion a corto plazo de los principales mecanismos fisiopatolégicos
presentes en la PCOH en humanos 74171241255 Este resultado pone en evidencia de nuevo el
importante papel del sangrado en el inicio de estos mecanismos, ya que como se ha descrito en
las ultimas investigaciones realizadas en pacientes, incluso los casos mas leves son susceptibles

de sufrir un dafio neuroldgico capaz de producir PC 8296313314,

A continuacién, dado que el estudio de los eventos fisiopatolégicos en los distintos modelos se
focaliza en los primeros estadios de la enfermedad 44442 decidimos evaluar si estos se
mantenian a lo largo del tiempo. A medio plazo, los ensayos de RM demostraron que la
hiperpermeabilidad de la BHE se reducia, limitdndose concretamente a la zona taldmica,
posiblemente como consecuencia de la atrofia producida en el 32 y 42 ventriculo 260320443 parte
de este fendmeno, ampliamente descrito en pacientes y otros modelos 154338444445 'sa pnroduce
como consecuencia de la sobreproduccion y alteracidn del LCR en estas cavidades a causa de la
inflamacidn 61,241,274333,445446 ' A o) yvez, como se ha descrito anteriormente, la importante funcién
que presenta la regién hipotaldmica en el sistema neuroendocrino apoya la idea de que parte
de la pérdida de peso observada en nuestros animales lesionados se debiera a la liberacion

aberrante de hormonas relacionadas con el desarrollo 7*.

La recuperacion total de la integridad de la BHE a lo largo del tiempo se confirmd al observarse
un menor porcentaje de infiltrados y un aumento en la expresion del receptor Mfsd2a, siendo
ambos marcadores de funcionalidad en esta estructura a largo plazo 3437358441 A pesar de que
diversos modelos experimentales de HIV han descrito un descenso en la microgliosis 9241447 y
una recuperacion espontanea de la BHE #*84%° |a persistencia del fenotipo M1 en los macréfagos
y microglia en nuestros resultados precisé de un andlisis adicional de la expresién de los
mediadores proinflamatorios durante el resto de los puntos temporales. El descenso en la
liberacion de TNF-a observada cuestiond el papel de esta CK en la fisiopatologia de la HIV.
Previamente, otros modelos de HIV han demostrado que a partir de las 72 h el efecto agudo de
la sangre comienza a desaparecer, produciéndose entre otras cosas la reabsorcion de la misma
444 v por tanto un decremento en la liberacién de CKs proinflamatorias como TNF-a 3753%, A su
vez, el descenso de este mediador ha demostrado estar involucrado en la reduccion de la
microgliosis 39403408 ‘an e| cambio de fenotipo hacia el M2 375402403450 'y, an |3 recuperacién de
la BHE al aumentar entre otros elementos la expresidn del receptor Mfsd2a 357360417 En este

sentido, la ausencia de TNF-a promueve la recuperacion de la BHE mediante la liberacion de

factores tréficos como IL-10 o TFG-B1 por parte de las células inmunoldgicas, que cambian su
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fenotipo de activacién hacia uno reparador **°

, mediante la expresion de proteinas como el
receptor Mfsd2a, encargado del correcto funcionamiento de la via transcelular y de la formacion

y mantenimiento de la BHE a través de la interaccidn de los integrantes de la UNV 366:368:409,

Sin embargo, en contra de lo esperado, a pesar de observarse una reduccién en la microgliosis
y recuperacion de la BHE, no observamos un descenso del marcador de dafio MIMP-9 341389412416
a largo plazo. Adicionalmente a la estrecha relacion existente entre TNF-a y MMP-9 en este y
otros modelos 341389412416 g0 ha demostrado cdmo la activacion de TLR-4 y NFk-B aumentan la
liberacidon de esta metaloproteasa %*#°1-%54, Existen multiples razones por las que, a pesar de
observarse una mejora en la funcionalidad de la BHE, la expresidon de esta proteina podria
encontrarse elevada. En primer lugar, a pesar de asociarse la via TLR-4 como uno de los
principales responsables del aumento de la neuroinflamacidn, se ha descrito que después de un
dano isquémico, microglia y macréfagos promueven la neurogénesis y la recuperacién del dafio
mediante la liberacién de factor tréficos como BDNF o la regulacién de vias de senalizacion
implicadas en el desarrollo de la UNV como Notch o Wnt / B-catenina *>7*®2, Por otro lado, se
ha demostrado como la proteina MMP-9 no siempre tiene una funcionalidad lesiva sobre la BHE,
sino que en ocasiones es capaz de proteger a la célula del dafio del ADN producido entre otros
eventos por el estrés oxidativo, y de regular la correcta proliferaciéon de células endoteliales
463,464 En este sentido, es atractiva la hipdtesis de que la activaciéon mantenida de la via de TLR-
4 pudiera implicar una actividad neurorreparadora en la que se incluya entre otros la liberacién

de esta metaloproteasa. Sin embargo, habria que confirmarlo con pruebas adicionales.

Por ultimo, probablemente como consecuencia de la reduccién en la microgliosis, a largo plazo
se observa un descenso en los niveles de GFAP 7°°%46> E| descenso en la inmunorreactividad
astrocitaria confirma no solo la atenuaciéon en el dafio producido a largo plazo, si no el
importante papel que puede estar teniendo esta célula sobre la fisiopatologia de la HIV
9,244,395465 De manera general, los tratamientos y los estudios de esta enfermedad se han
focalizado en el efecto de la microglia y neutréfilos 237242441 obviando el importante papel que
presenta esta célula en otras patologias similares 198200.233.243 En este sentido, la estabilidad de
los niveles astrocitarios no solo puede estar favoreciendo la recuperacién de la BHE
indirectamente actuando sobre la inflamacidon °%%%°, de estrés oxidativo ®?** y excitotoxicidad
198,466

, sino que también pueden mantener la estabilidad de esta mediante la liberaciéon de

factores tréficos #2° o promoviendo la interaccidn de los integrantes de la UNV 96244420,

En conclusidn, los resultados obtenidos en el Diseiio Experimental 1 nos ha permitido confirmar

la utilidad de un modelo animal que, por primera vez, reproduce de manera eficaz gran parte
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de los mecanismos fisiopatologicos presentes en la HIV en el PE. Asi, la inyeccidon
paraventricular de Colagenasa de Chlostridium en ratas PND 1 produjo un dafio neuroldgico en
el que la glia intervino activamente en la aparicidon de una serie de consecuencias anatéomicas y
secuelas similares a la observada en los pacientes. De manera novedosa y acorde con estudios
clinicos recientes, hemos descrito que el dafio cerebral, asi como el déficit funcional no son
dependientes del volumen de la hemorragia, ya que los casos mas leves también desarrollaron
una alteracién neuroldgica. A su vez, se ha descrito cémo el dafio principal sucede durante los
primeros estadios de la enfermedad, a partir de la cual se inician los mecanismos de
neuroproteccidon enddgenos. Por todo ello, se ha validado la eficacia de este modelo a la hora

de estudiar la PCOH asi como la necesidad de iniciar los tratamientos durante las primeras horas

de dafio.
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Figura 94. Esquema representativo del desarrollo del daiio inflamatorio en la HIV. Adaptado de Lan. et al 2017

Efecto terapéutico del CBD

Como se ha explicado a lo largo de este trabajo, la ausencia de un modelo y de un tratamiento
efectivo es un handicap a la hora de prevenir la PCOH en el PE 8102442 Djyersos farmacos como
la indometacina, el ibuprofeno o los esteroides han sido utilizados con el objetivo de prevenir
las secuelas relacionadas con el sangrado 719%%7: sin embargo, esto no sélo ha resultado
insuficiente, sino que en muchos casos los efectos secundarios producidos han empeorado el
prondstico del paciente 810047 Del mismo modo, de entre todas las complicaciones producidas,
la que mayor atencién ha suscitado es la DVPH 315468469 | os intentos por reducir la

sobreproduccion de LCR 315488489 como las terapias basadas en el drenaje han conseguido
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reducir el volumen de la HC, pero no las secuelas y el dafio producidos 31546846 Ademds, gracias

a los resultados obtenidos en investigaciones preclinicas, se han propuesto nuevas terapias

324 279

como la inyeccién de hialuronidasa o células mesenquimales “’?; sin embargo estos
tratamientos no sélo han demostrado tener un potencial limitado, sino que no se ha utilizado
en un modelo animal de inyeccién de Colagenasa de Chlostridium ni en animales cuyo dafio se
produjo a PND 1 27%324 En estos estudios, en consonancia con lo demostrado en este trabajo, los
casos mas leves presentaban un dafio neurolégico similar a la de los grados mas severos. A su
vez, estos resultados recalcan la necesidad de actuar antes, durante y después del dafio, con el
objetivo de aumentar la resistencia de la MG y prevenir o reducir los procesos fisiopatolégicos

que se desencadenan a consecuencia del sangrado 87/100,315,467-465

El CBD se ha postulado como un posible candidato terapéutico a la hora de prevenir la PCOH.
Como se ha descrito anteriormente, el CBD es uno de los principales componentes de la
Cannabis sativa y ha sido utilizado como opcidn terapéutica en patologias de diversa indole
175179470471 En el caso de las enfermedades cerebrales neonatales, los hallazgos de nuestro
grupo de investigacion han demostrado el importante papel de este fdrmaco en otros modelos
animales de hipoxia-isquemia cerebral difusa 199228233472-474 y stroke 198, enfermedades cuya
fisiopatologia resulta similar a la descrita en nuestro modelo 98233473 En este sentido, los
resultados han sido tan prometedores que, actualmente este farmaco se encuentra en fase de
ensayos clinicos (GWEP1560; EudraCT: 2016-000936-17). Por otro lado, la implicacién del

25 por parte de este fitocannabinoide reduce el dafio en otros modelos de HIV en

receptor CB;
ratas PND 7 #°. Ademds, en modelos adultos de HIC el CBD reduce su gravedad mediante la
desactivacion del factor Nfk-B y la modulacion del receptor SHT-1A, receptor también implicado

476477 por todo ello, este

en los sistemas de proteccién endégenos en modelos EHI
fitocannabinoide se postuld como una estrategia muy prometedora para evitar el desarrollo de

la PCOH.

Al igual que en el apartado anterior, utilizamos los datos de la mortalidad y la ganancia de peso
para determinar el posible papel del CBD sobre la calidad de vida de los animales lesionados 2%,
Estos resultados confirmaron el alto perfil de seguridad del CBD, asi como la ausencia de efectos
secundarios en el habito alimenticio o el transito gastrointestinal 283, Dado que la diferencia
de peso empieza a ser evidente a partir de las primeras 72 h de vida, el efecto del CBD sobre el
peso del individuo podria ser debido a un efecto protector sobre los procesos fisiopatolégicos
desarrollados durante esa etapa 1°%3%44448 Eg interesante suponer que las propiedades
antiinflamatorias del CBD que se describiran mas adelante, estuvieran evitando |Ia

sobreproduccidn de LCR en el 32 ventriculo y por tanto el desarrollo de DVPH, complicacidn que
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puede producir alteraciones en el crecimiento y a nivel neuroendocrino 1°439%444484 En este

sentido, como se ha descrito en otros modelos de PCl, administrar CBD durante las primeras

etapas del dafio seria muy positivo para prevenir las alteraciones en el desarrollo 198199228474

El tratamiento postlesional con CBD redujo las secuelas motoras y cognitivas de la hemorragia a
medio y largo plazo. El CBD ejerce un efecto beneficioso similar en otros modelos de dafio

199,228,233,235,471,473’ IO que Sugiere que el

cerebral con un importante componente inflamatorio
efecto antiinflamatorio observado en nuestro modelo de HIV pueda ser la base del efecto
beneficioso del CBD. Este resultado refuerza la estrecha relacién entre la inflamacion y las
secuelas producidas por la HIV que observamos en el Disefio Experimental 1, donde se demostrd
gue una mejor puntuacion en las pruebas del NOR y CRT correlacionaba con menores niveles de
TLR-4, Cox-2 y Nfk-B. Los mecanismos de inhibicién de la via de TLR-4 por parte del CBD son
multiples 478485488 destacando su accidn sobre los receptores PPAR 483491 y Nfr2 4927494 Entre
otros mecanismos, la actividad de estos elementos impide la translocacidn al nucleo del factor
Nfk-B y por tanto la activacion de la maquinaria de sintesis de mediadores citotdxicos 340:495-4%,
A su vez, cuanto mayor es la duracién del tratamiento con CBD, mads estable es su actividad
antiinflamatoria y su efecto beneficioso sobre el prondstico de la enfermedad #714%9-501, A este
respecto, nuestros resultados sugieren que la mejora en los resultados por parte de los animales
que fueron tratados durante 3 dias en comparacién con aquellos que recibieron una Unica dosis
se debia, al menos en parte, al mantenimiento de su efecto antiinflamatorio durante un mayor
tiempo #7%°%, Por otra parte, procesos fisiopatoldgicos como la inflamacién o el estrés oxidativo
inducen la activacién del factor VGEF °%°% factor determinante durante la angiogénesis
335,503,505506 portanto, a pesar de que se desconocen los mecanismos exactos por los que el CBD

190,221,507-509 |95 efectos antiinflamatorios y

ejerce su funcidn angiogénica en otras patologias
antioxidantes observados tras el tratamiento con CBD podria haber tenido un efecto modulante
de la expresion de VGEF, controlando asi la angiogénesis desordenada y por tanto la formacion
de vasos fragiles que perpetuarian la rotura de vasos en la MG y con ello la hemorragia 22%°10,
Sin embargo, habria que confirmarlo con estudios adicionales. De este modo, la reduccién del
volumen de la hemorragia a corto y largo plazo observada tras el tratamiento con CBD podria

deberse al menos en parte a su efecto sobre la angiogénesis 190.221,507-509,

Por otro lado, en el caso del CBD administrado postlesionalmente, la ausencia de una reduccién
en el dafio de la SB segun se refleja tanto por el volumen hemisférico como del CC, abre el
interrogante sobre cémo explicar que el CBD mejora la funcionalidad, pero no preservara la
integridad de la SB, ya que existe una estrecha relacién entre esta estructura y las secuelas

producidas por la lesidon 199241511512 Nyestro grupo ha descrito que parte del efecto protector
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del CBD sobre las secuelas del dafio cerebral hipdxico-isquémico neonatal se debe a la
preservacion de la maduracién oligodendroglial mas que la de su supervivencia %1%, Este
efecto es importante, ya que es conocido que los pacientes con PCOH no sdlo tienen un menor
volumen de mielina en el cerebro, sino también un mayor porcentaje de células

oligodendrogliales inmaduras a largo plazo 274328335512, a5 decir, presentan un menor nimero de

274328335512 Asi al igual que en

células de este linaje y mds inmaduras que la poblacién sana
otros modelos de hipoxia-isquemia en los que el CBD se administra después del dafio, aunque
el CBD fuera capaz de evitar la mortalidad de los precursores oligodendrogliales, sus
propiedades neuroprotectoras le permitieron preservar la maduracidon oligodendroglial
199228510 de forma que a largo plazo los animales presentaron un menor porcentaje de mielina,

pero con un grado de madurez y funcionalidad intacto.

No obstante, los resultados fueron diferentes cuando el CBD se administrd prenatalmente.
Generalmente, el estudio del efecto del Cannabis durante el embarazo ha obviado las
propiedades neuroprotectoras del CBD 5%, focalizdndose principalmente en el efecto deletéreo
del THC sobre el feto 513514, En este sentido, aunque se ha demostrado el efecto terapéutico de

este fitocannabinoide administrado durante el periodo gestacional en patologias

515 513

neuroendocrinas °* o gastrointestinales °*°, no se ha cuantificado la concentracidn que alcanza
el CBD en el organismo de las crias. En primer lugar, nuestros resultados confirmaron que, al
igual que otros cannabinoides, el CBD era capaz de atravesar la barrera placentaria . Aunque
la dosis administrada en nuestro estudio, 10 mg/kg, fuera tres veces menor que la utilizada en
los estudios previos, 30 mg /kg >**>°*°, la concentracidn de CBD en el cerebro fetal alcanzé niveles
considerados como neuroprotectores en otros modelos de dafio cerebral neonatal 222233473 | os
mecanismos por los que el CBD es capaz de atravesar la barrera placentaria son aun
desconocidos >!¢; sin embargo, los ensayos in vitro realizados en el grupo la Dra. Fehinstein han
demostrado que parte de este efecto era debido a la alteracion de la Proteina de resistencia al
céncer de mama vy la Glicoproteina P 618 Ambos marcadores han demostrado tener un
importante papel en el correcto desarrollo del embridn, ya que no solo regulan el correcto flujo
de sustancias entre la madre y el feto, sino que también han probado presentar una potente
funcién antiapotética 1>, Estos resultados podrian sugerir que, en contra de lo deseado, el
CBD pudiera ejercer un efecto nocivo sobre el feto 5*>8, Sin embargo, no es el caso, ya que

ademads de que a concentraciones reducidas los efectos adversos del CBD son inapreciables 316~

518 el riesgo disminuye a medida que aumenta la etapa del embarazo, de forma que cuando su
administracion ocurre durante el dltimo trimestre de gestacién el peligro seria nulo 316718, Este

hecho se confirmd al comparar los resultados obtenidos entre los controles tratados
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prenatalmente con CBD o con VEH (Fig. S7), asi como el peso inicial y la ganancia de este por
parte de los animales lesionados, donde observamos que el tratamiento con CBD en ratas a E21

no altero el desarrollo normal del feto.

El hallazgo de que la administracién prenatal de CBD tenga un efecto protector sobre la
afectacién de la SB, aunque las alteraciones neuroconductuales fueran similares a las
observadas postlesionalmente, sugiere un proceso temporal en los efectos del CBD interesante.
En roedores, al igual que en humanos la maduracién oligodendroglial durante las primeras horas
de vida se produce a alta velocidad, de forma que en cuestién de 5 dias los progenitores
oligodendrogliales alcanzan el estadio de OL 327°1%-523 por ello, un efecto protector en fases muy
precoces tras la hemorragia seria crucial para preservar la correcta maduracién y supervivencia

del oligodendrocito 19°32851° E| CBD dura alrededor de 40 h en el organismo 199328510

, lo que
explica que siga siendo detectable en el cerebro inmaduro hasta 37 h después de su
administracion tras un episodio hipdxico-isquémico 4410, De este modo, el CBD administrado
prenatalmente en el ultimo dia de gestacion estaria presente en el cerebro de las crias de rata
durante la aparicién de los primeros procesos fisiopatolégico tras la induccidn de la HIV, que se
realizd en las primeras 24 h de vida. De este modo, el tratamiento estaria protegiendo asi la
supervivencia de las células mas vulnerables, los oligodendrocitos inmaduros 67240524525 'y por
tanto reduciendo la lesién de la SB. Se ha descrito y demostrado en este y otros modelos la
importancia de los procesos desencadenados por los componentes de la sangre extravasada en
la fisiopatologia de la HIV 39241328 nor |o que reducir el desarrollo del sangrado es fundamental
para prevenir las complicaciones y secuelas de esta enfermedad %0235 Estos procesos se
desarrollan de forma mas tardia tras la HIV, momento en el que el CBD administrado
prenatalmente ya no se encontraria en concentracién suficiente en el cerebro. Esto explicaria
por qué la administracion combinada de CBD prenatal y postlesional mostré unos resultados
Optimos en cuanto a rendimiento funcional y reduccion del dafio de SB a medio y largo plazo.
En esta combinacidn, el CBD iniciaria su efecto en los primeros momentos tras el sangrado

protegiendo asi a los precursores oligodendrogliales, para posteriormente modular la

progresion del sangrado y de los procesos fisiopatoldgicos subsecuentes.

Posibles mecanismos de accion del CBD

Asi pues, el estudio de los mecanismos implicados en los efectos neuroprotectores del CBD se

realizd en animales que recibieron el CBD prenatal y postlesionalmente, ya que fue la forma de
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administracién con mejor resultado. El tratamiento con CBD invirtid los eventos fisiopatoldgicos
descritos en el Disefo experimental 1, reduciendo la expresién glial y promoviendo el cambio
de su fenotipo hacia M2 3262 E| CBD es un conocido agonista del receptor PPAR-y, cuya
activaciéon inhibe la via de TLR-4 / Nfk-B 3%9%7 e impulsa la liberaciéon de factores
antiinflamatorios como las ILs- 13, 10 y 4, promoviendo finalmente un fenotipo M2 en la
microglia 52>°3°, Recientemente, se ha descrito que el fenotipo M2 puede variar segun la funcién
que realiza °%°3, E| marcador de Arg-1 generalmente se ha asociado a un fenotipo M2a o
antiinflamatorio 52953 g| cual induce la liberacién masiva de CKs y mediadores antiinflamatorios
con el objetivo de combatir el dafio producido 52°53, Los resultados de los estudios de CF
confirmaron que el CBD estimuld la derivacion de microglia/macréfagos hacia este fenotipo
celular. Por otra parte, los fenotipos M2b y M2c han demostrado tener una funcidn antioxidante
y remodeladora, respectivamente >2%°3, Ya que la funcidn del CBD es protectoray no reparadora
433,510,531,532 a5 poco probable que el CBD promoviera la transformacion hacia M2c; sin embargo,
dado que observamos un descenso en los niveles de proteinas oxidadas a corto plazo, es mas
probable que si se activara la transformacién de las células del sistema inmune hacia el fenotipo
el M2b>%>3°, De este modo, el tratamiento combinado con CBD favorecid la persistencia de un
ambiente antiinflamatorio durante un tiempo suficiente como para evitar el dafo en la BHE y
en la SB 192474510 de forma similar a lo descrito en otros modelos de dafio cerebral neonatal

agudo de tipo isquémico 199474510,

Del mismo modo, anteriormente afirmamos que uno de los factores mds importantes a la hora
de explicar la HIV y su desarrollo era la fragilidad de la MG 24317:323330 E| hecho de que la
administracién prenatal y postlesional condujera a mejores resultados sobre la reduccién de la
HIV que la sola administracion postlesional sugiere un efecto protector del CBD sobre la MG
desde el momento en el que se administra Colagenasa de Chlostridium. Asi, el tratamiento con
CBD preservé la supervivencia y expresion de factores de especial relevancia como el receptor
Mfsd2a, lo que puede atribuirse a sus efectos antiinflamatorios o la activacién de otros
receptores diana como GPR55 47533534 |gyalmente, el CBD redujo los niveles de mediadores de
dafio de BHE como la metaloproteasa MMP-9, lo que también puede atribuirse a los efectos del
CBD sobre la liberacion de TNF-a #1642 3 consecuencia de la promocién del fenotipo microglial
neuroprotector 199510, E| efecto protector sobre la MG y la integridad de la BHE se confirmé
mediante los andlisis de neuroimagen, donde el CBD redujo la extravasacion de Gd, reflejo de

un efecto modulador en la hiperpermabilidad de la BHE descrita en la HIV 202535536,

Las dianas por las que el CBD protege y mantiene la BHE en presencia de un dafio cerebral son

multiples. Por ejemplo, en un modelo de Esclerosis Multiple se ha demostrado que el
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tratamiento con CBD reduce el dafio en la BHE al reducir los niveles de las quemoquinas CCL-2
y CCL-5 o los niveles de los mediadores de dafo IL-18 y V-CAM asociado al descenso en la
microgliosis a través de la activacion del receptor de Adenosina 2 53%%7, Del mismo modo,

|ll

ensayos in vitro han demostrado cémo el CBD aumenta el “efecto barrera” en la BHE al inducir
la proliferacién y migracién microtubular y aumentar la resistencia transendotelial mediante la
modulacién de los receptores PPAR-y y 5-HT1A 33638539 Asimismo, los ensayos de microscopia
intravital han demostrado cdmo el CBD era capaz de inhibir la dilataciéon de los vasos y la
infiltracidn leucocitaria en presencia de un estimulo inflamatorio al reducir los niveles TNF-a,
Cox-2 e iNOS %%33%_ por otro lado, el CBD modula la expresidn y liberacion proteica del mediador
antiinflamatorio TFG-B1 de manera dosis dependiente mediante la liberacién de IL-10 o la
activacion de los linfocitos T°%°>*, En este sentido, a pesar de considerarse una CK
antiinflamatoria, se ha descubierto que una sobreproduccion de IL-10 no solo impide el correcto
funcionamiento de la BHE %%, sino que su liberacion de diversas estirpes celulares como los
precursores oligodendrogliales o macréfagos promueve la acumulacién de LCR y el desarrollo
de DVPH mediante la sobreproduccidon de fibroblastos 893160348549 "Eq atractivo hipotetizar que
el tratamiento combinado antes y después del dafio conduciria a unas concentraciones
cerebrales de CBD suficientemente elevadas como para reducir la liberacidn de este factor y por
tanto el volumen de sangrado, la DVPH y el volumen de dafio a largo plazo, mientras que las
otras modalidades de tratamiento resultarian en concentraciones cerebrales mas reducidas que

540543 En resumen, la liberacidn de factores

no evitarian el proceso tan eficazmente
antiinflamatorios por parte del CBD mediante la activacidn de sistemas de defensa endégenos
(como el receptor PPAR o de Adenosina -2 113%) que se encuentran activados en la HIV, junto

540-543

con el descenso de los niveles de produccion de elementos daninos , serian mecanismos

plausibles por los que el CBD evitaria el dafio en la BHE y el volumen de sangrado.

Como hemos observado, parte de este efecto neuroprotector del CBD también se debe a sus
efectos antioxidantes 199510550 En estos efectos estan implicados su estructura quimica, la
activacion del factor Nfr2, la quelacién de iones libres como el hierro o el aumento de Ila
expresion de enzimas antioxidantes como SOD o agentes reductores como el glutatign 5105517553,
Del mismo modo, en el Disefio experimental 1 explicdbamos como la inflamacion y el estrés
oxidativo se encuentran intimamente relacionados #?#%26°35 de forma que la inhibicién de la via
proinflamatoria TLR-4 y la ausencia de liberacién y sintesis de CKs como TNF-a 0 enzimas como
la Cox-2 por parte de este farmaco potenciaba su efecto antioxidante 199239510 Recientemente

se ha descrito que los oligodendrocitos son especialmente sensibles a alteraciones en la

homeostasis del Reticulo endoplasmético >>*. En este sentido, es interesante que los efectos
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Discusion: Posibles mecanismos de accién del CBD

antioxidantes del CBD también se deben a su capacidad de reducir la fosforilacion del Factor

55

traslacional 2a ***. Finalmente, dado el importante papel del hierro liberado tras la lisis

eritrocitaria en el dafo oligodendroglial, el efecto modulador del CBD sobre la reaccién de

510,551-553

Fenton podria jugar un importante papel en la proteccién de la SB tras la HIV 66111,

Aligual que se ha descrito en otros modelos de dafio cerebral neonatal desarrollados en nuestro

199,239,510 a| tratamiento con CBD redujo los niveles de excitotoxicidad. La reduccidn de los

grupo
niveles de oxidacion, infiltracion leucocitaria e inflamacién por el CBD son factores que pueden
contribuir a este efecto antiexcitatorio 200442510 Adicionalmente, diversos estudios han sugerido
que la reduccidn por el CBD de los niveles de Glutamato estdn mediados, al menos parcialmente,

200510 Nymerosos estudios han sugerido la escasa afinidad de este

por el receptor CB;
fitocannabinoides con los receptores CB; y CB; 198199510 Sin embargo, el bloqueo del receptor
CB;anula los efectos neuroprotectores de CBD en modelos de dafio cerebral neonatal isquémico
198,199,510 | 5 explicacién de la participacion de CB; en los efectos de CBD estriba en la formacidn
de heterodimeros entre este receptory el receptor 5-HT1A, demostrada en el cerebro inmaduro
en condiciones basales y aumentada tras procesos de hipoxia-isquemia 2°%°1°, La activacion de
estos receptores por el CBD inhibe la entrada de calcio intracelular y por tanto la salida de
Glutamato mediante la activacidn de los canales dependientes de Calcio *'°. En condiciones
patolégicas como la HIV °¥, se ha encontrado una sobreexpresion del receptor CB;
(posiblemente como mecanismo enddgeno de defensa) especialmente en células gliales, lo que
interviene en la reduccidn de los niveles inflamatorios °>7>°8. A su vez, la modulacidn de este
receptor promueve el correcto funcionamiento e integridad de la BHE mediante la regulaciéon
de la proteina Racl, proteina intracelular que promueve la proliferacién y diferenciacion de las
CEs 597581, Ademads, la activacidn del receptor de Adenosina 2 22750y Ia liberacidn del NT GABBA
mediante la modulacién del receptor serotoninérgico *’*°1950 tagmbién participan en la
reduccion de los niveles de Glutamato por el CBD, lo que tendria efectos beneficiosos sobre la

proteccion de los progenitores oligodendrogliales en estadios muy tempranos de la enfermedad

199

Estos datos, junto con el aumento en los niveles de expresion de los endocannabinoides AEA, 2-
AG, PEA y OEA observado en nuestro modelo (Fig. S4), sugiere que de manera indirecta el CBD
también podria estar ejerciendo su efecto neuroprotector en la HIV mediante la modulacion del
SEC; sin embargo, seria necesario llevar a cabo estudios adicionales para confirmar esta

hipétesis.
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El descenso en los niveles de Mioinositol nos demostrd que, acorde con otros estudios similares
198,199,510 " e| CBD también redujo la disfuncidn astrocitica presente a corto plazo. Este efecto
protector del CBD en nuestro modelo sobre los astrocitos es de gran relevancia 9%33%3%, Debido
al papel regulador de estas poblaciones celulares sobre el crecimiento neuronal, el “pruning

65,79,336,562
, la

sindptico”, la sinapsis, el mantenimiento de la BHE o el flujo de metabolitos
disfuncidn astrocitica favorece el mantenimiento del dafo cerebral y la alteraciéon de la SB
241256330 Aqf, |a proteccidn del astrocito en esta y otras enfermedades cerebrales ha suscitado
especial interés 96149244274 ' A nhesar de que las investigaciones sobre la relacidn entre el CBD y el

%63 se ha demostrado que el descenso de los niveles de inflamacidn,

astrocito son muy limitadas
estrés oxidativo y excitotoxicidad reducen también de manera indirecta la disfuncién astrocitica
198564 A su vez, se ha evidenciado como la liberacion de factores tréficos como el BDNF o las
neurotrofinas son capaces de modular y reducir la astrogliosis y favorecer la reparacién y
supervivencia del SNC 8% Finalmente, la promocién de fenotipo M2 de los macréfagos y
microglia, efecto observado en nuestro modelo tras el tratamiento con CBD, favorece a la

disminucién de la gliosis 37>419474510,562
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Figura 95. Efecto del CBD en la fisiopatologia de la HIV. El CBD es capaz de reducir el volumen de sangrado, la gliosis y
la permeabilidad de la BHE debido a sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y antiexcitatorias.
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Resumen final

Esta Tesis Doctoral evidencia que, independientemente del grado de lesion, es de vital
importancia abordar el dafio secundario de la HIV lo mas tempranamente posible, y mantener
el tratamiento de manera continuada durante el mayor tiempo posible. Queda ademas probada
la relevancia de la BHE a la hora de explicar los eventos fisiopatoldgicos que conducen

finalmente al dafio de la SB y la PC.

El tratamiento con CBD antes y después del dafio redujo la inflamacién, el estrés oxidativo, la
excitotoxicidad y el daifo en BHE reduciendo la gliosis y promoviendo un estado neuroprotector
mediante el cambio del fenotipo de microglia y macréfagos hacia uno M2. No estd claro cudles
son las dianas por las que el CBD puede estar ejerciendo este efecto, pero una explicacién
plausible seria la activacidén de los factores PPAR y Nfr2, ya que este efecto es de gran eficacia
neuroprotectorat'3° | Quedaria por dilucidar el posible papel de la activacion del SEC, y en
concreto del receptor CB,. La administracidén prenatal de CBD permite que, una vez se produzca
la inyeccion de Colagenasa de Chlostridium, se inicien los mecanismos de proteccién y
reparacion de la BHE. Ademas, manteniéndose durante al menos 5 dias mds gracias a la
posterior administracion tras el dafio, el CBD seria capaz de evitar la progresién del sangrado y
el desarrollo de los eventos fisiopatoldgicos. Como consecuencia, se produce una menor
liberacion de productos derivados de la lisis eritrocitaria y a un menor reclutamiento de
microglia y macréfagos a causa de la preservaciéon de la integridad de la BHE. Todo ello conducira
a la proteccion del correcto desarrollo de las células mas afectadas, los oligodendrocitos,
produciendo finalmente la prevencidn de las secuelas. Estos efectos, junto con el alto perfil de
seguridad de este fitocannabinoide, la ausencia de efectos secundarios y sus excelentes
resultados en el dafio cerebral neonatal de origen isquémico, hace que la propuesta del CBD

como posible candidato en la prevencion de la HIV sea muy prometedora.
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CONCLUSIONES







Las conclusiones de esta Tesis Doctoral son:

1. Lainyeccién paraventricular de Colagenasa de Chlostridium en ratas PND 1 induce la aparicidn
de una hemorragia intraventricular con una extensidon y unas secuelas que reproducen las

observadas en el PE y el EPBN, asi como algunas de sus caracteristicas fisiopatoldgicas:

. Se produce un dafio en la SB a consecuencia de la alteraciéon de la supervivencia y

maduracién oligodendroglial desde sus estadios mas inmaduros.

. Se produce una alteracién de la BHE, que se mantiene al menos durante los primeros

quince dias tras el dafio.

. Como consecuencia de la hiperpermeabilidad de la BHE, se produce un aumento de la
infiltracion de macréfagos y reclutamiento microglial, ambos con fenotipo

proinflamatorio o M1.

. Por ello, se produce un incremento de la neuroinflamacién, el estrés oxidativo y la

excitotoxicidad, con el consiguiente dafo tisular a corto y largo plazo.

2. El tratamiento con el fitocannabinoide CBD tiene efectos beneficiosos sobre las consecuencias

de la HIV en este modelo dependiendo del modo de administracion:

. La administracion de CBD tras la induccién de la hemorragia, especialmente administrado
en dosis multiples, previene parcialmente el dafio tisular y las secuelas secundarias a la

misma, aunque no evita la lesién de la SB.

. La administracion prenatal un dia antes del parto permite alcanzar concentraciones
neuroprotectoras en el cerebro del feto, evitando el daiio de la SB en las crias lesionadas,

aunque induce beneficios neuroconductuales sélo parciales.

. La administracién combinada de CBD antes del nacimiento y después de la induccién de
la hemorragia es la forma mas eficaz de tratamiento, reduciendo el volumen de dafio
cerebral a corto y largo plazo y el dafio de la SB, y como consecuencia evitando el

desarrollo de secuelas neuroconductuales.
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3. EL CBD consigue estos efectos neuroprotectores modulando diferentes procesos

fisiopatoldgicos inducidos por la hemorragia:

. Tiene un efecto antiinflamatorio, promoviendo el cambio del fenotipo de las células
inmunolégicas hacia uno de tipo M2, resultando en la disminucién de la produccién de

CKs proinflamatorias.

. Tiene un efecto antiexcitotdxico, reduciendo la concentracién cerebral de Glutamato tras

la induccién de la hemorragia.

. Tiene un efecto antioxidante, reduciendo la oxidacidn proteica cerebral tras la induccién

de la hemorragia.

. Como consecuencia, preserva la integridad funcional de la BHE, limitando Ia
hiperpermeabilidad inducida por la hemorragia y reduciendo la fragilidad vascular en Ia
MG, lo que a su vez limita la progresidn de la hemorragia, asi como la infiltracion de células
proinflamatorias, con el consiguiente beneficio sobre la reduccién de la respuesta

inflamatoria.

4. Por todo lo anterior, el CBD puede postularse como un tratamiento prometedor para la

prevencion de la Paralisis Cerebral hemorragica en PE.
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Figura S1. Efecto del tratamiento con VCE 005.1 en la HIV. La administracion del farmaco no reduce el
porcentaje de lesion ni su mantenimiento a lo largo del tiempo. (A) Porcentaje de lesién a PND 6 (B)
Porcentaje de lesion a PND 45 (C) Estudios correlacionales de la lesidén a corto y largo plazo. Los datos
representados son la media de cada grupo + SEM. Se llevo a cabo el analisis estadistico mediante una T-
Student. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (S respecto a los animales HIV + VEH). En la Fig. C, los datos
no siguen una distribucién normal, por lo que se realizé una correlacidon de Spearman. (N=8).
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Figura S2. El tratamiento con VCE 005.1 previene el déficit motor y cognitivo a medio y largo plazo. (A) Segundos
necesarios para que el animal gire 1802 en una plataforma con una pendiente de 452. (B) Suma de la puntuacion del
reflejo de Grip en todas las patas del animal. (C) Preferencia por la pata ipsilateral. (D) Segundos(E) Preferencia por el
objeto nuevo. Los datos representados son la media de cada grupo + SEM. Se utilizé6 no paramétrico Kruskal-Wallis
seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; (S respecto
a los animales HIV + VEH). (N=8)
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Figura S3. Analisis del dafio en la SB a largo plazo en el tratamiento con VCE 005.1. El tratamiento con este compuesto previene
parcialmente el dafio en la SB a largo plazo. (A) Ratio de los niveles de intensidad de sefial MBP en lado ipsilateral vs contralateral
del CC. (B) Area del CC. (C) Ratio entre el drea del hemisferio ipsilateral vs hemisferio contralateral. Los datos representados son la
media de cada grupo + SEM. Se utilizé no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p
< 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=8).
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Figura S4. Niveles de ECs en el cerebro de las crias cuyas madres fueron tratadas con una dosis variable de CBD. El
pretratamiento con CBD aumenta el tono endocannabinoide especialmente en concentraciones elevadas. (A) Niveles de
AEA (B) Niveles de 2-ag (C) Niveles de PEA (D) Niveles de OEA. Los datos representados son la media de cada grupo *
SEM. Se utilizé no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (*
respecto a la dosis de 10 mg/kg; % respecto a la dosis de 50 mg/kg ; & respecto a la dosis de 100 mg/kg) (N=8)
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Figura S5. Comparacion entre los niveles de los niveles de iNOS / Arg-1 a corto y medio plazo en los
controles. Los datos representados son la media de cada grupo + SEM. Se llevo a cabo el andlisis estadistico
mediante una T-Student. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los niveles obtenidos a PND
14). (N=8)
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Figura S6. Comparacion entre los niveles de células Cd11b* / Cd45 High y Low a corto y medio
plazo en el grupo control. Los datos representados son la media de cada grupo + SEM. Se
llevd a cabo el andlisis estadistico mediante una T-Student. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p <
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Figura S7. Comparacion de los diferentes parametros entre los controles tratados prenatalmente con vehiculo o con
CBD. El pretratamiento con CBD no produce ninguna alteracidon conductual ni molecular en un individuo sano. (A)
Niveles de expresion de iNOS / Arg-1. (B) Niveles de los marcadores de integridad de SB. (C) Tiempo en girar 1802 en la
prueba de la Geotaxia invertida. (D) Preferencia por el objeto nuevo en la prueba del NOR. (E) Niveles de expresidn de
los principales marcadores de dafio. Los datos representados son la media de cada grupo + SEM. Se llevé a cabo el
analisis estadistico mediante una T-Student. (N=8)
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Figura S8. Comparacion entre los animales lesionados en funcion del grado de hemorragia a corto plazo. No existen
diferencias significativas entre el grupo HIV lesionado en funcidn de su grado de lesién. (A) Segundos necesarios para que
el animal gire 1802 en una plataforma con una pendiente de 452. (B) Suma de la puntuacién del reflejo de Grip en todas
las patas del animal. (C) Preferencia por la pata ipsilateral. (D) Segundos (E) Preferencia por el objeto nuevo. Los datos
representados son la media de cada grupo +- SEM. Se llevo a cabo el analisis estadistico mediante Mann-Whitney. (N=12)
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Figura S9. Comparacion en el volumen de lesion entre sexos. No existen diferencias entre
machos y hembras en el volumen de lesién a PND 6. Los datos representados son la media de
cada grupo * SEM. Se llevo a cabo el andlisis estadistico mediante Mann-Whitney. (N=15)
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