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RESUMEN

La planta Cannabis Sativa, de la cual se obtiene la marihuana, se viene empleando
desde tiempos ancestrales con fines terapéuticos y religiosos. El interés por conocer la
causa responsable de los efectos asociados al consumo de marihuana llevé al
aislamiento del principal componente psicoactivo de la planta, el A®-tetrahidrocannabinol
(AS-THC), al descubrimiento de los receptores de cannabinoides (CBRs), y al de sus
ligandos endodgenos, los endocannabinoides (ECs). Junto con el resto de moléculas
responsables de su metabolismo, estos componentes pasaron a formar parte del
denominado Sistema Endocannabinoide (SEC), el cual ha sido, y sigue siendo de
interés por su implicacion en diversos procesos fisiopatoldgicos.

La Enfermedad de Alzheimer (EA), la forma mas comdn de demencia, provoca el
deterioro de la memoria, razonamiento, comportamiento y realizacion de actividades
cotidianas. Tradicionalmente, la deposicion del péptido amiloide B (AB) y la
hiperfosforilacion de la proteina tau han sido establecidas como las causas
responsables de esta enfermedad, pero su progresion se ve favorecida por otros
procesos fisiopatoldgicos como el estrés oxidativo, la gliosis, y la neuroinflamacion.

La conexion entre el SEC y la EA se da por diversos procesos modulados por el
SECYy afectados en la enfermedad, comoson la neurogénesis, la conectividad neuronal,
los procesos de eliminacion de restos celulares, asi como el estrés oxidativo, la gliosis,
o la neuroinflamacion, mencionados anteriormente. Dado el poder antiinflamatorio de
los EC, varias aproximaciones experimentales estudian la relevancia del bloqueo de las
enzimas de degradacién de los EC para aumentar los niveles endégenos de los mismos.
Datos previos de nuestro grupo de investigacion demostraron que la inhibicion genética
de FAAH (y no la farmacolégica) da lugar a una mejora de la adquisicion de memoria
espacial en ratones con la patologia amiloide (5xFAD), asi como a la reduccion de la
produccion y deposicion de ABi40 y de ABi42 en hipocampo. Paraddjicamente,
describimos un aumento de la expresion de citoquinas y marcadores pro-inflamatorios,
entre los que se encuentra la IL-13. Dado el papel relevante que juega esta citoquina en
procesos de neuroinflamacion, planteamos la hipotesis de que la interleuquina IL-13
adquiere una funcion relevante en un contexto neuroinflamatorio asociado a la patologia
amiloide, en el que FAAH se encuentra inactivada genéticamente. Especificamente, se
propone su relacién con una respuesta inflamatoria de la glia més eficiente ante la
presencia del péptido AB1-42, y por otro lado, con las mejoras patologicas observadas en
ratones 5xFAD, incluyendo el aumento de la memoria espacial. Por tanto, la inhibicién




de la produccién de la IL-1B mediante un tratamiento antiinflamatorio con minociclina,

provocaria la reversion de dichas mejoras, incluyendo las de tipo cognitivo.

El procedimiento experimental se basé en dos paradigmas. El primero consistié en
el empleo de cultivos primarios de glia WTy FAAH"- expuestos al péptido AB1-42, con el
fin de conocer el efecto de la inactivacion genética de FAAH en cuatro propiedades
gliales: 1) el perfil de expresiéon de citoquinas, marcadores inflamatorios, y algunos
componentes de la familia IL-1; 2) la actividad de los hemicanales de Cx43; 3) la
produccion y liberacion de AEA; 4) la actividad fagocitica. El segundo procedimiento se
bas6 en el empleo de modelos animales de la EA, con o sin actividad FAAH (5xFAD y
5XFAD/FAAH"-, respectivamente), a los que se les traté con minociclina. Con ellos, se
estudio si dicho farmaco era capaz de revertir los efectos derivados de la inactivacion
genética de FAAH, en el contexto patoldgico de la EA, tales como: 1) el perfil de
expresion de citoquinas y algunos componentes de la familia IL-1; 2) los niveles de ABi-
42, 'y el grado de deposicion en corteza e hipocampo; 3) el fenotipo inflamatorio y la
capacidad fagocitica de la microglia; 4) la adquisicion de memoria espacial.

Los resultados revelan que la glia FAAH' en cultivo expresa mas ARN mensajero
(ARNm) de los componentes de la familia IL-1 estudiados, asi como de TNFa y COX2
en condiciones basales, mientras que la presencia del péptido AB142 solo afecta a la
expresion de IL-1B. A su vez, la inhibicion genética de FAAH se asocia a un aumento
de los niveles de proteina Cx43 en membrana, y a la prevencion de la reduccion de AEA
en presencia de AB1-42. Sin embargo, la actividad fagocitica de la glia sin actividad FAAH
permanece inalterada. El andlisis de la expresion de citoquinas en corteza e hipocampo
de ratones 5xFAD y 5xFAD/FAAH’- muestra una mayor expresion de IL-1f3, y en menor
medida, de TNFa, en aquellos animales sin actividad FAAH. Paralelamente, la inhibicion
genética de FAAH favorece la disminucion de los niveles de ABi42, asi como su
deposicion. Sin embargo, dicha inhibicibn da lugar a que la microglia sea
mayoritariamente pro-inflamatoria, y que ejerza una mayor actividad fagocitica respecto
de su homdloga WT. El tratamiento con minociclina provoca una disminucion de los
niveles de IL-1B, pero en ratones 5xFAD/FAAH"-aumentan los niveles y la deposicién
de AB1-42, a la vez que empeora la adquisicion de memoria espacial.

Estos datos sugieren que la inhibiciébn genética de FAAH favorece un estado de
preparacion de la glia (priming) protagonizado por la IL-13, el cual favorece una
actuacion mas temprana en presencia del péptido AB1-42. Por ello, se propone el estudio
del SEC, y en particular la modulacion de la enzima FAAH, como potencial diana

terapéutica para el tratamiento de la EA.




ABSTRACT

The plant Cannabis Sativa, source of marijuana, is being employed since ancient
times for therapeutic and religious purposes. The interest for knowing the cause
responsible of the effects associated to marijuana consumption gave rise to the isolation
of the principal psicoactive component of the plant, A°-tetrahydrocannabinol (A°-THC),
the cannabinoid receptors (CBRSs) discovery, and later, of their endogenous ligands, the
endocannabinoids (ECs). Along with the rest of molecules liable of EC metabolism, all
of them become part of the so-called Endocannabinoid System (SEC). The SEC was,
and continue being of interest because of its implication in a variety of physio-pathologic
processes.

Alzheimer's Disease (EA), the most common form of dementia, provokes the
impairment of memory, reasoning and behaviour, which disturb the ability of performing
daily routine. Traditionally, amyloid-B (AB) deposition and tau hyperphosphorilation have
been considered the main causes of this disease. However, its progression is favoured
by other phenomena, such as oxidative stress, gliosis and neuroinflammation.

The connection between SEC and EA is found in processes that are modulated by
SEC and are altered during the disease, for example neurogenesis, connectivity, cell
debris removal, and the mentioned oxidative stress, gliosis and neuroinflammation. Due
to the anti-inflammatory action of the EC, several experimental approaches study the
relevance of blocking the EC degrading enzymes in order to increase their endogenous
levels. Previous data from our group demonstrated that the genetic (and no
pharmacologic) inhibition of FAAH give rise to the improving of memory acquisition in
mice with amyloid pathology (5xFAD). Furthermore, this knocking of FAAH leads to a
reduction in ABi-40 and AB1-42 production and deposition in hippocampus. However, the
genetic inactivation of FAAH provokes, paradoxically, an increase of the expression of
cytokines and pro-inflammatory markers, highlighting IL-18. Owing to the relevant role of
this cytokine in neuroinflammatory processes, we hypothesis that the interleukin IL-13
gain a significant function in the neuroinflammatory context associated to the amyloid
pathology, without FAAH activity. Specifically, it is proposed a direct relationship between
IL-1B8 and a more efficient inflammatory response in the presence of ABi42, as well as
with the pathologic and memory improvements in 5XxFAD mice. Therefore, the inhibition
of IL-1B8 production by an anti-inflammatory treatment with minocycline would cause the

reversion of the mentioned improvements.




The experimental procedure was based on two paradigms. The first one consisted
of using WT and FAAH" glial primary cultures exposed to AB1-42 peptide. The purpose
was to dilucidate the effect of the genetic inhibition of FAAH in glial properties such as
1) the expression profile of cytokines, inflammatory markers, and some components of
IL-1 family, 2) the activity of Cx43 hemichannels, 3) the production and release of AEA,
4) the phagocytic activity. The second experimental procedure consisted of treating with
minocycline to EA animal models, either with or without FAAH activity (5XxFAD y
5xFAD/FAAH"-, respectively). From them, it was studied if minocycline was able to revert
the effects observed after the genetic inactivation of FAAH, in the pathologic context of
EA, such as 1) the expression profile of cytokines, inflammatory markers, and some
components of IL-1 family, 2) the AB1-42 levels and deposition in cortex and hippocampus,
3) the phenotype of microglia and its phagocytic ability, and 4) the spatial memory
acquisition.

The data obtained reveal that glia FAAH"- in vitro expresses in basal conditions more
messenger RNA (ARNm) of the components of the IL-1 family studied, as well as of
TNFa and COX2. However, the presence of ABi-42 only affects the expression of IL-13
in these cells. At the same time, the genetic inhibition of FAAH is associated to an
increase of the levels of Cx43 protein in membrane, as well with the prevention of AEA
reduction in presence of ABi42. Also, the phagocytic activity of the glia FAAH”- remains
unaltered. Analysis of cytokine expression in the cortex and hippocampus of 5xFAD and
5XxFAD/FAAH’- mice show high expression of IL-13, and TNFa to a lesser extent, in
animals without FAAH activity. At the same time, the inhibition of FAAH give rise to the
decrease of AB1-42 levels and its deposition in 5XxFAD/FAAH’- mice. Nonetheless, such
inhibition of the enzyme in the mentioned mice favours the pro-inflammatory phenotype
of the microglia, but a higher phagocytic activity than its homologous WT (5xFAD). The
treatment with minocycline causes a reduction of IL-13 levels, but in 5xFAD/FAAH"'-
animals induces a boost of levels and deposition of ABi-42, while the spatial memory
acquisition worsens.

These data suggest that the genetic inhibition of FAAH promotes a readiness status
in glia (priming), starred by IL-1B. This priming state would favour an earlier action of this
glia in presence of the ABi-42 peptide. Therefore, it is proposed the study of SEC, and
particularly, the modulation of FAAH enzyme, as a potential therapeutic target for
Alzhimer’s Disease.
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1. SISTEMA CANNABINOIDE

1.1. Cannabinoides

Los cannabinoides (CBs) se definen como compuestos naturales propios de la
planta Cannabis sativa, de la cual se obtiene la marihuana. De entre los 500 compuestos
gue tiene esta planta, se han identificado como cannabinoides aproximadamente mas
de 100, aunque es dificil establecer una cifra exacta, ya que sus estructuras y
propiedades fisicas son muy parecidas entre si, lo que complica su separacion y
aislamiento (Mechoulam & Parker, 2013; Basavarajappa et al., 2017; Lafaye et al.,
2017). No obstante, los primeros en identificarse, y por tanto, los mas conocidos, son el
A°- tetrahidrocannabinol (A°%-THC), y el cannabidiol (CBD) (figura 1). EI A>-THC fue
aislado y descrito estructuralmente por Yehiel Gaoni y Raphael Mechoulam en 1964
(Gaoni & Mechoulam, 1964), mientras que en 1967 Mechoulam y cols. lograron
sintetizarlo (Mechoulam et al., 1967), facilitando su disponibilidad para su estudio en
investigacion. Este componente de la marihuana se caracteriza por ser el principal CB
con propiedades psicoactivas, por lo que su concentracion en la planta, y més
concretamente, la relacion THC:CBD, suele indicar su potencia psicoactiva (Lafaye et
al., 2017).

En cuanto al CBD, aunque fue aislado a finales de 1930, no se conoci6 su estructura
hasta 1963. Su estudio no se avivd hasta hace 20 afios, al descubrir sus propiedades
anti-inflamatorias y anti-oxidantes, asi como su capacidad para atenuar las alteraciones
en la memoria que provoca el A°>-THC. Es importante destacar que el CBD carece de
psicoactividad (Mechoulam & Parker, 2013).

A®-tetrahidrocannabinol (A°-THC) cannabidiol (CBD)

Figura 1: Estructura de los dos CBs principales de la planta Cannabis Sativa: A°-THC (izquierda), y CBD (derecha)
(Mechoulam & Parker, 2013).




Introduccion

El contenido en CBs difiere notablemente entre las diferentes variedades de la planta
existentes. Por ejemplo, en el cafiamo industrial, la concentracion de THC no supera el
0,3%. En el hachis (obtenido a partir de la resina de la planta), era de alrededor un 5%
en los afios 60, mientras que la de la marihuana (mezclade hojas y flores secas de la
planta), en la misma década se situaba entre el 2-3%. Sin embargo, actualmente, para
ganar un mayor poder psicoactivo, se han desarrollado variedades de cannabis que han
aumentado su contenido en THC hasta un 20%, acompafiado de una reduccion en el
contenido de CBD, lo que aumenta la potencia de la droga comercializada. Esto podria
estar relacionado con el aumento de los efectos nocivos asociados al consumo de
cannabis en los ultimos afios. (Mechoulam & Parker, 2013; Lafaye et al., 2017).

1.2. Historia y relevancia

El cannabis era conocido y empleado desde tiempos antiguos con diferentes
propésitos (Mechoulam & Parker, 2013). Ya entre el segundo milenio y el 600 antes de
Cristo, los asirios, un grupo étnico de Asia Occidental, usaban el cannabis tanto por sus
efectos psicoactivos como por sus propiedades medicinales (como por ejemplo para la
amenorrea femenina). En China se conocian sus efectos duales, puesto que en su
farmacopea médica clasica conocida como Pen Tsao (figura 2), la planta era
recomendada para tratar varias patologias, pero también se recogia la posibilidad de

“ver demonios” cuando se consumia en exceso (Mechoulam & Parker, 2013).

———— — e
&
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Figura 2: Imagen de la pagina de una de las ediciones del libro de plantas medicinales chino Pen Ts’ao, en el que

seilustra y describe la planta del cafiamo. Fuente:(La planta, 2019).

En Europa, el consumo de cannabis comenzd en el siglo XIX. Los efectos
psicolégicos derivados de dicho consumo se recogieron en escritos de autores
franceses pertenecientes al grupo Le Club des Hachichins. Entre ellos se encontraba
Moreau, un psiquiatra que describié en uno de sus libros los fendmenos psicol6gicos

observados en pacientes: sentimiento de felicidad, excitacion y disociacion de ideas,
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desorientacion espacial y temporal, aumento de la sensacién de audicion, ilusiones y
alucinaciones, fluctuacion emocional, impulsividad y delirios. Muchos de los sintomas
manifestados por el consumo de cannabis son opuestos y contradictorios, lo que ha
tenido confundidos a los investigadores durante muchos afios, hasta conocer la
actividad bifasica del A°-THC (los efectos a dosis bajas difieren de los descritos a dosis
altas) (Mechoulam & Parker, 2013).

Actualmente, el estudio de los CBs y de los endocannabinoides (ECs) ha cobrado
protagonismo tanto por su potencial terapéutico como por el consumo recreacional de

marihuana (Mechoulam & Parker, 2013).

1.3. Sistema Endocannabinoide: definicion vy

descubrimiento

Los efectos descritos, ya incluso desde la antigiedad, tras el consumo de cannabis,
dieron lugar a la busqueda de las moléculas responsables de dichas respuestas. A raiz
del aislamiento del A%-THC en 1964 (Gaoni & Mechoulam, 1964), se continué con la
caracterizacion de la via de sefializacion bioquimica que culminaba con los efectos
biolégicos tan dispares descritos tras dicho consumo. En un principio se pensé que los
CBs, debido a su naturaleza lipdfila, actuaban a través de un mecanismo asociado a la
membrana plasmaética de tipo inespecifico. Sin embargo, en 1984, el grupo de la Dra.
Howlett (Howlett, 1984) publicé los primeros datos indicativos de la posible existencia
de receptores cannabinoides (CBRs). Concretamente, observaron que los CBs inhibian
la adenilato ciclasa, asi como que la potencia de estos dependia del mecanismo por el
cual ejercieran suaccion. El mismo grupo describid posteriormente la existencia de sitios
de unién especificos en el cerebro (Devane et al., 1988), cuya distribucion concordaba
con las propiedades psicotropicas de los CBs. Finalmente, se clonaron el receptor
cannabinoide tipo 1 (CBiR) (Matsuda et al.,, 1990), y poco después, el receptor
cannabinoide tipo 2 (CB2zR) (Munro et al., 1993).

El descubrimiento de los CBRs dio pie a la busqueda e identificacion de ligandos
enddgenos que actuasen sobre los receptores, asi como enzimas responsables tanto
de su sintesis como degradacion. El conjunto de todas estas moléculas se denomin6
Sistema Endocannabinoide (SEC), que se define como grupo de ligandos endégenos,
(ECs), de receptores especificos, y de enzimas responsables de la sintesis y
degradacion de los ECs.
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1.4. Componentes y metabolismo

1.4.1. Ligandos enddgenos (endocannabinoides)

Los ECs son moléculas de caracter lipdfilo, capaces de unirse a los CBRs y
desencadenar una respuesta biologica. A diferencia de otros neurotransmisores, y
precisamente por su naturaleza lipdfila, se sintetizan “a demanda” a partir de fosfolipidos
de membranatras un incremento intracelular de Ca?*, y se liberan al espacio sinaptico,
sin almacenarse previamente en vesiculas. Los CB:1R se localizan presinapticamente,
mientras que la liberacion de ECs se realiza desde las neuronas postsinpticas
(sefalizaciéon retrograda). Finalmente, para terminar la respuesta, los ECs son
incorporados de nuevo a la célula, y degradados por las enzimas de degradacion
correspondientes (Ahn et al., 2008; Mechoulam & Parker, 2013; Lu & MacKie, 2016).

Los primeros ECs en ser identificados, asi como los mas estudiados, son la
anandamida (AEA), y el 2-araquidonoilglicerol (2-AG). A continuacioén, se describen con
mas detalle cada uno de ellos.

141.1. Anandamida

La N-araquidonoil etanolamida, mas comunmente conocida como anandamida, o
AEA (ananda = felicidad interior), fue el primer EC en ser identificado y caracterizado
estructuralmente (Devane et al., 1992) (figura 3). Es capaz de unirse tanto al CB1R como
al CB:zR, sin embargo, actia como agonista parcial de CB1R, y la afinidad por CBzR es
de cuatro veces menos aproximadamente, con respecto a la que tiene por CBiR
(Svizenska et al., 2008; Zou & Kumar, 2018). Su baja eficacia como agonista sobre los
CBRs sugiere que en aquellas regiones donde la expresion de receptores sea baja, o
en las que dichos receptores se acoplen débilmente a una cascada de sefializacion, la
AEA puede llegar a antagonizar los efectos de otros agonistas mas eficaces (Lu &
MacKie, 2016).

Figura 3: Estructura de la anandamida (AEA) (Basavarajappaetal., 2017).
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En cuanto a su distribucion en el cerebro, los mayores niveles de AEA se detectan
en las regiones cerebrales donde los niveles de CBRs también son elevados, como en
hipocampo, estriado, cerebelo o corteza cerebral. No obstante, la AEA también puede
actuar sobre otros receptores, como el receptor de potencial transitorio vanilloide 1
(TRPV1), los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARS), en
particular los subtipos a y y, asi como sobre los receptores acoplados a proteinas G 55
(GPR55) y 119 (GPR119). Esta propiedad de la AEA de interaccionar con una variedad
tan amplia de receptores explica en parte su participacion en diversas actividades
biolégicas en mudltiples 6rganos y sistemas, segun la distribucion de los receptores
mencionados (Maccarrone, 2017).

1.4.1.2. 2-Araquidonoilglicerol

El hecho de que la AEA no fuera capaz de reproducir por si mismatodos los efectos
observados con el THC fue uno de los motivos por los que continud la busqueda de més
ligandos para los CBRs, hasta descubrir el 2-Araquidonoilglicerol, o 2-AG (figura 4). El
2-AG es un monoacilglicerol que fue aislado por primera vez en 1995 a partir de intestino
canino (Mechoulam et al., 1995) y de cerebro de rata (Sugiura et al., 1995). Junto con
la AEA, es considerado como uno de los endocannabinoides mas importantes.

~0 OH
— — cC
0

—_ —_ OH

Figura 4: Estructura del 2-Araquidonoilglicerol (2-AG) (Basavarajappaetal., 2017).

Al igual que la AEA, el 2-AG se une a CB1Ry CB:zR, pero con la diferencia de que
2-AG es un agonista completo de ambos receptores (Lu & MacKie, 2016). Los niveles
de 2-AG son mayores que los de AEA, aunque no se pueden valorar con exactitud,
debido a que existen diferencias segun el contexto fisioldégico o patolégico (Justinova et
al., 2011; Baggelaar et al., 2018; Zou & Kumar, 2018). No obstante, se estima que los
niveles de 2-AG en cerebro son unos 170 veces mayor que los de AEA (Baggelaar et
al., 2018). Estos datos, junto con el hecho de que por su alta afinidad con los CBRs no
se une a otros receptores con la misma facilidad que la AEA, ha llevado a proponer que
el 2-AG es el endocannabinoide clave en la regulacion de la sefial retrégrada en el
cerebro (Justinova et al., 2011; Zou & Kumar, 2018).
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1.4.1.3. Otros endocannabinoides

Ademas de los dos ECs clasicos descritos anteriormente, dentro del SEC se incluyen
otros ligandos derivados de é&cidos grasos poliinsaturados de al menos 18 atomos de
carbono (LC-PUFAs, de sus siglas en inglés), o del acido oleico. La mayoria de todos
ellos son amidas, ésteres, o éteres de acidos grasos, pero también se incluyen algunos
analogos del 2-AG, como el 2-oleoilglicerol o el 2-linoleoilglicerol. Junto conla AEA Yy el
2-AG, siete de estos ligandos han sido incluidos dentro del grupo de ECs componentes
del SEC (figura 5). Ademas, todos ellos participan en otras rutas biologicas, y pueden
actuar sobre otros receptores que no son CBRs, con mas o menos potencia (Witkamp,
2016).

Entre otros ligandos, se incluyen ademas los propios metabolitos derivados de la
sintesis o degradacién de los ECs, los cuales pueden ejercer un efecto ambiental que
favorezca la accion de otros ECs. En particular, compuestos similares a los ECs, como
la N-palmitoiletanolamina (PEA), o la N-oleoiletanolamina (OEA), ejercen su accion por
otras vias independientes de CB1R/CB:R, potenciando la accion de otros ECs sobre sus
dianas (Maccarrone, 2017).

OH
H — — OH
Coo o™
o — —

N-docosatetraenoiletanolamina Noladin éter
OH
o o o
— = — — NH — /\VOH
N OH NN R H
H H
N-araquidonoil dopamina (NADA) Virodamina N-dihamo-y-linalenoiletanolamina
(o] OH °
N-oleoildopamina (CLDA) oleamida

Figura 5: Estructura de los siete ECs que, ademds de la AEA y el 2-AG, se clasifican como tal por el sistema de
clasificacion de farmacos y nomenclatura de receptores de la IUPHAR (Witkamp, 2016).
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Introduccion

1.4.2. Receptores

Los CBRs pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (G
protein-coupled receptors -GPCRs-). Desde que se confirmd su existencia en 1984 por
el grupo de Allyn C. Howlett, los receptores CB:Ry CB:zR se han caracterizado en cuanto
a su estructura primaria, propiedades de union a ligandos y/o transduccién de sefiales.
Se ha podido determinar su estructura tridimensional, lo que abre la puerta a poder
conocer la disposicién de sus hélices proteicas segun la especie (humana, murina etc.),
y segun el ligando que se una al receptor (Svizenska et al., 2008). La union del ligando
al receptor produce la activacion de este ultimo, tras la cual, a través de proteinas G de
tipo Gio principalmente, se da lugar a 1) la inhibicion de la adenilato ciclasa; 2) el cierre
de algunos canales de calcio dependientes de voltaje; 3) la activacion de algunas
proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) y; 4) la apertura de canales
rectificadores de K* (Mackie, 2008; Zou & Kumar, 2018). No obstante, existen
variaciones dependiendo del tipo celular, y del tipo de proteina G a la que se acoplen.
La estructura secundaria de los CBRs consiste en siete dominios transmembrana
conectados por horquillas intra- y extracelulares, asi como de un extremo N-terminal
extracelular con sitios de glicosilacién, y un dominio C-terminal intracelular, a través del
cual se acopla a los complejos de proteinas G (figura 6) (Svizenska et al., 2008). Cabe
destacar que, en el casodel CB:zR, las funciones reguladoras de los canales i6nicos son
mas variables (Mackie, 2008).

Extracelular 4 b W 5 g g«l

&
|

Intracelular

C Supervivencia / muerte
celular

Figura 6: A: Representacion esquematizada de la estructura de los CBRs, donde se observan los 7 dominios

transmembrana (TM), y los dominios N- y C- terminales (Brow n & Farquhar-Smith, 2018). B: Representacion ilustrada de
las vias de sefializacién principales reguladas por los CBRs, tras su acoplamiento a proteinas Gis (bloqueo de la apertura
de los canales de Ca®" dependientes de voltaje -VGCC-, inhibicién de la adenilato ciclasa (AC), activacién de la cascada
PI3K/Akt, y la de las MAPK, asicomo la activacion de la apertura de canales rectificadores de K*. (adaptacion de (Zou &
Kumar, 2018)).
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1421 CBiR

Comoya se ha mencionado anteriormente, el CB1R fue el primero en ser descubierto
y clonado (figura 7). Este receptor, el GPCR mas abundante en el cerebro, esta
codificado por el gen CNR1, y se compone de 472 aminoacidos en humanos, y de 473
en ratay raton, existiendo un 97-99% de identidad en la secuencia de aminoacidos entre
dichas especies. Existen otras dos isoformas con el N- terminal mas corto que la forma
canonica del receptor, resultantes del splicing alternativo, pero de las que aun no se

conocen sus propiedades farmacoldgicas y fisiologicas (Zou & Kumar, 2018).

Este receptor abunda en corteza, nicleos basales, hipocampo y cerebelo. La
mayoria de ellos se encuentran en los terminales axdnicos y segmentos axonicos pre-
terminales de las neuronas presinapticas, a cierta distancia de la zona activa, de manera
gue, cuando se activan, se produce una supresion de la excitabilidad, y una inhibicién
de la liberacion de neurotransmisores (Mackie, 2008). Dentro de la cortezae hipocampo,
las neuronas con mayor densidad de CBiR son las interneuronas que expresan
colecistoquinina. No obstante, en neuronas glutamatérgicas, aunque existen en menor
namero, estos receptores adquieren una gran relevancia funcional (Marsicano & Lutz,
1999; Lu & MacKie, 2016). CB1R también se ha detectado en células gliales, y su
activacion da lugar a efectos importantes también relacionados con la transmision
sinaptica. Por ejemplo, la activacion del CB1R de la zona perisinaptica de los procesos
astrociticos da lugar a la liberacién de Ca?* intracelular via Ggui/fosfolipasa C(PLC)/
inositol trifosfato (IPs), asi como a la liberacion adicional de gliotransmisores,
principalmente glutamato, que actlan tanto en los receptores metabotropicos de
glutamato de la neurona presinaptica como en los NMDAR postsinapticos (Navarrete et
al., 2014, Scheller & Kirchhoff, 2016). Esto significa que, la activacion de los CB:R en
los procesos astrogliales adyacentes a la sinapsis, pueden afectar a sinapsis mas
lejanas a través de las uniones en hendidura (gap junctions-GJs-), mediante las cuales
los astrocitos se acoplan entre siformando una red de unién y comunicacion astrocitaria.
Es por ello por lo que la activacion de CB1R en astrocitos puede dar lugar tanto a la
potenciacion como la depresion de la neurotransmision. Este proceso es de gran
importancia en corteza e hipocampo, para los procesos de plasticidad neuronal y
memoria (Scheller & Kirchhoff, 2016).
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Introduccion

Figura 7: Estructura cristalizada de CB;R interaccionando con el agonista AM841 (5XR8, Protein Data Bank).

1422, CB2R

El CB:2R (figura 8) estad codificado por el gen CNR2, y se compone de 360
aminoacidos en humanos. Comparte un 44% de homologia de secuencia a nivel
proteico con CB:R. A diferencia de este Ultimo, CB2R difiere en homologia entre
humanos y roedores en mayor medida, ya que, en este caso, es de un 80%. Se han
identificado dos isoformas: la predominante se encuentra mayoritariamente en
testiculos, y en menor cantidad en regiones cerebrales relacionadas con larecompensa,
mientras que la isoforma menos predominante, se expresa fundamentalmente en bazo,
y, en menor medida, en cerebro. Sin embargo, en rata se han descrito cuatro isoformas,
mientras que en ratén también se conocen solo dos (Zou & Kumar, 2018).

Este receptor se expresa predominantemente en tejidos periféricos, destacando el
sistema inmune. En particular, se ha establecido que los niveles de CB2R en células
inmunes humanas es mayor en linfocitos B, seguidos de las células Natural Killer,
monocitos/ macrofagos, linfocitos T citotdxicos (CD8), y linfocitos T cooperadores (CD4)
(Galiegue et al., 1995; Lopez et al., 2018). En el Sistema Nervioso Central (SNC), el
CB:R se expresa en niveles mucho mas bajos que CB1R. Se detecta principalmente en
microglia y células endoteliales. Sin embargo, existen grupos de investigacion que
refieren la expresion funcional de CB:zR en neuronas (Garcia et al., 2015; Li & Kim, 2015;
Zhang et al., 2017). Una particularidad de los CB:zR es que son altamente inducibles tras
dafo tisular o durante procesos inflamatorios (Zou & Kumar, 2018). En SNC, la
activacion de los CB:zR da lugar a la disminucion de la liberacion de citoquinas pro-
inflamatorias por parte de la microglia activada, asi como a la estabilizacion y aumento
de la eficacia de la barrera hematoencefalica (Scheller & Kirchhoff, 2016).
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Figura 8: Estructura cristalizada de CB2R interaccionando con el agonista AM10257 (5ZTY, Protein Data Bank).

1.4.2.3. Otros receptores

Existen otros receptores que pueden ser activados por ECs, y principalmente por la
AEA. Uno de ellos es el receptor TRPV1, perteneciente a la familia de receptores de
potencial transitorio (TRP). El TRPV1 es un canal i6nico que responde a diferentes
estimulos, tales como temperaturas altas o pH bajo, y que puede participar en la
transduccion de estimulos nocivos que se detectan en los terminales nociceptivos
(Caterina et al., 1997; Rosenbaum & Simon, 2007; Jara-Oseguera et al., 2010). Ademas,
este receptor es el Unico de todos los TRPs activado por la capsaicina, responsable del
sabor picante de los pimientos. Sin embargo, su inhibicion parece tener interés
terapéutico para el alivio del dolor de diversas patologias (Jara-Osegueraet al., 2010) .
La AEA puede activar el receptor TRPV1 en determinadas condiciones, pero su accion
varia segun el contexto (Rosenbaum & Simon, 2007; Lu & MacKie, 2016). En cualquier
caso, actlia sobre este receptor como agonista completo, pero conuna afinidad de unién
relativamente baja.

Otros receptores activados por los CBs son los PPAR a y vy, los cuales median en
algunos de los efectos analgésicos, neuroprotectores, moduladores de la funcion
neuronal, anti-inflamatorios, etc., a menudo en conjuncién con la activacion de CBRs.
Su funcidn, tras su activacion, se encuentra asociada a la modulacion de la transcripcion
génica, y una de las vias de activacion de los PPAR conocida es mediante el aumento
del tono EC (Lu & MacKie, 2016; O’Sullivan, 2016).

Finalmente, el receptor GPR55 se ha identificado como un nuevo CBR. Se trata de
otro GPCR muy extendido tanto en cerebro como en tejidos periféricos, lo que sugiere
su participacion en diferentes procesos bioldgicos. Sin embargo, es resefable el hecho
de que este receptor no se halocalizado en &reas cerebrales como cortezae hipocampo
en humanos, mientras que si se ha hecho en roedores. GPR55 solo comparte un 13%
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de homologia con el CB1R, y un 14% con CB:zR, y entre especies, el gen humano es

similar en un 75% en secuencia con el gen de ratdn, y un 78% con el de rata (Tuduri et
al., 2017).

1.4.3. Metabolismode la AEA

Ambos ECs (AEA y 2-AG) tienen en comun ser derivados del acido araquidénico
(AA) (figura 9), pero las rutas de sintesis y degradacion de cada uno de ellos son
diferentes entre si. Por su relevancia en esta tesis, se describiran con mas detalle las

rutas de sintesis y degradacion de la AEA.

[o]
AEA

COOH

e
= OO
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Figura 9: Representacion de la molécula de AA, como molécula comin entre la AEA y el 2-AG.

Acido araquidénico (AA)

1.43.1. Sintesis de la AEA

La sintesis de la AEA comienza a partir de los fosfolipidos de membrana. A dia de
hoy se conocen varias rutas por las cuales se sintetiza AEA, las cuales parecen ser
redundantes (Maccarrone, 2017). Estas variaciones, que pueden ocurrir en diferentes
regiones cerebrales, (e incluso entre diferentes tejidos y 6érganos), podrian existir debido
a las diferencias fisiolégicas y patolégicas de dichas regiones/ érganos.

Actualmente hay descritas cuatro rutas de sintesis de AEA: 1) la dependiente de la
enzima fosfolipasa D especifica de N-acil-fosfatidiletanolamina (NAPE-PLD); 2), la que
lo es de la enzima fosfolipasa C (PLC), seguida de la proteina tirosina fosfatasa no
receptora tipo 22 (PTPN22); 3) aquella en la que se lleva a cabo una doble hidrélisis de
grupos acilo: la primera por parte de la proteina 4 que contiene el dominio a/f hidrolasa
(ABHD4), seguida de la glicerofosfodiesterasa 1 (GDEL1) y; 4) aquella en la que se
produce la hidrélisis de un grupo acilo por parte de la fosfolipasa Az soluble (SPLA2),
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seguida de la liberacion de la AEA por parte de la lisofosfolipasa D especifica de NAPE
(liso-NAPE-PLD) (figura 10) (Lu & MacKie, 2016; Maccarrone, 2017). De todas ellas, la

gue se erige como la ruta de sintesis mas estudiada, a la vez que la més relevante, es
la de la NAPE-PLD.

El proceso de sintesis a través de la primera ruta enumerada comenzaria con la
accion de las N-acil transferasas (NAT) dependientes de Ca?*, o independientes del
cation (iNAT), que llevan a cabo la transferencia de un grupo acetilo a los fosfolipidos
de membrana, dando lugar a la N-araquidonoil-fosfatidiletanolamina (NArPE). Entonces,
la NAPE-PLD cataliza la obtencion de la AEA a partir de la NArPE, al liberar el &cido
fosfatidico de la molécula sustrato (figura 10) (Lu & MacKie, 2016).

La siguiente ruta de sintesis de la AEA mas relevante es la que tiene como participes
a la PLC seguida de la PTPN22, la cual es la que mas se ha estudiado con detalle en
células inmunes, aunque también puede ocurrir en cerebro. Consiste en la obtencion de
la fosfo-AEA a partir de la NArPE mediante la accion de la PLC, liberando como
subproducto el 1,2-diacilglicerol. Después, la fosfo-AEA es desfosforilada por la
PTPN22, dando lugar a la AEA (figura 10) (Lu & MacKie, 2016).

Las otras dos rutas de obtenciéon de la AEA se han esbozado a partir de sistemas

de expresion, pero aun se desconoce su implicacion en la produccion de AEA en el SNC
(Lu & MacKie, 2016).

1.4.3.2. Degradacion de la AEA

En cuanto a la degradacion de la AEA, también existen varias alternativas
metabdlicas segun las enzimas intervinientes, dando lugar, en consecuencia, a
productos distintos (figura 10). Existen 3 rutas de degradacion de la AEA, que se
enumeran a continuacién por orden de importancia: 1) la ruta dependiente de la accién
de la amidohidrolasa de &cidos grasos (FAAH); 2) aquellas basadas en la oxidacion de
la AEA, bien por parte de la ciclooxigenasa 2 (COX2), o lipooxigenasas 5, 12 y 15 (5-
/12-/15-LOX) y; 3) la dependiente de la accién de monooxigenasas citocromo P450
(P450s) (Maccarrone, 2017).

La FAAH es la principal responsable de la hidrélisis de la AEA en AA y etanolamina.
Sin embargo, otra enzima, la amidohidrolasa acida de la N-aciletanolamina (NAAA),

también puede llevar a cabo esta misma reaccion.
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En lo referente a las rutas de oxidacion de la AEA, una de las responsables del
proceso seria la COX2, responsable de la hidrélisis de AEA en diferentes prostaglandin-
etanolaminas (PGs-EA) (figura 10), mientras que las LOXs convierten la AEA en hidroxi-
anandamidas, o en hidroxieicosatetraenoil-etanolaminas (HETEs-EA). Finalmente, la
intervencién de las P450s daria lugar a la hidrdlisis de la AEA en epoxieicosatrienoil -
etanolaminas (EETs-EA). Es destacable que los productos derivados de la oxidacion de
la AEA desempefian una actividad bioloégica por si mismos, aunque todavia no se
conoce la relevancia de dicha actividad (Maccarrone, 2017).
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Figura 10: Representacion de las rutas metabdlicas de sintesis y degradacion de la AEA (Maccarrone, 2017).

1.4.3.2.1. FAAH

Como se ha mencionado anteriormente, la enzima FAAH es la principal responsable
de ladegradacion de AEA en los metabolitos AA y etanolamina. Se trata de una proteina
integral transmembrana descrita en 1996 por B.F. Cravatt y cols. como enzima capaz
de metabolizar la AEA, ademas de la OEA (Cravatt et al., 1996). A partir de entonces,
se procedié con la descripcion de la estructurade la enzima (figura 11), sus propiedades
cinéticas, y su distribucion en el organismo, hasta que, finalmente, crearon el modelo

murino FAAH knockout (FAAH'), con el que se confirma su papel decisivo en el control
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del tono de la AEA, puesto que este modelo contiene aproximadamente 15 veces mas
AEA en cerebro que los correspondientes ratones wild type (WT) (Cravatt et al., 2001).
La construccion genética de este modelo animal se explica con mas detalle en el
capitulo de Materiales y Métodos de esta tesis, ya que es uno de los modelos murinos
en los cuales estan basados los resultados presentados.

A nivel estructural, FAAH se compone de un Unico dominio transmembrana NHz-
terminal, un dominio amidasa, y una secuencia de poliprolina, con capacidad de
interaccién con dominios especificos proteicos (conocidos como Homer y SH3). El gen
de esta enzima se encuentra altamente conservado entre las especies humana, murina,
y porcina. La proteina FAAH de humanos y de rata se expresa en abundancia en el
SNC, destacando la corteza cerebral e hipocampo, (Hu & Mackie, 2015), y a nivel
celular, se detecta con mayor abundancia en neuronas corticales piramidales, células
piramidales de hipocampo, y células de Purkinje. No obstante, también se ha descrito
en elementos gliales, solapando con CB:R, principalmente en areas relacionadas con
el control motor y de la memoria (Romero et al., 2002; Benito et al., 2003). En cuanto a
microglia, no se encuentran muchos articulos que describan la presencia de FAAH en
este tipo celular, pero existen algunos que han detectado su expresion y actividad,
aungue a bajos niveles, tanto en microglia BV-2 como en microglia primaria cortical de
rata (Muccioli et al., 2007; Tham et al., 2007).

Puesto que los CBs ejercen acciones beneficiosas a nivel medicinal, pero llevan
asociados efectos secundarios psicoactivos, una de las opciones terapéuticas que se
han barajado hasta la fecha es la de aumentar el tono EC mediante la inhibicién de las
enzimas de degradacion. A diferencia de los efectos subyacentes a la activacion de
CB:1R mediante agonistas, tanto la inhibicién farmacol6gica como genética de FAAH ha
resultado en efectos analgésicos, anti-inflamatorios, ansioliticos, anti-depresivos, e
inductores del suefio, a la vez que se mantienen estables las funciones motoras y
cognitivas, el peso y la temperatura corporal (Ahn et al., 2009).

FAAH no solo degrada AEA, sino que también es responsable de la hidrélisis de
otras amidas de acidos grasos, comola OEAYy la PEA (Lu & MacKie, 2016).
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Figura 11: Estructura cristalizada de la enzima FAAH (1MT5, Protein Data Bank).

1.4.4. Metabolismo del 2-AG

Se han descrito dos rutas principales para la sintesis de 2-AG: 1) aquella que parte
del sustrato fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIPz2), y 2) una ruta metabdlica que emplea
triglicéridos que contienen sn2-araquidonato (figura 12). Por el contrario, la degradacion
del 2-AG puede llevarse a cabo por varias vias, siendo la ruta predominante la que
conlleva la hidrolisis del enlace éster para dar lugar a AA y glicerol. La enzima
responsable de la hidrélisis de 2-AG en estos metabolitos es la monoacilglicerol lipasa
(MAGL), pero existen otras enzimas también responsables de dicha hidrdlisis, aunque
con una relevancia biolégica menor. Estas enzimas incluyen la proteina con el dominio
alfa beta hidrolasa de mamiferos, 12 (ABHD12), o la ABHDG, e incluso COX, LOXy la
citocromo P450 (estas tres ultimas también intervienen en el metabolismo de la AEA)
(figura 12) (Baggelaar et al., 2018).
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Figura 12: Representacion de las rutas metabdlicas de sintesis y degradacion del 2-AG (Baggelaar et al., 2018).




2. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

2.1. Introduccidn

El aumento de la esperanza de vida, y, con ello, el envejecimiento de la poblacion,
ha dado lugar a la aparicién de nuevas enfermedades, entre las que destaca la
demencia. La demencia, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se define
como un sindrome de progresion cronica, que, aunque pueda tener diferentes causas,
todas convergen en la afeccion de la memoria, razonamiento, comportamiento y
realizacion de actividades cotidianas (Duthey, 2013). Debido al grado de
condicionamiento que provoca (tanto en las personas que la padecen como en sus
familias), y su impacto en la poblacion, la OMS la declaré en el afio 2008 “prioridad de
salud publica”. La forma mas comun de la demencia es la Enfermedad de Alzheimer
(EA), puesto que es responsable del 50%-75% de los casos, aunque existen otras
variantes, comola demencia vascular, demencia mixta, demencia con cuerpos de Lewy,

o degeneracion frontotemporal (Duthey, 2013).

2.2. Historia

La EA fue descrita por primera vez por Alois Alzheimer (imagen A figura 13) el 3 de
noviembre de 1906, en la 37° Reuniéon de Psiquiatras Alemanes del Sur-Oeste, en
Tubinga (Alemania). Fue presentada como una enfermedad peculiar y severa de la
corteza cerebral. Todo comenzé con el estudio de la paciente Auguste D., de 50 afios
de edad, que fue ingresada en el hospital universitario de Munich (donde Alzheimer
ejercia como profesor) por un cuadro de paranoia, trastorno del suefio, alteraciones de
la memoria, agresividad y aturdimiento. A los 5 afios de su ingreso, la paciente fallecio,
y tras la autopsia, Alzheimer pudo llevar a cabo un examen, tanto morfolégico como
histoldgico, del cerebro de Auguste. Lo que hallé fue unas alteraciones histolégicas
particulares, que posteriormente se denominaron placas neuriticas y ovillos
neurofibrilares (imagen B figura 13). En los tres afios siguientes, junto con su grupo de
investigacion, observaron 4 casos mas de EA. Es interesante destacar que uno de estos
casos (perteneciente al afio 1911) presentaba Unicamente placas neuriticas. Ello se
interpret6 como una primera sefial de la existencia de diferentes etapas en la evolucién
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de la enfermedad, en comparacion con el caso original de Auguste D. (Hippius &
Neundorfer, 2003).

Desde entonces, se conocen tanto los marcadores como las caracteristicas
histoldgicas y patoldgicas de la enfermedad, pero, paradéjicamente, a dia de hoy no se
ha conseguido el tratamiento que la cure.

Figura 13: A: Retrato de Alois Alzheimer (1864-1915), B: Imagen ilustrativa con la que A. Alzheimer represent6 la
patologia de la EA en cerebro: gaz: neuronas; glz: células gliales; P.: nicleo central de la placa; P.: periferia de la placa.
Esta ilustracion la incluy6 en su articulo de 1911 donde describe la patologia de Auguste D. (Dahm, 2006).

2.3. Epidemiologia

Recientemente se ha estimado que existen 44 millones de personas en el mundo
gue padecen demencia, pero se prevé que dicha cifra aumente mas del triple para el
afo 2050. En el afio 2017, esta enfermedad se posiciono en Inglaterra y Gales como la
principal causa de muerte (Office for National Statistics, 2017; Lane et al., 2018), y a
nivel mundial, como la tercera mayor causa de disfuncién y muerte en la senectud, solo
después de las enfermedades cerebro- y cardiovasculares, y tumores malignos (Du et
al., 2018). Un meta-andlisis realizado en 2017 cifra la prevalencia de la EA en Europa
en un 5,05%, con tendencia creciente por grupos de edad, mientras que la de la
incidencia fue de 11,08 por 1000 personas-afio, también con tendencia creciente con el
aumento de la edad (Niu et al., 2017). En el Infforme mundial sobre el Alzheimer del 2018
se puntualiza que “el nimero de personas con demencia esta aumentando rapidamente
en los paises de renta media y baja porque esta aumentando la esperanza de vida”,

favoreciendo también el aumento de las enfermedades cardiovasculares, hipertension
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y diabetes. Sin embargo, en los paises de renta alta parece existir una reduccion de la
tasa de incidencia (que no necesariamente la de prevalencia), quiza debida a “las
mejoras en la salud cardiovascular, nutricion y educacion” (Christina Patterson, 2018;
Lane et al., 2018).

2.4. Etiologia

Las causas mas influyentes en el desarrollo de la EA son: 1) el envejecimiento per
se, ya que las funciones fisiolégicas del organismo empiezan a deteriorarse, y 2) la
genética, ya que mutaciones genéticas, y/o ciertas variantes alélicas pueden favorecer
el desarrollo de la enfermedad.

En ratones y en monos Rhesus ancianos se ha descrito que el envejecimiento va
asociado a un aumento de la inflamacion basal y de la deposicion de proteinas en el
parénquima cerebral. Esto puede deberse, en primer lugar, a un aumento de la
formacion de vesiculas intracelulares en neuronas, las cuales contienen organulos
celulares y proteinas, como la precursora amiloide (APP), y en segundo lugar, a la
acumulacion de dichas vesiculas debido a la alteracion de la funcionalidad de la
microglia y astrocitos. (Krstic & Knuesel, 2012).

Otro factor importante, en cuanto al desarrollo de la EA se refiere, es el genético. La
EA de aparicion temprana se caracterizapor su herencia mendeliana de tipo dominante,
y por darse en personas adultas jovenes, de entre 30 y 50 afios de edad. Representa
menos del 5% de la poblacion con EA, y se debe directamente a mutaciones en los
genes de la APP, presenilina 1 (PSENL1), y presenilina 2 (PSEN2) (Barber, 2012). Las
mutaciones que se dan en estos genes convergen en el procesamiento aberrante de la
APP, dando lugar a los péptidos téxicos denominados amiloide 3 de 40 (AB1-40) y 42
aminoacidos (AB1-42), que se acumulan en el espacio extracelular y dan lugar a la

formacion de placas neuriticas.

La EA de aparicion tardia, la cual se asocia al envejecimiento, es la forma maéas
comun de la EA, y los primeros sintomas comienzan a partir de los 65 afios
aproximadamente. Su origen se debe a una combinacion de factores genéticos y

ambientales, pero actualmente se cree que el riesgo de padecer EA “tardia” se debe en
un 70% aproximadamente a factores genéticos. Uno de los mas conocidos es la variante
€4 del gen APOE. En comparaciéon con portadores de las otras variantes alélicas, las

personas heterocigotas para €4 tienen un riesgo 3 veces mayor de padecer la
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enfermedad, mientras que el de las personas homocigotas asciende a 12 (Lane et al.,
2018). Gracias a estudios de asociacion del genoma completo (Genome-wide
association study-GWAS-) se han identificado otros genes implicados en la regulaciéon
de la inflamacion y/o de la endocitosis como factores de riesgo genético (Barber, 2012;
Lane et al., 2018). Algunos factores ambientales implicados en la proteccion ante el
desarrollo de la EA tardia podrian serla educacion y el ejercicio fisico, mientras que la
hipertension y la diabetes podrian favorecerla (Lane et al., 2018).

2.5. Patologia

Independientemente del origen o causas de la enfermedad, en la EA convergen dos
aspectos esenciales: 1) el acumulo de ABi40 y AB1-42 en forma de placas neuriticas
extracelulares, y 2) la hiperfosforilacién de tau, que da lugar a la formacién de ovillos
neurofibrilares intracelulares (figura 14). Estos fendbmenos estan asociados, a su vez, a
una activacion microglial y astrocitica, que mantenida en el tiempo, se suman al
agravamiento de la neurotoxicidad, y finalmente, se produce la disfunciéon y muerte
neuronal. Existen varios modelos que explican el patrén de desposicion espacio-
termporal del péptido amiloide en el cerebro humano, debido a que dicha deposicion es
poco predecible. Sin embargo, y a diferencia de lo que ocurre con el péptido AB, la
evolucién de la deposicion de la proteina tau hiperfosforilada si resulta mas previsible
(Serrano-Pozo et al., 2011; Lane et al., 2018).

Figura 14: A: Imagen de una tincion de plata modificada sobre tejido cerebral donde se observa una placa neuritica
extracelular (flechamorada), y un ovillo neurofibrilar de tau intraneuronal (flecha roja). Fuente: (Alzforum, 2015).
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2.6. Componentes bioguimicos implicados en
la EA

Las proteinas principales implicadas en el desarrollo de la EA son las siguientes:

2.6.1. APP

La APP es una proteina transmembrana que se caracteriza por su ubicuidad entre
especies, encontrandose incluso en algunos invertebrados como el gusano C. elegans,
o la mosca D. melanogaster. La APP695 es la isoforma mas abundante en cerebro, y
consta de un dominio C-terminal pequefio intracelular, y de uno N-terminal extracelular
mas largo, que recuerda a un receptor transmembrana. Aunque no se conoce con
exactitud su funciény relevancia, se ha observado su implicacion en diferentes aspectos
de la homeostasis neuronal, como en el desarrollo neuronal, sefializacion o transporte
intracelular (Chen et al., 2017).

26.2. AP

Es el principal componente de las placas neuriticas de la neocorteza de pacientes
con EA. Se trata de un péptido de 4 KDa que resulta del procesamiento de la APP a
través de la ruta amiloidogénica, cuando el fragmento C99 generado por la - secretasa
(B-site-APP-cleaving enzime -BACE1-) se proteoliza debido ala accidnde la y-secretasa
(proceso explicado con mas detalle en el apartado 2.7.1.). El resultado es la obtencién
de fragmentos de 43 a 51 aminoacidos, que finalmente, son procesados en los péptidos
AB1-40 y AB1-42 en compartimentos endociticos. Estudios de modelizaciéon por resonancia
magnética nuclear han permitido observar que la mayor tendencia a agregar del AB1-42
puede deberse a la conformacion del extremo C-terminal, el cual es mas estructurado
que el del AB1-40, y contiene una horquilla B que reduce su flexibilidad, y aumenta su
facilidad de agregacion (Chen et al., 2017).

ElI AB puede encontrarse en varios estados de “ensamblado”, cada uno de los cuales
recibe una terminologia particular. A dichos estados se les ha denominado “pools”
(agrupaciones) de AB, y se les correlaciona con el estado clinico del paciente con EA
(Murphy & LeVine, 2010). De menor a mayor tamafo, los tipos de ensamblados se
denominan monoémeros, oligobmeros, fibrillas, y placas (figura 15).
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Figura 15: A: Diagrama representativo del proceso de fibrilacion del A desde monémeros, hasta oligémeros, protofibrilas
y fibrillas. Figura adaptada de (Chen et al., 2017).

. Oligobmeros: Por consenso, se definen como estructuras esferoides
resultantes del ensamblado de monémeros de AB en dimeros hasta dodecameros,
con una conformacion diferente a la de las fibrillas (Sengupta et al., 2016; Chen et
al., 2017) (figura 15). Se les considera los verdaderos responsables de la toxicidad
asociada al péptido AB, puesto que se ha descrito que causan déficits cognitivos en
ausencia de placas, como se pudo observar en ratones con patologia amiloide, en
los que la reduccion de dichos oligobmeros daba lugar a una mejora de la memoria
(Sengupta et al., 2016). Ademas, otro dato que corrobora la responsabilidad de los
oligbmeros en la disfuncion cognitiva es que existe una falta de correlacion entre la
manifestacion de la enfermedad y la cantidad de placas. La toxicidad de los
oligbmeros es inversamente proporcional al tamafio, y dependiente del grado de

agregacion y de la capacidad de difusién de estos (Sengupta et al., 2016).

° Fibrillas: Se trata de una organizacién superior del péptido AB a partir de
los oligbmeros, que resulta en una estructura insoluble y alargada, en forma de
lamina B cruzada. Esto significa que se compone principalmente de estructuras en
hoja 3, donde los filamentos B se organizan perpendicularmente al eje fibrilar, sin

ramificaciones (figura 15) (Hoshino, 2017).

o Placas: Son el resultado de la acumulacion de fibrillas insolubles en el
parénquima extracelular, de manera que podrian existir como “reservorio” desde el
cual los oligobmeros podrian difundir, o comomecanismo protector que los secuestra,
hasta que se alcanza el punto de saturacion fisiologica (Lane et al., 2018). Como se

ha mencionado en el apartado de los oligdmeros, la cantidad de placas no determina
el estado clinico del paciente.
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2.6.3. tau

La proteina tau es una proteina asociada a los microtubulos (microtubule-associated
protein 0 MAP) altamente soluble que, en condiciones fisiol6gicas, se encarga de la
estabilizacion de estos. Es principalmente una proteina axonal de neuronas maduras,
gue se caracteriza por su solubilidad y su bajo contenido en estructuras secundarias.
Estas caracteristicas le confieren flexibilidad y movilidad para ejercer su funcién. Los
microtlbulos son estructuras que suponen una base para sustentar cambios
estructurales de las células, asi como para el transporte axonal, y crecimiento neuronal.
(Mandelkow & Mandelkow, 2012).

En la busqueda de los cambios que sufre esta proteina en la EA para explicar su
agregacion en ovillos neurofibrilares intracelulares se identificé la hiperfosforilacion. En
condiciones fisiolégicas suelen encontrarse aproximadamente dos fosfatos por cada
molécula de tau en cerebro adulto, mientras que, en condiciones patologicas, se han
contabilizado ocho o incluso mas por molécula. Esta fosforilacion parece causar la
disminucion de las interacciones entre tau y los microtdibulos, promoviendo a suvez que
agregue Yy fibrile consigo misma. Las causas responsables de la hiperfosforilacion no
estan claras, pero una de ellas podria ser consecuencia de la mediacion de los
oligbmeros de AB, como se ha observado en cultivos neuronales, ya que alteran las
actividades fosfatasa/quinasa (Lane et al., 2018). Sin embargo, puesto que no todos los
sitios de fosforilacién parecen favorecer la agregacion de tau, existen explicaciones
alternativas que proponen otras causas para ello, no incompatibles con la
hiperfosforilacién a suvez. Una de ellas se basa en que la proteolizacion de tau da lugar
a fragmentos proclives a la agregacion, pero hay otras hipétesis, como la oxidacion,
ubiquitinacién-degradacion por el proteasoma, glicosilacion defectuosa, etc.
(Mandelkow & Mandelkow, 2012; Sanabria-Castro et al., 2017).

2.7. Patogénesis

En la actualidad, la EA se entiende como una enfermedad compleja en la que
pueden verse implicados diversos factores, por lo que existen diferentes hipotesis que

explican su patogénesis. De entre todas ellas, se detallan a continuacion las mas
relevantes:
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2.7.1. Hipdtesis de la cascadaamiloide

Es la més establecida de todas. Propone que el desequilibrio entre la acumulacion
de los péptidos AB1-40 y AB1-42 Yy su aclaramiento es el desencadenante de los sucesos
patolégicos responsables de la EA (dafio neuronal, formacion de los ovillos
neurofibrilares de tau, neuroinflamacion). Todo comenzaria con el procesamiento (0
modo de procesamiento) de la proteina APP, que puede ocurrir de dos maneras: bien a
través de la via “no-amiloidogénica” o fisioldgica, o por la via “amiloidogénica”, o
patoldgica. Esta Ultima es la responsable de la obtencion de los péptidos AB proclives a
agregar (figura 16) (Querfurth & LaFerla, 2010; Chen et al., 2017; Kuruva & Reddy,
2017).

En la ruta no amiloidogénica, la APP es proteolizada por enzimas con actividad a-
secretasa en el centro del dominio AB, generando el fragmento carboxiterminal C83y el
sAPP-a. En el fragmento C83 actla, en segundo lugar, la y-secretasa, que es un
complejo enzimético de 4 subunidades: las presenilinas (PS1 y PS2), la nicastrina
(NCSTN), la subunidad faringe anterior-defectuosa 1 (APH-1 de su acrénimo en inglés),
y el activador de la presenilina 2 (presenilin enhancer 2 -PEN-2-). La accién de este
complejo enzimético da lugar a los fragmentos p3, que se eliminan faciimente en la
célula, y al dominio AICD (amyloid intracellular domain) (figura 16) (Querfurth & LaFerla,
2010; Chen et al., 2017).

A diferencia de la anterior, la via amiloidogénica se caracteriza por la actuacion, en
primer lugar, de la enzima BACE1, que es una proteasa transmembrana con actividad
B-secretasa, y cuya expresion puede verse regulada por el estrés oxidativo, isquemia,
inflamacion, hipoxia o trauma. BACE1 actua en uno de los extremos del dominio AB de
la APP, lo que da lugar a la generacion del péptido soluble sAPP-B, y al fragmento
carboxiterminal C99. El procesamiento de este ultimo por la y-secretasa genera el
péptido AB y el dominio AICD (figura 16) (Querfurth & LaFerla, 2010; Chen et al., 2017;
Kuruva & Reddy, 2017). El sitio de actuacion de la y-secretasa en la ruta amiloidogénica
determina cual de las especies de AB se formaran, aunque las mas comunes son las de
40 y 42 aminoacidos (ABi-40 y AB1-42, respectivamente). ABi-42 es el mas hidrofobico y
neurotdxico, y el que mas tiende a agregar. El dominio AICD, ademas, puede
translocarse al nucleo y regular la expresion de genes, entre ellos, los apoptéticos
(Querfurth & LaFerla, 2010; Chen et al., 2017).

Los péptidos AB, una vez generados a traves de la ruta amiloidogénica, se unen en

forma de oligbmeros de AB, que se van ensamblando a su vez para formar protofibrillas,
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fribrillas, y finalmente, las laminas B que conforman las placas neuriticas. (Kuruva &
Reddy, 2017; Sanabria-Castro et al., 2017).
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Figura 16: Esquemadelas rutas no amiloidogénicay amiloidogénica de la APP. En la ruta no amiloidogénica (desde
el centro de la imagen hacia la izquierda) la accion consecutiva de la a-secretasay lay-secretasa sobre la APP da lugar
a la formacion del péptido P3 (facilmente eliminado por la célula) y el fragmento AICD, que puede translocarse al nicleo
y regular la expresion génica. La ruta amiloidogénica (centro de la imagen hacia la derecha) comienza con la accion de
la B-secretasa (BACEL) sobre la APP, dando lugar al precursor amiloide 8 soluble (sAPPB) y al fragmento C99, sustrato
a suvezdela y-secretasa. Hresultado es la liberacion del péptido A al espacio extracelular, donde se ira agregando y

depositando, y la internalizacion del péptido AICD (Chen etal., 2017).

Como se mencioné anteriormente, esta hipétesis establece que la patogénesis de
la EA no se debe Unicamente al procesamiento aberrante de la APP, sino también, al
aclaramiento ineficiente del AB. Esto se debe a que los receptores encargados de su
movilizacion a través de la barrera hematoencefalica (LRP-1 y RAGE) se encuentran
desregulados durante el proceso patolégico. Ademas, la expresion de enzimas
encargadas de la degradacion protedlitica del AR, como la neprilisina (NEP) o la enzima
degradadora de la insulina (IDE), disminuye, agravando asi el proceso (Lane et al.,
2018). Finalmente, la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias por parte de la microglia
realimenta el proceso patolégico, por lo que su actividad fagocitica acaba siendo
insuficiente (Querfurth & LaFerla, 2010; Guedes et al., 2018).
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2.7.2. Hipdtesis inflamatoria

Ademas del AB y de tau, otro de los marcadores caracteristicos de la EA es la
neuroinflamacion, en la que cobra protagonismo la gliosis. De hecho, algunos de los
marcadores genéticos asociados al riesgo de padecer EA “tardia” estan relacionados
con la regulacion de la inflamacién, y en particular, con vias de sefializacion
relacionadas con la microglia (como, por ejemplo, los receptores TREM2 o CD33)
(Heneka et al., 2015; Heppner et al., 2015). Segun la hipétesis de la cascada amiloide,
el acumulo de placas neuriticas y ovillos neurofibrilares provoca un reclutamiento de
microglia y astrocitos alrededor, favoreciendo la liberacién de citoquinas pro-
inflamatorias, y con ello, la respuesta inflamatoria (Querfurth & LaFerla, 2010; Heppner
et al.,, 2015; Du et al., 2018). Sin embargo, a dia de hoy no solo se considera todo este
fendbmeno como consecuencia de los agregados proteicos, si no que la propia
neuroinflamacién puede contribuir en la enfermedad de igual manera, o incluso en
mayor grado, que las propias placas u ovillos por si mismos. De hecho, se ha observado
una coincidencia temporal entre sintomas pre-clinicos anteriores a la EA (lo que se
conoce como dafio cognitivo leve o mild cognitive impairment) con la existencia de
cambios inflamatorios (en el liquido cefalorraquideo, por ejemplo), lo que indicaria que
el proceso neuroinflamatorio esta implicado ain mas tempranamente de lo que se
pensaba (Heppner et al., 2015). Junto con la sobre-expresion de genes inflamatorios en
tejidos de pacientes con EA, se piensa que la neuroinflamacién podria ser la
responsable de dirigir el proceso patoldgico de la enfermedad, al menos en un momento
determinado, e incluso promover el aumento de los niveles de AB y su acumulacion,
exacerbando y retroalimentando el proceso. Por tanto, situaciones o patologias que
activen el sistema inmune, y provoquen inflamacion (como diabetes tipo 2,
aterosclerosis, obesidad, lesion cerebral, e incluso el propio envejecimiento), aumentan
el riesgo de desarrollar EA. (Heneka et al., 2015; Heppner et al., 2015).

2.7.3. HipoOtesis de tau

Esta hipotesis establece que la fosforilacién excesiva y aberrante de la proteina tau
da lugar a sutransformacion en pares de filamentos helicoidales (paired helical filament
-PHF-), en primer lugar, y en ovillos neurofibrilares (neurofibrillary tangles -NFT-), en
segundo lugar (Mohandas et al., 2009; Querfurth & LaFerla, 2010). En la EA, las 6
isoformas existentes de tau pueden encontrarse frecuentemente en un estado
hiperfosforilado, formando PHFs.
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Se han encontrado mutaciones que alteran la funcién y la expresion de tau, las
cuales también favorecen la hiperfosforilacion. En ausencia de mutaciones, las causas
gue puedan dar pie a su agregacion son la des-regulacion de la accion de las quinasas-
fosfatasas o la accion de proteasas. Independientemente de las causas que originen la
hiperfosforilacion, la tau hiperfosforilada da lugar a la desestructuracion de los
microtUbulos y el secuestro de la tau normal, de las MAP 1y 2, y la ubiquitina, en ovillos
de PHF. Estas estructuras, que se caracterizan por su insolubilidad, alteran las

funciones citoplasmaticas y el transporte axonal, causando la muerte neuronal
(Mohandas et al., 2009).

En resumen, la hipétesis de la cascada amiloide ha sido hasta hace pocos afios la
referencia para explicar la evolucion patolégica de la EA. Sin embargo, el
descubrimiento de otros posibles desencadenantes de la enfermedad ha requerido el
establecimiento de otras hipétesis para explicar, con mayor precision, la complejidad de
esta patologia.

2.8. Diagnostico

Gracias al descubrimiento de 1) que los sucesos patolégicos preceden en afos a
los sintomas clinicos, 2) al establecimiento de los biomarcadores AB y tau, y 3) a la
cuantificacion de la atrofia cerebral por resonancia magnética de imagen (RMI), a dia de
hoy se puede establecer un diagnéstico antes de la muerte del paciente, aunque el
diagnéstico definitivo solo es posible post-mortem (Lane et al., 2018). Los criterios de
diagnostico han sido establecidos por el National Institute of Aging (NIA), el International
Working Group (IWG), y por la 5° edicion del Manual de Diagndstico y Estadistica para
Enfermedades Mentales (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 5th
edition) los cuales se basan en la existencia de biomarcadores patoldgicos en ausencia
de sintomatologia, para poder realizar un diagndstico “temprano” (Atri, 2019).

El protocolo consiste, en primer lugar, en una evaluacion del paciente mediante una
entrevista tanto a dicho paciente como a su “informador”, para llevar a cabo una
valoracion fisica y cognitiva. A partir de ahi, se hacen analiticas de sangre y/o pruebas
serologicas para descartar otras situaciones que puedan provocar los sintomas
cognitivos. Si se confirman los déficits cognitivos, se realiza una evaluacion por
resonancia magnética (RM) para conocer si existen alteraciones estructurales que
puedan causar la sintomatologia de la EA. La deteccion de atrofia focalizada y simétrica

en el area temporal medial se consideraria un patron de prediccion de la EA, y si se
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detectasen micro-sangrados en la zona lobular, podrian indicar la existencia de
angiopatia amiloide cerebral, también marcador predictivo de la EA. Ademas, puede
emplearse la tomografia por emision de positrones (PET) en combinacion con el 18-
fluorodesoxiglucosa (FGD) para conocer el metabolismo en las diferentes areas
cerebrales. Si existe hipometabolismo en las regiones parieto-temporal, en el area
cingulada, y el precuneo, puede indicar la presencia de EA. No obstante, las pruebas
basadas en la busqueda de marcadores en el liquido cefalorraquideo (ABi-42, tau), asi
como la imagen PET “amiloide” (que emplean bien el florbetapir, flutemetamol o el
florbetaben para detectar AB) solo se emplean en casos atipicos, de rapida progresion,
o cuando, tras una evaluacion ordinaria, el diagnéstico no es concluyente (Lane et al.,
2018; Atri, 2019).

Bajo consentimiento del paciente, se pueden realizar también pruebas genéticas
para buscar variantes alélicas relacionadas con un mayor riesgo de desarrollo de la EA,
(expuestas en el apartado 2.4.). Pero de nuevo, ademas de no ser concluyentes para
un diagnéstico, su elevado coste hace que se descartencomoopcion (Lane et al., 2018).

2.9. Tratamientos farmacoldgicos actuales

A dia de hoy no existe tratamiento alguno que revierta o cure la enfermedad. El
tratamiento actual para la EA es de tipo multidisciplinar, basado en una combinacion de
aproximaciones medicas y atencion social. Un tratamiento inicamente farmacoldgico no
tiene la suficiente potencia sino es aplicado junto con tratamiento psiquiatrico, ya que
el 90% de los pacientes experimentan sintomas neuropsiquiatricos y problemas de
conducta no cognitivos. Estos se asocian con un declive e internamiento mas temprano
del paciente, mayor estrés, peor calidad de vida, y, ademas, aumento de los costes
sanitarios (Atri, 2019).

Los farmacos aprobados en la actualidad son los inhibidores de la
acetilcolinesterasa (AChEIs) donepezilo, galantamina y la rivastigmina, y el antagonista
de los receptores NMDA, la memantina. Se trata de medicamentos que ralentizan la
progresion de la sintomatologia de la enfermedad, pero no la curan.

Los AChEIs aumentan la disponibilidad de la acetilcolina en el espacio sinaptico, y
favorecen asi la comunicacién interneuronal. El donezepilo y la rivastigmina estan
aprobados para el EA en fase leve, moderada y severa, mientras que la galantamina

solo lo esta para la fase leve y moderada. No se ha descrito que alguno de ellos sea
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mas efectivo que otro, sin embargo, se sabe que la intermitencia del tratamiento con

AChEIs es contraproducente, acelerando, incluso irreversiblemente, el progreso de la
enfermedad (Lane et al., 2018; Atri, 2019).

La memantina es otro farmaco para el tratamiento de la sintomatologia de la EA, y
setrata de un antagonista de baja afinidad a los receptores NMDA, que se aplica con el
objetivo de reducir la neurotoxicidad del glutamato. Est& aprobado para su uso en EA
moderada o severa, bien como monoterapia, 0 en combinacion con AChEls
(normalmente suele afadirse a un tratamiento con AChEIs previo) (Lane et al., 2018;
Atri, 2019).

Actualmente, el propdésito de la investigacion esta focalizada en la busqueda de
dianas terapéuticas que consigan tener una accion reversible de la EA. Debido a que la
sintomatologia se detecta una vez que la patologia esta muy avanzada, los puntos de
mira se sitlan en estrategias anti-amiloideas (inhibicién de la y-secretasa y BACE,
reduccion de la sintesis de AB1-42, 0 inmunoterapia anti-amiloide mediante anticuerpos),
y anti-tau (inhibicién de la fosforilacion y agregacién, e inmunoterapia). Sin embargo,
todas ellas han fracasado en fases Il o lll de ensayos clinicos, o bien, como en el caso
de las aproximaciones dirigidas contra tau, no han podido ser probadas a nivel clinico
(Coman & Nemes, 2017). También se probd el tratamiento con anti-inflamatorios no
esteroideos (AINEs) para la reduccién de la neuroinflamacion, cuando empez6 a cobrar
importancia su participacion en la enfermedad, pero no se observaron mejoras
significativas en los pacientes con EA (Heppner et al., 2015). No obstante, una
tetraciclina de segunda generacién, conocida como minociclina, ha llamado la atencién
de los investigadores en los ultimos afios. Sus propiedades anti-inflamatorias,
inmunomoduladoras y neuroprotectoras, independientes de sus funciones antibidticas
(Kim & Suh, 2009; Garrido-Mesa et al., 2013), han mostrado tener efectos beneficiosos
en modelos animales de la EA, aunque gueda por conocer su potencial en estudios
clinicos (Cuadro 1).
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Cuadro 1: MINOCICLINA

La minociclina es un analogo
de las tetraciclinas semisintéticas
de segunda generacion, que se
caracteriza por sus propiedades
antibidticas (Kim & Suh, 2009;
2013).

esta
aprobado para el tratamiento del

Garrido-Mesa et al.,

Actualmente su uso

acné vulgar y algunas

enfermedades de transmision
sexual (Garrido-Mesa, Zarzuelo,
y Galvez 2013). Sin embargo, el
de

propiedades no antibidticas ha

descubrimiento sSus

dado la posibilidad de ampliar su
espectro de actuacion.

Tetraciclina

(CHy),N
Minociclina

Su potencial terapéutico para
el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas, como la EA,
radica en sus propiedades anti-
inflamatorias y neuroprotectoras.

La principal via de actuacion
de la minociclina en la EA es la
inhibicion de la activacion
microglial (Kim & Suh, 2009;
Garrido-Mesa et al., 2013), dando
lugar a la reduccién de la
expresion de citoquinas pro-

inflamatorias (IL-1B, IL-6, TNFa).

Neuroinflamacién + minociclina

————, menor
produccién
citoquinas

inhibicién actividad
microglial

disminucién
degeneracién y
muerte
f neuronal

reduccién placa
amiloide B

En modelos de la EA se ha
descrito la reduccion de la
neuroinflamacion,
de
ademas, se ha logrado reducir los
niveles de APP, AB y BACE, asi

como los dafios cognitivos Yy

y en fases

tempranas la patologia,

conductuales (Garrido-Mesa,
Zarzuelo, y Galvez 2013; Ferretti

et al. 2012).
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3. NEUROINFLAMACION EN LA EA

La neuroinflamacion se define como la activacion de una respuesta inflamatoria a
través del sistemainmune innato, localizada en el SNC y derivada de un dafio neuronal,
con el objetivo principal de protegerle de aquellos agentes responsables de dicho dafio
(Zhang y Jiang 2015; Calsolaro y Edison 2016). La respuesta inflamatoria que se da es
bastante compleja, puesto que implica una serie de cambios celulares y moleculares,
entre los que se encuentran la activacion de la glia cerebral (microglia y astrocitos,
principalmente) o induccion de cascadas de sefalizacion intracelulares que favorecen
la liberacion de mediadores inflamatorios y el reclutamiento de células inmunes
periféricas (zZhang y Jiang 2015). Al igual que el proceso inflamatorio sistémico, la
neuroinflamacion es necesaria para resolver y eliminar aquello que ha causado el dafio
en el SNC, pero una respuesta excesiva, 0 mantenida en el tiempo, puede contribuir al
dafio cerebral y al desarrollo de la patologia, e incluso constituirse como la causa de
ambos (Calsolaro & Edison, 2016).

A dia de hoy, estd ampliamente descrito que la deposicion del AB y de tau
hiperfosforilada dan lugar a una respuesta neuroinflamatoria, que se mantiene en el
tiempo y contribuye a la toxicidad y muerte neuronal (Querfurth & LaFerla, 2010; Heneka
et al., 2015). El péptido AB puede ejercer su funcién perjudicial de forma directa sobre
las neuronas diferenciadas, provocando su dafio y muerte. Sin embargo, también puede
actuar de manera indirecta mediante la induccion de la produccion y liberacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y activacion de la neuroinflamacion,
amplificandose asi el dafio (Calsolaro & Edison, 2016). Tal y como se explicd en el
apartado 2.7. (patogénesis de la EA), la hipétesis de la cascada amiloide se mantuvo
hasta hace pocos afios como la teoria predominante del desarrollo patologico de la
enfermedad, pero no puede explicar por si sola el dafio neuronal y sintomatologia que
se produce durante su desarrollo, porque 1) existen personas que desarrollan
deposicion amiloide o de proteina tau, sindar lugar a sintomas, y 2) el aclaramiento del
AB en modelos animales y en humanos, aunque reduce la presencia del péptido, no
modifican la progresion de la enfermedad (Calsolaro & Edison, 2016; Lane et al., 2018).
Estas premisas, junto con el descubrimiento de loci de riesgo para el desarrollo de EA
de genes relacionados con el sistemainmune, son las que dieron pie a plantear que la
agregacion y deposicion de los péptidos solo era necesaria, pero no suficiente, para el
desarrollo de la EA. Por tanto, para la progresion de la patologia eran necesarios otros
factores intervinientes en el proceso, como, por ejemplo, la neuroinflamacion.
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A continuacion, se listan algunos de los principales participantes en el proceso
neuroinflamatorio.

3.1. Citoquinas

Las citoquinas son proteinas pequefas no estructurales, de entre 8 a 40 KDa, que
llevan a cabo diferentes actividades bioldgicas cuando se secretan. La fuente principal

de estas moléculas en el SNC durante el proceso neuroinflamatorio es la glia activada
(Zhang y Jiang 2015).

Algunas de las citoguinas mas destacadas son las siguientes:

3.1.1.  IL-1B

IL-1 fue la primera interleuquina en describirse (como su propio nombre indica), y se
caracteriza por participar en diferentes actividades biologicas, lo que hizo que hasta
1980 tuviera diferentes nombres, creyendo que eran diferentes moléculas (Sims &
Smith, 2010). IL-1B8 es la principal forma soluble, y se ha descrito su presencia en
enfermedades neurodegenerativas, tanto agudas como crénicas. Como otros
mediadores inflamatorios, en condiciones fisioldgicas, pueden detectarse niveles bajos
en cerebro, pero en respuesta a un dafo, su expresion aumenta rapidamente (Sims &
Smith, 2010; Zhang & Jiang, 2015). En SNC, la fuente principal de IL-1f es la microglia,
aungue se ha descrito que los astrocitos y células periféricas pueden contribuir en su
produccion (Simi et al. 2007; Zhang y Jiang 2015). Es considerada como la principal
reguladora de la cascada inflamatoria en cerebro, actuando a través de su receptor IL-
1R-1, puesto que tiene un papel esencial en la regulacion de la expresion de otras
citoquinas pro-inflamatorias, como TNFa e IL-6. (Kinney et al., 2018).

IL-1 se sobre-expresa ya en etapas tempranas de EA (principalmente en corteza
prefrontal e hipocampo de pacientes), manteniéndose elevada durante el progreso de

la enfermedad, y se la considera esencial para la deposicion del péptido AB (Kinney et
al., 2018).

A diferencia de otras citoquinas, su biosintesis y regulacion es compleja, puesto que
tiene varios puntos de regulacion, tanto para su produccién como para su posterior
procesamiento y secrecion (Sims & Smith, 2010). A partir de estudios con microglia
activada mediante lipopolisacarido (LPS), se ha descrito que su produccién depende
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principalmente de la activacién de NF-kB, pero las p38 MAPK también pueden verse
involucradas. Sin embargo, otros estudios donde emplean el AB como activador de la
glia, describen la participacion de las rutas de sefializacion que implican a ERK y JNK,
ademds de las p38 MAPK (Simiet al., 2007; Benito et al., 2012).

La traduccion del ARNm da lugar a la citoquina en su forma inactiva, conocida como
pro-IL-1B (31 KDa), la cual permanece en la célula hasta que un segundo estimulo
favorece su procesamiento y secrecion, ya en su forma activa (17 KDa). Para dicho
procesamiento, es necesario que se ensamble el complejo multimolecular conocido
como inflamasoma, siendo el NLRP3 el mas conocido y estudiado. Este complejo
proteico intracelular se compone de 1) un receptor de reconocimiento de patrones
(PRR), que en este caso es el receptor similar al receptor NOD3; 2) la molécula
adaptadora ASC; y 3) la enzima caspasa-1, que proteoliza la pro-IL-13 inmadura para
dar lugar a su forma madura, secretandose entonces de la célula (Daniels & Brough,
2017).

Desde que se conocié la importancia del proceso neuroinflamatorio durante el
desarrollo de la EA, la IL-18 se ha descrito como intermediario relevante durante el
proceso, aunque siempre con connotacion negativa. En ratones APP/PS1 se produce
un aumento de expresion de la citoquina en microglia asociada a placas, y ratones que
no expresan la proteina antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1RN), muestran mayor
numero de microglia activada, que se correlaciona con un mayor dafio neuronal tras la
inyeccion intracerebroventricular del péptido AR (White et al., 2017). También se ha
descrito que la citoquina puede dar lugar al aumento de los niveles de APP y a la
produccion de AB en astrocitos, asi como a la fosforilaciéon de tau a través de la ruta de
las p38 MAPK (Zhang y Jiang 2015; White et al. 2017). El aumento de la produccion de
AB y la deposicion de placas por la influencia de la IL-13 sobre la y-secretasa, se ha
presentado como el origen de un circulo vicioso en el que el aumento de AR contribuye
a mayor activacion microglial, y por ello, a la produccién de IL-18 (Kinney et al., 2018).

Sin embargo, existen estudios que describen un potencial papel beneficioso de la
sobre-expresion de IL-1B en el contexto neuropatologico de la EA, como, por ejemplo,
gue la sobre-expresion prolongada de la citoquina en hipocampo de ratones APP/PS1,
favorece el aclaramiento de las placas neuriticas mediante el fomento de la accion de la
microglia (Shaftel et al., 2007; Matousek et al., 2012).
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3.1.2. TNFa

TNFa es una citoquina que participa en procesos muy diversos, como en la
diferenciacién, inflamacion o la muerte celular. En cerebro se expresa poco en
condiciones fisiolégicas, pero durante la EA sus niveles aumentan, asociandose a
procesos de regulacion del APP y al aumento de expresion de BACE1L, que favorecen
el incremento de la produccion de AB (Zhang y Jiang 2015; Calsolaro y Edison 2016;
Kinney et al. 2018). A su vez, el AR puede inducir de forma directa la produccion de
TNFa por parte de la microglia, activando NF-kB (Kinney et al., 2018). Sin embargo,
existen otros estudios que correlacionan la presencia de TNFa con mejoras en la
patologia de la EA, como, por ejemplo, el llevado a cabo por Chakrabarty y cols.
(Chakrabarty et al., 2011) en un modelo animal transgénico para APP (TQCRND8), con
el que observaron que la sobre-expresion de TNFa en hipocampo atenuaba la

deposicion del péptido AB.

La regulacion de la expresion y sintesis de TNFa no es tan compleja como la de la
IL-18. En macrofagos se ha descrito un alto nivel de expresion de la citoquina en
condiciones basales, y cuando llega un estimulo, los elementos inhibidores de su
traduccion dejan de actuar (lo que se denomina como mecanismo de des-represion),
favoreciendo la produccion de la proteina en un tiempo muy corto (Schott et al., 2014).
Una vez sintetizada como proteina transmembrana, debe ser proteolizada por la enzima
“convertidora” de la TNFa (TACE) en su forma soluble de 51 KDa, aunque ambas formas
son biolégicamente activas. Puede sintetizarse por parte de la microglia y los astrocitos,
e incluso por algunas poblaciones de neuronas, y, tras la unién a TNFR1, puede producir
la activacion de NF-kB o de JNK, dando lugar a procesos de proliferacion, migracion

celular, apoptosis, necrosis, e inflamacién (Mccoy & Tansey, 2008).

3.1.3. IL-10

La IL-10 es una de las principales citoquinas anti-inflamatorias, de gran importancia
para la supervivencia celular y la homeostasis neuronal. Se asocia a la adquisicién, por
parte de la microglia, de un fenotipo resolutivo de la inflamacion, ya que antagoniza las
respuestas pro-inflamatorias que favorecen la inhibicion de la fagocitosis de AB por parte
de la microglia (Tang & Le, 2016). Esta presente en tejido cerebral sano, pero se sobre-
expresa en pacientes con EA. Se sintetiza y libera tanto por microglia como por
astrocitos en repuesta a un aumento de citoquinas pro-inflamatorias, con el objetivo de
mantener la homeostasis del sistema inmune (Kinney et al., 2018).
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Sin embargo, hay estudios que sostienen que la IL-10 puede promover la
neuroinflamacion y causar disfuncion microglial. Por ejemplo, se ha descrito que la
delecién de IL-10 en ratones APP/PS1 da lugar a una disminucion de la presencia de
placas en corteza e hipocampo, asi como una disminucion de los niveles de AB1-40 y de
AB1-42 de hasta un 85% (Guillot-Sestier et al., 2015). Esto se correlaciona con otros
experimentos que demuestran que la sobre-expresion de la citoquina en hipocampo de
ratones TQCRND8 y Tg2576 (otros dos modelos murinos de la EA) da lugar a un
aumento de la produccién y acumulacién de AB en corteza e hipocampo, asi como a
procesos de gliosis, deficiencias sinapticas y dafios cognitivos (Chakrabarty et al., 2015).

3.2. Quimiogquinas

Las quimiogquinas son citoquinas quimiotacticas, encargadas de mediar en la
migracion de las células inmunes hacia el foco de inflamacién. En el SNC, y en particular
durante la EA, se propone que favorecen la infiltracién de monocitos y el acumulo de la
microglia en los puntos donde se deposita el AB, con el objeto de facilitar la fagocitosis
del péptido (Guedes et al., 2018). Es destacable que en microglia se expresa en
abundancia el receptor de la fractalquina (CX3CR1), el cual se relaciona con un
mantenimiento de la homeostasis microglial, limitando su activacion (Guedes et al.,
2018). En el contexto de la EA, dependiendo del modelo murino utilizado, se describen
efectos neuroprotectores 0 neurotdxicos asociados a este receptor. Por ello, se
requieren mas estudios para esclarecer con mayor profundidad el papel de CX3CR1 en
particular, y de las quimioquinas en general, ya que sus funciones pueden variar en

paralelo a las distintas fases de progresion de la enfermedad (Guedes et al., 2018).

3.3. Prostaglandinas

Las prostaglandinas son otro tipo de mediadores inflamatorios. Son acidos grasos
saturados de 20 atomos de carbono, derivados del acido araquidonico, y sintetizados
por la COX1yla COX2 (Heneka et al., 2015; Calsolaro & Edison, 2016). Estas enzimas
se expresan en cerebro, pero la COX2 se induce en contextos neurodegenerativos,
tanto en neuronas como en células gliales (Calsolaro & Edison, 2016). En la EA se ha
detectado el aumento de PGD: en cortezafrontal de pacientes, mientras que en modelos
murinos, los niveles de la sintasa de PGD: y de su receptor se encuentran elevados
tanto en microglia como en astrocitos asociados a placas neuriticas (Calsolaro & Edison,
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2016). En experimentos in vitro, se ha descrito que la activacién de los receptores 2
(EP2) microgliales para la PGE: inhibe la fagocitosis de AB y favorece sus acciones
neurotoxicas, mientras que la delecion de estos en modelos de EA reduce el estrés
oxidativo, la neuroinflamacion, los niveles de AB y la expresion de BACE1 (Heneka et
al., 2015). Sin embargo, la activacion del receptor 4 de la PGE2 (EP4) en microglia da
lugar a la supresion de la inflamacion y el aumento de la fagocitosis de AB, mientras que
su delecion en modelos murinos produce un aumento de placas, y la produccion de IL-
18 y CCL3 (Heneka et al., 2015). Al igual que con el resto de mediadores de la
neuroinflamacion, su participacion en el proceso durante la EA demuestra ser mas
complejo, ya que no solo implicaa la microglia, sino también al resto de tipos celulares,
lo que puede matizar notablemente el resultado neto de sus efectos.

3.4. Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

Las ROS forman parte de las moléculas quimicas conocidas como radicales libres,
gue se caracterizan por tener un electrén desapareado, lo que les confiere una alta
inestabilidad electronica, y tendencia a reaccionar con otras moléculas en busca de la
estabilidad. La generacion excesiva de estas moléculas lleva asociada efectos
perjudiciales importantes, como dafios en el ADN, lipidos y proteinas (Manoharan et al.,
2016). EI AB es un inductor oxidativo, ya que cuando se deposita aumenta la
peroxidacion lipidica, y con ello, la desestabilizacion de las membranas plasmaéticas.
También puede favorecer la aparicion de radicales hidroxilo a partir del hierro (al cual
puede unirse) y de otros fendmenos descritos en la patologia. Algunos de ellos son el
dafio mitocondrial (que conlleva una mayor generacion de ROS y menor de ATP), la
reduccioén de los niveles del glutation en astrocitos, o el aumento de la actividad de la
superoxido dismutasa en regiones de hipocampo (Manoharan et al., 2016).

3.5. Glia: funcion y actividad

En el siglo XIX, Santiago Ramon y Cajal describi6 la neurona por primeravez como
la unidad, definida e independiente, constituyente del SNC. Sin embargo, fue Virchow el
gue denomind al resto de elementos del SNC como “glia”, haciendo referencia a
aquellas células no neuronales que actuaban como el “pegamento” (glue) del cerebro.

Estas células fueron identificadas como astroglia, microglia, y oligodendroglia (Perez-
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Nievas & Serrano-Pozo, 2018). Por su relevancia en la EA, a continuacion, se hablara

con més detalle de los dos primeros tipos celulares.

3.5.1. Astrocitos

Los astrocitos son un tipo celular residente del SNC, y muy importante para el
desarrollo de distintos aspectos fisiolégicos. Deben su nombre a su morfologia
estrellada cuando son observados bajo el microscopio (figura 17), y, de forma similar a
las neuronas, engloban una poblacion celular muy heterogénea con diversas
caracteristicas funcionales y morfolégicas (Perez-Nievas & Serrano-Pozo, 2018). De
hecho, ante dafos agudos o crénicos, pasan de una apariencia “estrellada”, asociada a
su estado en “reposo”, a una apariencia hipertrofica, o “reactiva”, en la que se produce
una sobre-expresion de la proteina fibrilar glial acida (glial fibrilar acidic protein) o GFAP
(imagen B figura 17), asi como de la vimentina.

Figura 17: Imagenes de astrocitos. A: Reproduccion de un dibujo representativo de la “neuroglia”, hecho por Santiago
Ramon y Cajal (Fuente: (Navarrete & Araque, 2014). B: Inmunotincién de GFAP (rojo) de cultivos mixtos de corteza de
raton, y tincién con DAPI (azul) de los nlcleos de todas las células presentes en el cultivo. Fuente: (Antibodies
Incorporated, 2019).

Para comprender la relevancia de su participacion en el desarrollo patoldgico de la
EA, es preciso conocer primero las funciones fisioldgicas de los astrocitos en el SNC
sano, las cuales son (Perez-Nievas & Serrano-Pozo, 2018):

o Neurodesarrollo: promueven la formacionde sinapsis excitatorias durante

el desarrollo del SNC, y eliminan aquellas (tanto excitatorias como inhibitorias) que
pasan a ser redundantes o innecesarias.

o Sinapsis: mediante la conocida como “sinapsis tripartita”, contactan tanto
con el terminal postsinaptico como con la dendrita presindptica, modulando la
comunicacion inter-neuronal y la plasticidad mediante la recaptacion de glutamato

desde el espacio sinptico. En corteza murina se ha contabilizado que cada astrocito




puede rodear una media de 4 neuronas, y hasta 600 dendritas de diferentes
neuronas. Otros mecanismos de modulacion sinaptica son los que implican la
liberacion de gliotransmisores (ATP y D-Ser), aunque en este caso, si implica la
liberacion de estos mediante vesiculas, queda en duda si son liberados realmente
por astrocitos, o por las neuronas.

o Neurovasculatura: sus prolongaciones terminales forman parte de la

barrera hematoencefalica, y junto con el resto de componentes, coordinan el flujo
sanguineo con la actividad neuronal (acoplamiento neurovascular), asi como el flujo
de agua entre el cerebro y el flujo sanguineo, e incluso el drenaje de sustancias
toxicas.

o Metabolismo energético: se encargan de almacenar glucosa (en formade

glucogeno), que es la principal fuente de energia de las neuronas, mediante un
mecanismo acoplado a la captacion de glutamato. Cuando las neuronas lo
requieren, los astrocitos las surten de ella, e incluso en determinadas ocasiones, en
forma de lactato.

En el contexto patolégico de la EA, se ha descrito como los astrocitos mas cercanos
a los depositos amiloideos adquieren un estado reactivo, y dirigen sus procesos hacia
las placas para fagocitar y eliminar dichos depositos (Perez-Nievas & Serrano-Pozo,
2018). Son capaces de retirar depositos oligoméricos y protofibrilares de AR (mas que
estructuras fibrilares de mayor tamafio), y de liberar enzimas que degradan el AB, como
metaloproteinasas (MMP) o la IDE (Heneka et al., 2015; Perez-Nievas & Serrano-Pozo,
2018), lo que ha llevado a proponerles como barrera que frena el crecimiento de las
placas neuriticas. Sin embargo, el andlisis de su transcriptoma, tanto en cerebros
humanos como murinos con EA, revelan que adquieren un perfil neurotéxico y pierden
funciones neuroprotectoras (Perez-Nievas & Serrano-Pozo, 2018). Su neurotoxicidad se
debe a la pérdida de eficacia para la retirada del exceso de glutamato, que se da entre
neuronas cercanas a depdsitos amiloideos, asi como por la incapacidad de llevar a cabo
sus funciones a nivel de la barrera hematoencefalica, y por expresar genes pro-
inflamatorios (Heneka et al., 2015; Perez-Nievas & Serrano-Pozo, 2018).

En la funcionalidad astrocitaria adquieren gran importancia unos canales de
membrana compuestos por las proteinas denominadas conexinas (Cx). Las Cx son
proteinas integrales que se unen en grupos de 6 para dar lugar a los conexones, mas
conocidos como hemicanales (HC) (imagen B figura 18). Al integrarse en la membrana
plasmaética, permiten el flujo de iones y pequefias moléculas entre el citoplasma celular

y el medio extracelular (Giaume et al., 2013; Freitas-Andrade & Naus, 2016). Esto es
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posible gracias a cambios en las concentraciones de iones divalentes, fuerzas
mecanicas, variaciones del pH, la accién de ligandos extracelulares, quinasas,
fosfatasas 0 agentes oxidantes y reductores (Giaume et al., 2013) (imagen C figura 18).
Ademas de canales de membrana, estas estructuras pueden emparejarse con otros HC
de astrocitos vecinos, lo que se conoce como uniones en hendidura, o gap junctions
(GJ) (imagen A figura 18). Estas estructuras se constituyen como un canal comun que
comunica los citoplasmas de las células acopladas entre si, permitiendo asi el
intercambio de iones y moléculas de bajo peso molecular (Freitas-Andrade & Naus,
2016) (imagen A figura 18).

CélulaB

uncti 4
Gap junction o
de Cx43

B Pannexin 1 Connexin43 Cc
_\.;
& = n(‘} 6"3
M o Mz M3 M4

i~

COOH

7 Neghounlachorea

’{[7 —> N-Linked Glycosylation

© —> Cysteine Resid Espacio extracelular

Figura 18: Representacion graficade HC y GJ en astrocitos. A: GJformados por la unién de dos hemicanales de Cx43,
cada uno perteneciente a una célula diferente, y adyacentes entre si. B: Representacion esquematica de la estructura
secundaria de la Panx1 (izda) y Cx43 (dcha). Ambas proteinas tienen 4 dominios a-hélice transmembrana (M1-M4), con
dos horquillas extracelulares (E1 y E2), y una horquilla citoplasmética (CL), quedando los extremos N- y C- terminal en
el interior celular. Panx1 presenta ademés N-glicosilaciones en las horquillas extracelulares (Freitas-Andrade & Naus,
2016). C: Representaciones gréaficas de los HC de Cx43 (izda) y de Panx1 (dcha). La presencia de glicosilaciones impide
el acoplamiento de HC de Panx1 entre si paraformar GJ.

La Cx43 se constituye como la isoforma predominante de Cx en la membrana de
astrocitos, aunque también se ha detectado la existencia de otras Cx, e incluso de otro
tipo de proteinas conocidas como panexinas (Panx). Estas proteinas se asemejan a las
Cx en cuanto a estructura y funcion (intercambio de iones y moléculas de bajo peso
molecular), pero a diferencia de la funcion dual que adquieren los canales de Cx, los de

Panx solo forman HC (Giaume et al., 2013). Existen tres isoformas: la isoforma 1, la 2,
y la 3 (Freitas-Andrade & Naus, 2016).
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En el contexto patologico de la EA, se ha descrito un aumento del acoplamiento de
los astrocitos mediante GJ de Cx43, lo que podria sugerir una accion neuroprotectora
actuando en la disipacién del exceso de glutamato extracelular procedente de neuronas
disfuncionales o muertas, en conjunto con los receptores y transportadores del
neurotransmisor. Sin embargo, el aumento de la actividad HC de Cx43, también descrita
en la patologia, podria dar lugar a efectos perjudiciales, como se ha visto en
experimentos in vitro, en los que la exposicion de astrocitos al AB, o a citoquinas pro-
inflamatorias, promueve la apertura de los HC, y la liberacién de ATP y glutamato,
aumentando la excitotoxicidad y muerte neuronal (Retamal et al., 2007; Orellana et al.,
2011; Bosch & Kielian, 2014). Sin embargo, puesto que las metodologias in vitro vs. in
vivo no siempre desembocan en conclusiones similares, a dia de hoy es complicado
establecer las funciones de cada una de las estructuras formadas por Cx43 en EA
(Nielsen et al., 2017), lo que sirve como aliciente para seguir con su investigacion.

3.5.2. Microglia

Las células microgliales son los macrofagos residentes del SNC. De origen mieloide,
su funcion principal es la de sondear las regiones de su alrededor en busca de
patdgenos o debris celular mediante la extension de sus procesos celulares, asi como
de proporcionar factores troficos para el mantenimiento del tejido cerebral (Heneka et
al., 2015). Al igual que los astrocitos, también participan en la remodelacion sinaptica,
importantes para los procesos de memoriay aprendizaje (Mecha et al., 2016).

En condiciones fisiolégicas, la microglia adopta una morfologia “ramificada”, ya que
cobran protagonismo sus procesos ramificados respecto de su pequefio soma celular,
para lograr sondear mayor superficie (Mecha et al., 2016) (imagenes A y B figura 19),
pero, ante la presencia de un dafio patogénico (muerte celular o agregado proteico), la
microglia extiende sus procesos al lugar del dafio, migra hacia alli, cambia su morfologia
a un estado “ameboide” (retroceso de sus procesos celulares e hinchamiento de su
soma celular), y comienza la respuesta inmune (Calsolaro & Edison, 2016). Toda
respuesta inmune inicial ante un dafio es necesaria para reparar el tejido, pero,
mantenida en el tiempo (respuesta cronica) porque el estimulo permanezca, se
convierte en perjudicial y dafiina, dando lugar a la pérdida neuronal (Calsolaro & Edison,
2016).
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Figura 19: Imagenes de la microglia. A: Reproduccion de un dibujo representativo de la microglia, hecho por Pio del Rio
Hortega. Fuente: (Ransohoff & Brown, 2012). B: Inmunotincién de Ibal (rojo) de tejido de médula espinal de rata. Fuente:
(Biocare Medical, 2019).

La microglia detecta los oligobmeros y fibrillas de AR a través de receptores
Scavenger de clase Al, CD36, CD14, y aquellos de tipo Toll (ej: TLR4 y TLR6), entre
otros. Cuando el péptido se une a ellos, tiene lugar la produccion de citoquinas pro-
inflamatorias (mediante la activacion de NF-kB) y quimioquinas, asi como la fagocitosis
del AB. Las fibrillas se degradan en los lisosomas, mientras que el AB soluble puede
hacerse de manera extracelular por parte de las enzimas IDE o neprilisina (Heneka et
al., 2015; Calsolaro & Edison, 2016). ElI AB también puede promover la expresion de
citoquinas pro-inflamatorias a través de la cascada de las MAPK (Calsolaro & Edison,
2016).

Desde hace afios se ha descrito la existencia de microglia activada asociada a las
placas neuriticas (Calsolaro & Edison, 2016), las cuales podrian estar llevando a cabo
la fagocitosis de estas, 0 su compactacion. Se ha afirmado incluso que, en modelos
animales de APP, la activacion cronica de la microglia da lugar a la disminucién de los
niveles de AB (Navarro et al., 2018). Sin embargo, en la EA “tardia”, se ha identificado
la ineficiencia del aclaramiento de AB por parte de la microglia como una de las
principales causas del desarrollo de la enfermedad. En algunos casos se debe a
mutaciones de pérdida de funcién de algunos de los receptores que median en la
fagocitosis (como TREM2) (Heneka et al., 2015). Sin embargo, un exceso de actividad
(incluyendo la liberacion de citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias), también puede
conllevar efectos deletéreos en las neuronas y células vecinas (Calsolaro & Edison,
2016; Navarro et al., 2018).

Como célula mieloide que es, suproceso de activacion es bastante complejo, puesto
que pasa por diferentes estados, cada uno necesario para llevar a cabo diferentes
funciones durante el proceso neuroinflamatorio. Dichos estados de activacion se han

caracterizado en macroéfagos in vitro, pero se extrapolan a la microglia por su condicién
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mieloide. El primer extremo de ellos es el fenotipo o estado M1, durante el cual la
microglia expresa genes citotoxicos, como las citoquinas pro-inflamatorias TNFa, IL-1,
IL-6, IL-12 e IL-18, a la vez que su capacidad fagocitica se encuentra paralizada
(Heneka et al., 2015; Mecha et al., 2016). El segundo extremo de los fenotipos
microgliales es el M2, durante el cual se produce la secrecion de citoquinas anti-
inflamatorias, como IL-4, IL-10, IL-13, o el factor de crecimiento transformante  (TGF)
(Heneka et al., 2015). Entre M1 y M2, existe una gran diversidad de fenotipos, sobre
todo en inflamacion crénica, lo que hace muy dificil identificar la funcion real que tiene
cada célula en un momento determinado. Es posible incluso, que se produzca la
combinacién de fenotipos en un mismo espacio y tiempo determinados (Heneka et al.,
2015; Mecha et al., 2016).

Una de las caracteristicas de la microglia en edad avanzada, tal y como se ha
observado en humanos, primates y ratones, es que se muestra mas “sensible” a los
estimulos pro-inflamatorios. Este fendmeno, conocido como estado de preparacion o
priming, se cree consecuencia del envejecimiento, y en las condiciones adecuadas,
podria favorecer el desarrollo de una enfermedad neurodegenerativa. En el estado de
priming se ha descrito que existe un aumento de la produccién de citoquinas y ROS,
pero también de su capacidad fagocitica (Heneka et al., 2015).

Al igual que en los astrocitos, la microglia también presenta HC de membrana de
Cx43y de Panx1 (figura 18) (Giaume et al., 2013).
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4. POTENCIAL TERAPEUTICO DEL SEC PARA EL
TRATAMIENTO DE LA EA

La variedad de funciones del SEC en el SNC le han colocado en el punto de mira de
numerosos estudios relacionados con patologias neurodegenerativas. Ello es debido a
gue en la mayoria de estas enfermedades no hay una Unica causa que origine la
enfermedad, sino que suelen combinarse diferentes factores que provocan su
desarrollo.

4.1. EI SEC durante el envejecimiento,

neuroinflamacion, y la EA

Numerosos estudios en los ultimos afios han evidenciado que los componentes del
SEC modifican sus niveles de expresion en el cerebro durante el envejecimiento. Y no
solo con la edad, sino también durante procesos patoldgicos, e incluso entre diferentes
fases del progreso de la enfermedad (Di Marzo et al., 2015).

Durante el envejecimiento se ha reportado tanto en roedores como en humanos la
bajada de la expresion de CB:1R, y/o de la unién de ligandos especificos en corteza,
probablemente por una regulacidon post-transcripcional, ya que no siempre se
correlacionan los niveles de ARNm de CB:R con los propios del receptor en membrana.
En humanos también se ha observado la disminucién de la DAGLa y MAGL, mientras
gue la NAPE-PLD (y en menor medida, FAAH) aumentan. (Di Marzo et al., 2015).

La reduccion de la presencia de CBiR en areas imprescindibles para los procesos
de memoriay aprendizaje en individuos mayores (corteza e hipocampo) se correlaciona
con una pérdida de las capacidades cognitivas (Di Marzo et al., 2015). Bilkei-Gorzo y
cols. (Bilkei-Gorzo et al., 2017) demostraron que la administracion de dosis bajas de A°-
THC a ratones de 12 y 18 meses recuperaba las funciones cognitivas hasta un nivel
equiparable al de ratones jovenes (2 meses de edad). Esto demuestra una posible via
de actuacién por la cual poder intervenir en enfermedades neurodegenerativas que
cursen con disminucion de la sefializacion via CB:1R, comoen la EA.

Otro de los efectos perjudiciales de la reduccion de la sefializacién dependiente de

CB:R es que disminuye la neurogénesis hipocampal. En particular, se ha descrito que
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los ratones FAAH'-, al tener mayores niveles de AEA en cerebro respecto de ratones

WT, muestran tener mayores niveles de neurogénesis adulta (Di Marzo et al., 2015).

Un aspecto importante durante el proceso de envejecimiento es el aumento de la
inflamacién basal, lo que se conoce en inglés como “inflammaging”. Durante el
envejecimiento, por causas como la acumulacion de proteinas u otros productos por el
empeoramiento en la eficacia de su aclaramiento, se da una produccioén de citoquinas
pro-inflamatorias a bajas dosis, asi como la activacion de la via NF-kB, que resulta en
una leve respuesta inflamatoria. EI SEC puede activarse por estimulos inflamatorios, los
cuales provocan cambios de expresion de algunos de sus componentes, como por
ejemplo en CB:R de neuronas, el cual disminuye su expresion, o en CBzR de microglia
activada, el cual aumenta suexpresion. La produccién de ECs por parte de las neuronas
disminuye, pero aumenta en células gliales, particularmente en microglia. Sin embargo,
estos cambios pueden acentuarse si la inflamacion es méas exacerbada, como la que se
produce en EA (Krstic & Knuesel, 2012; Di Marzo et al., 2015).

En la EA existen datos controvertidos sobre los cambios de expresion y/o presencia
de CB1R, ya que algunos estudios indican que no existen diferencias a nivel proteico del
receptor entre individuos sanos y enfermos, pero si se ha detectado una reduccion de
Su expresion en corteza cerebral de pacientes. Se ha descrito incluso que los CBRs se
encuentran nitrosilados, lo que podria estar perjudicando el acoplamiento a proteinas
G, y la activacion consecuente de sus cascadas de sefializacion (Aso & Ferrer, 2014;
Bedse et al., 2014). Sin embargo, en modelos animales se han detectado aumentos de
expresion de CBi1R en fases tempranas de la enfermedad, y una posterior bajada en
fases mas avanzadas. Por tanto, se deduce que la funcionalidad de este receptor
cambia segun progrese la enfermedad, es decir, el aumento de sus niveles durante las
fases tempranas de la EA podria tener funciones neuroprotectoras, mientras que la
disminucion indicaria una deficiencia en su accion (Bedse et al., 2014).

Existe mas consenso en cuanto a la expresion de CB2Ry FAAH, de los que se ha
descrito mayor expresion en glia asociada a placas en andlisis post-mortem de
pacientes de EA (Benito et al., 2003). El aumento de la actividad de FAAH dependiente
de la presencia del AB tendria dos consecuencias negativas favorecedoras de la
evolucion de la EA: 1) disminuiria la disponibilidad de AEA, lo que estaria asociado a la
disfuncion cognitiva de los pacientes, y 2) contribuiria al proceso inflamatorio mediante
el aumento del acido araquidonico, tras la metabolizacién de AEA (Aso & Ferrer, 2014).
Esto es lo que podria estar ocurriendo en los astrocitos asociados a las placas

neuriticas, mientras que la sobre-expresion de CB:zR en microglia podria estar buscando
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compensar dicha pro-inflamacion (Bedse et al., 2014; Fernandez-Ruiz et al., 2015). En

modelos animales de la EA también se ha demostrado un aumento de expresion de
CB:2R en microglia asociada a placas neuriticas (Lopez et al., 2018).

El potencial del SEC como diana terapéutica para la EA tiene su base, por tanto, en
sus propiedades neuroprotectoras, antioxidantes, anti-apoptéticas y anti-inflamatorias.
Mediante la activacion de los CBRs se previene la excitotoxicidad, entradas de Ca?*
continuadas, estrés oxidativo e inflamaciéon (Fernandez-Ruiz et al., 2015), entre otros
procesos. Ejemplos de ello proceden de aproximaciones in vitro, donde neuronas
expuestas a diferentes formas tdxicas de AR aumentan su supervivencia con el aumento
de ECs en el medio, o incluso de CBs exdgenos como el CBD, u otros agonistas de los
CBRs (Aso & Ferrer, 2014). A partir de aproximaciones in vivo con modelos de
amiloidosis, se comprueba que los roedores mejoran sus capacidades cognitivas tras el
tratamiento con agonistas CB, sobre todo cuando la patologia esta en fases tempranas
(Aso & Ferrer, 2014). Los mecanismos de actuacion de los ECs para conseguir la
neuroproteccion contra el AR son varios, tanto de accion directa sobre el péptido como
indirecta, los cuales se asume que se desarrollan en paralelo (Aso & Ferrer, 2014). Estos
mecanismos, que se postulan como perfectas dianas terapéuticas a través de la
modulacion del SEC (mediante la aplicacion de CBs exdgenos, o favoreciendo el
aumento de los niveles enddgenos actuando sobre las enzimas de degradacién), son
(Bedse et al., 2014):

o El aclaramiento del péptido AB: principalmente mediante la activacion de

CB:zR en microglia, pero también aumentando la expresion de transportadores de
AB a través de la barrera hematoencefalica, lo cual ocurre via PPARYy, 0 aumentando
los niveles de ECs (inhibiendo sus enzimas de degradacion).

o Modulacién de la neuroinflamacién: Blogueando la liberacién de ROS,

prostaglandinas y citoquinas pro-inflamatorias por parte de la microglia y astrocitos,
evitando asi la produccion de mas péptido debido a que favorecen la sobre-
expresion de BACEL.

. Regulacién de la actividad glial: A través de CB:zR, se puede reducir la

actividad pro-inflamatoria de la microglia, asi como favorecer su proliferacion y su
actividad fagocitica. La actuacion de los ECs sobre receptores PPARy también da
lugar a efectos anti-inflamatorios, ya que puede inhibir la via NF-kB.

. Regulacién de precursores pro-inflamatorios: Se puede conseguir

mediante la inhibicién de las enzimas degradadoras de los ECs (MAGL y FAAH), ya
que los productos metabdlicos resultantes dan lugar a acido araquidénico, sustrato
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de COX para la sintesis de PGs. Ademas, la mayor disponibilidad de ECs en el
contexto patolégico de la EA favoreceria la sefalizacion via CBRs, dando lugar a
mejoras patoldgicas.

. Neuroproteccion: Que se consigue evitando la apoptosis mediante la

estabilizacion de los lisosomas que contienen AB. La neuroproteccion llevada a cabo
por los ECs puede ejercerse bien a través de CB1R, 0 por otros receptores no CBs,
la cual resulta en la inhibicion de caspasas pro-apoptoéticas.

. Proteccion contra el dafio oxidativo y disfuncién mitocondrial: mediante la

inhibicion de la ruta NF-kB via CBiR, se logra reducir la expresion de iNOS, y
consecuentemente, la produccion de NO. También se logra disminuir la toxicidad
por glutamato y por Ca?*, como se ha comprobado que hace el CBD, probablemente
a través de los receptores PPARYy.

o Mejoras en la memoria y aprendizaje: Los ECs modulan la plasticidad a

largo plazo (por ejemplo, la LTP) a través de CB:1R. Puesto que AB suprime la LTP
en hipocampo, se propone que activando CB:R se favoreceria la recuperacion de
esta actividad neuronal en la EA, ya que indirectamente también se estaria activando
a los receptores PPARYy, los cuales regulan la transcripcion génica y promoverian
asi la neuroproteccion, y la anti-inflamacion.

4.2. La FAAH como diana terapéutica en el

contexto neuroinflamatorio de la EA

En el aflo 2003, describimos la sobre-expresion de FAAH, asi como el aumento de
su actividad, en astrocitos asociados a placas neuriticas de tejido humano de pacientes
con EA (Benito et al., 2003). Este precedente sentd las bases para seguir investigando
sobre el papel de la enzima FAAH durante el proceso patolégico desencadenado en la
EA. Sin embargo, no fue hasta 2012 cuando se publicaron datos originales sobre la
relevancia del bloqgueo de FAAH en astrocitos in vitro, tanto de forma farmacologica
(empleando el inhibidor URB597) como genética (empleando cultivos de astrocitos
primarios obtenidos de ratones FAAH""). Estos datos demostraron que los astrocitos que
tenian inactivada genéticamente la FAAH mostraban una respuesta pro-inflamatoria
mas exacerbada ante la presencia del péptido AB1-42 respecto de los astrocitos WT,
destacando ademds que dicha respuesta, derivada del aumento de los niveles de AEA
enddgenos, implicaba a receptores no CBs: PPARa, PPARy y TRPV1. Sin embargo, el

bloqgueo farmacolégico de la enzima no daba lugar a sensibilidad inflamatoria en
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presencia del péptido, mientras que la aplicacion exdégena de AEA y otras

aciletanolaminas (PEA y OEA), provocaban efectos anti-inflamatorios (Benito et al.,
2012).

Posteriormente, quisimos caracterizar la relevancia de la inhibicién genética de
FAAH en diferentes contextos de dafio cerebral in vivo. Un primer estudio que se llevo
a cabo mediante microscopia intravital sobre la glia, ante una lesion parenquiméatica
(quemadura laser), revel6 que la inactivacion genética de la enzima daba lugar a un
aumento de la actividad de los HC de proteinas Cx43 de astrocitos, provocando un
aumento de la respuesta y de la migracion de los procesos microgliales hacia la lesion.
En este suceso cobraban protagonismo la mediacién de AEA por CB:1R, asi como la
liberacion de ATP. Sin embargo, el blogueo farmacolégico de la enzima no reproducia
los efectos observados bajo la inhibicién genética de esta (Vazquez, Tolon, Pazos, et
al., 2015).

El estudio de dicho comportamiento glial se traslado, finalmente, al contexto de la
patologia amiloide de la EA, mediante el empleo del modelo murino 5XFAD. La inhibicién
genética de FAAH en este modelo resulté en una disminucion de la produccion de APP,
AB1-40 y AB1-22, asi comode la deposicion en placas neuriticas y de gliosis en hipocampo,
culminando con la mejoria de su memoria espacial (Vazquez, Tolon, Grande, et al.,
2015). Sin embargo, el estudio del perfil de citoquinas y marcadores pro-inflamatorios
reveld un aumento de la expresion de citoquinas pro-inflamatorias, en el que cobrd
protagonismo la IL-1B, ya que, a pesar de las mejoras patolégicas observadas en los
ratones 5XxFAD/FAAH", los niveles de proteina de esta citoquina eran similares alos de
los controles 5xFAD. Estos efectos eran mediados por la sefalizacion via CBi1R, y el
bloqueo farmacoldgico de la enzima no reproducia los mismos efectos observados con
la inactivacion genética (Vazquez, Tolon, Grande, et al., 2015).

En resumen, todos estos datos se suman a los ya publicados que demuestran el
potencial terapéutico del SEC para el tratamiento de la EA. En concreto, el aumento del
tono EC (particularmente el de la AEA) previo a la aparicion de los marcadores
patologicos de la enfermedad, asi como el mantenimiento de dicho aumento, parecen
ser claves para generar una respuesta inflamatoria beneficiosa en la resolucion de la
patologia. No obstante, estas peculiaridades inflamatorias dieron lugar a nuevas
preguntas dirigidas a conocer la relevancia de dicho perfil inflamatorio derivado de la
inhibicién genética de FAAH, y especificamente, el de la citoquina IL-1p3.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS






El objetivo principal de esta tesis ha sido caracterizar el papel de la citoquina IL-13
en el proceso neuroinflamatorio asociado a la patologia amiloide, tras la inhibicion
genética de la enzima FAAH. Para ello, se llevaron a cabo dos aproximaciones
experimentales, una in vitro y otra in vivo, con las que se abordaron los siguientes

objetivos especificos:

Aproximacion experimental in vitro

Mediante el uso de cultivos primarios de células gliales de ratén, seabord6 el estudio
de la relevancia de la sefializacion dependiente de IL-18 en la funcionalidad de la glia
carente de actividad FAAH (FAAH'). Estos estudios se centraron en:

1. Caracterizar el perfil pro- y anti-inflamatorio, asi como los niveles de
expresion de los componentes responsables del inicio de la sefializaciéon de IL-13.

2. Caracterizar la actividad y cantidad de hemicanales Cx43.

3. Cuantificar la produccion/ liberacion de AEA, en presencia del péptido
AB1-22.

4, Caracterizar la actividad fagocitica de la glia FAAH".

Aproximacién experimental in vivo: tratamiento con

minociclina

Ante la sospecha de que la sefalizacion IL-1B podria desempefar un papel
fundamental en los efectos derivados de la inactivacion genética de FAAH, empleamos
la minociclina como herramienta farmacolégica para inhibir la produccion de esta
citoquina. De este modo, pretendiamos esclarecer su relevancia en la mejoria del
fenotipo asociada a la inhibicion genética de FAAH. Para ello procedimos a abordar los
siguientes objetivos especificos:

1. El estudio de los cambios en la expresion de las citoquinas pro- y anti-
inflamatorias, y de los componentes responsables del inicio de la sefializacion de IL-

1B.

2. Andlisis de las modificaciones en los niveles de ABi42 y de placas
neuriticas en corteza e hipocampo.
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3. Perfil inflamatorio y actividad fagocitica de la microglia FAAH'- en el
contexto de la patologia amiloide.

4, Evaluacion de la memoria espacial en ratones 5xFAD (con o sin actividad
FAAH), y los efectos en ella tras el tratamiento con minociclina.
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1. ANIMALES DE EXPERIENTACION

Para la realizacién de los experimentos presentados en esta tesis doctoral se
emplearon ratones con fondo genético C57BL/6 de 4 genotipos diferentes: wild type
(WT), FAAH knockout (FAAH), 5xFAD, y 5xFAD/FAAH"-. La estabulacién de estos
animales y la experimentacion con ellos se realizaron bajo las normativas para la
“proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros fines cientificos”, tanto
europea (2010/63/UE), como espafiola (RD 1386/2018). Dicha estabulacion vy
experimentacion fueron llevadas a cabo en el Animalario del Centro de Apoyo
Tecnologico de la Universidad Rey Juan Carlos, donde los animales crecieron bajo
condiciones controladas de temperatura (23°C), humedad relativa (55-60%) y ciclos de
luz/oscuridad (12h/12h). Ademas, los animales tuvieron accesoilimitado a agua y a dieta
estandar.

A continuacion, se detallan las caracteristicas genéticas de cada genotipo:

o WT: Ratones cuyo genotipo no tiene ninguna modificacion genética
afiadida. Por ello, se usan como controles en las aproximaciones experimentales.

o FAAH": Modelo animal que tiene borrado genéticamente (delecionado)
el exén 1 (E1) del gen de la enzima FAAH, resultando en la inactivacion funcional
de la proteina. Este modelo animal, generado y cedido por el Dr. Benjamin F. Cravatt
(Cravatt et al., 2001), se cre6 mediante la sustitucion por recombinaciéon homologa
de dicho exén, equivalente a la secuencia de aminoacidos 1-65 de la enzima, por un
cassette que contenia las secuencias del gen de la neomicina fosfotranferasa bajo
el promotor de la fosfoglicerato quinasa (figura 20). Los clones de células madre
embrionarias 129SvJ que contenian la mutacion fueron identificados por Southern
blot, y dos de dichos clones se emplearon para la generacién de quimeras bajo el
fondo genético C57BL/6, con el fin de propagar y fijar la mutaciébn mediante

sucesivos retrocruzamientos (Cravatt et al., 2001).
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Figura 20: Esquemadel procesode generacién del modelomurino FAAH". La recombinacién homéloga da lugar a
la sustitucién del exénly de 2 kb, aproximadamente, de secuencia anterior (“upstream”) alexén (Cravatt etal., 2001).

. 5XFAD: Modelo murino transgénico que expresa cinco mutaciones
genéticas humanas de la EA de tipo familiar (Oakley et al., 2006). Especfificamente,
este raton sobre-expresa el gen APP (695) humano con las mutaciones Suecas
(K670N/M671L), Florida (I716V) y Londres (V717l), asi como el gen humano PS1
con las mutaciones M146L y L286V. Ambos transgenes se encuentran regulados
por elementos neuronales especificos del promotor murino Thyl, con el fin de
favorecer la sobre-expresion de dichas proteinas en cerebro (figura 21). Este modelo
se caracteriza por la alta expresion de APP, que se correlaciona con un aumento de
la acumulacion del péptido ABi-42 casi en exclusividad. Es decir, las mutaciones
Suecas aumentan la produccién de AB total, mientras que las denominadas Florida
y Londres, asi como las presentes en el PS1, aumentan de manera especfifica la
formacion de AB1-42.

Esta linea de ratones, adquiridos de Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine,
EE.UU.), tiene un fondo genético B6/SJL, mientras que el resto de modelos animales
gue empleamos tienen el fondo C57BL/6. Por ello, los ratones progenitores 5xFAD
se cruzarondurante mas de seis generaciones con ratones C57BL/6 para igualar los
fondos genéticos.
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Dentro de las caracteristicas fenotipicas de este modelo murino, se encuentra la
rapidez con la que se desarrolla la amilopatia. La deposicion amiloide y la gliosis
comienzan a los dos meses de edad en el parénquima cerebral, aunque existe
acumulacion intraneuronal en el somay neuritas ya al mes y medio (antes de que
comience la formacion de placas). Esta acumulacion intraneuronal ha sido descrita
en cerebros de pacientes con EA, personas con Sindrome de Down, y en modelos
animales de EA, lo que podria sugerir un rol en el desarrollo de la patologia amiloide
(Oakley et al., 2006). La formacion de placas comienza en el subiculo y la capa 5 de
la corteza, y con el tiempo va aumentando y se van extendiendo por el hipocampo y
corteza, como se observa a los seis meses de edad. Sin embargo, cabe destacar

gue este modelo no muestra formacion de ovillos neurofibrilares.
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Figura 21: Representacién esqueméticade los transgenes APPy PS1 del modelo 5xFAD. Las mutaciones vienen
indicadas por flechas: Sw, mutacién Sueca; Lon, mutacién Londres; Fl, mutacion Florida. Los rectangulos pequefios
representan los exones de Thyl (Oakley et al., 2006).

. 5xFAD/FAAH"-: Ratones obtenidos a partir del cruzamiento entre las
lineas 5xFAD y FAAH'-, descritas anteriormente, durante al menos 10 generaciones.
Estos ratones se crearon con el fin de estudiar la importancia del SEC, y en
particular, del aumento de los niveles de AEA, en el contexto fisiopatologico de la
EA.

Genotipado

Para que los ratones 5xFAD desarrollen la enfermedad y se transmita a la progenie
de forma estable, basta con que los descendientes porten los dos transgenes (hAPP y
hPS1 con las 5 mutaciones) en hemicigosis. Por tanto, cada generacion obtenida
requeria ser genotipada, puesto que los posibles genotipos a obtener eran 5xFAD, o
WT. En cuanto a la colonia de ratones FAAH'”- (WT/FAAH’"" y 5xFAD/FAAH'), para

asegurar gue no existiera la expresion de la enzima FAAH funcional, se precisé que
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todos ellos fueran homocigotos para la delecion del E1, de manera que también fue
necesario genotipar para asegurar la homocigosis en la descendencia.

Los genotipados se llevaron a cabo mediante la técnica de la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR), seguida de la comprobacién del tamafio de los productos de
PCR en un gel de agarosa al 1,5% en tampoén Tris Borato EDTA (TBE) 0,5X (en mM:
44,57 de Tris Base, 44,48 de Acido Bérico,y 10 de EDTA a pH 8). EI ADN genémico del
animal se obtuvo de una pequefia porcion de la cola. La extraccion del material genético
se realiz6 mediante digestion alcalina con un tampén de lisis (25 mM de NaOH y 0,2
mM EDTA) a 95° C durante 30 minutos, y después se neutralizé con un tampon Tris-
HCI a 40 mM. La integridad del ADN se comprobd mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 0,8% en TBE 0,5X, mientras que la calidad y concentracién se cuantificé con
un espectrofotbmetro Nanodrop (SimpliNano™, biochrom, Holliston, Massachusetts,

EE.UU.). Finalmente, las muestras se guardaron a -20° C hasta su andlisis por PCR.

Para la realizacion de la PCR, se emplearon entre 30-50 ng de ADN, y se mezclaron
con tampon de reacciéon 1X, ADN polimerasa, cebadores (primers), y desoxinucle6tidos
trifosfatos (ANTPs -Biotools, Madrid, Espafia-). La PCR se realizé en un termociclador
(iCycler™ 96 Well Reaction Module, Bio-Rad, Hércules, California, EE.UU.), y los
productos de PCR obtenidos se corrieron en un gel de agarosa al 1,5% en TBE. Las
bandas resultantes se observaron en un transiluminador de UV (Gel Doc ™ EZ Imager,
Bio-Rad).

Para el genotipado de la colonia 5xFAD se realizaron dos PCR: una, para amplificar
el transgen hAPP, y la otra, para amplificar el hPS1. En ambos casos, lo que se observa
en el gel son bandas de 500 pares de bases (pb) siempre que el raton sea 5xFAD,
mientras que, si se trata de un raton WT, no se observa banda alguna, ya que no
presentan ni el gen APP ni el PS1 humano. En el genotipado de los ratones FAAH" (la
delecion del E1 de FAAH), la banda que se obtiene es de 300 pb siel ratdon es FAAH,
200 pb si fuera WT, y ambas si se tratase de un heterocigoto.

La concentracién final a la que se utilizaron los dNTPs es de 0,25 mM. En cuanto a
los primers, para la PCR de genotipado de 5xFAD se emplearon a 1,92 uM, mientras
que para la de FAAH, se utlizaron a 0,5 pM. Finalmente, de ADN polimerasa se
emplearon 0,08 U/reaccion para la PCR de hAPP y hPS1, y 0,03 U/reaccion para la de
FAAH. La secuenciade los primers son las siguientes (tabla 1):
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| GENES PRIMERS SECUENCIAS (5 - 3')
FAAH | Directo TAA CTAGGC AGT CTG ACT CTA G

Reversol | ACT CAA GGT CAG CCT GAA ACC
Reverso2 | TTT GTC ACG TCC TGC ACG ACG

hAPP Directo AGA GTA CCAACT TGC ATG ACT ACG
Reverso ATG CTG GAT AAC TGC CTTCTT ATC

hPS1 Directo GCTTTT TCCAGC TCT CATTTACTC

Reverso AAA ATT GAT GGA ATG CTAATT GGT

Tabla 1: Secuencias de los primers empleados para el genotipado de ratones 5xFAD (PCR de hAPP y de hPS1) y de los
ratones FAAH".

2. METODOLOGIA IN VITRO

2.1. Cultivos primarios de glia

La glia primaria se obtuvo de cerebros de ratones WT y FAAH' de 0 a 2 dias de
edad, en base al protocolo descrito por Mecha y cols. (Mecha, 2011), pero con
modificaciones (figura 22). El homogeneizado de tejido obtenido se repartio en frascos
de 75 cm? (T-75) tratados previamente con poli-L-ornitina a 5 pg/ml (Sigma-Aldrich, San
Luis, Misuri, EE.UU), en los que el volumen final de medio celular mas disgregado
cerebral era de 15 ml. Dicho medio celular fue medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM, Cultek, Madrid, Espafia) con alta concentracion de glucosa (4,5 g/l), el cual fue
suplementado con un 10% de suero fetal bovino inactivado (iFCS, HyClone, Logan,
Utah, EE.UU.), con un 1U/ml de penicilina y 0,1 mg/ml de estreptomicina (100X, Sigma-
Aldrich). A este medio suplementado lo denominaremos a partir de este punto como
medio completo. Para un correcto desarrollo y crecimiento celular, la relacién nimero
de cerebros: frasco T-75 fue de 2:1.
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Materiales y Métodos

Figura 22: Secuenciaen imagenes del procesode extraccion del cerebro de crias deratén. a: cria de raton recién
nacida. b: decapitacion para la obtencion del cerebro. c: retirada de la piel sobre el craneo. d: incision por la base del
craneo paracortarlo por lalinea media. e: retirada del craneo. f y g: extraccion del encéfalo. h: traspaso a placa Petricon
medio DMEM. Figura obtenida de (Beaudoin et al., 2012).

Los frascos se mantuvieron en un incubador celular (37°C, 5% de CO:zy 95% de
humedad ambiental) durante 15-19 dias, renovandose el medio completamente por
medio completo nuevo a dia 7. El dia 15-19 post-cultivo, los frascos se agitaron a 280
rpm a 37° C, en un agitador orbital durante 8 horas, tras las cuales, el medio de cultivo
se desechg, y las células adheridas se lavaron con PBS-EDTA (Lonza, Basilea, Suiza)
y se tripsinizaron hasta su completo levantamiento (TrypLE Express, Gibco™, Carlsbad,
California, EE.UU.). Tras parar la tripsinizacién con medio completo, se recogieron las
células y se centrifugaron a 168x g durante 10 minutos. A continuacion, las células se
resuspendieron en medio completo, se contaron en la camara de Neubauer, y se
sembraron en placas de cultivo. Para todos los experimentos se emplearon placas pre-
tratadas con poli-L-ornitina a 5 pg/ml (incluidos los cubreobjetos que se emplean para
experimentos de inmunocitoquimica o de medicion de la actividad de HC).

2.2. Cuantificacion de la proporcion microglia/

astrocitos en los cultivos de trabajo

Con el objeto de determinar la proporcién de cada poblacion celular en los cultivos
de glia primaria, se realizaron diferentes tinciones inmunocitoquimicas con marcadores
especfficos de microglia y astrocitos. Para la deteccién de microglia, se emple6 el
anticuerpo anti-lbal (Wako, Tokio, Japdn), mientras que para el marcaje de astrocitos,
se empled el anti-GFAP-Cy3 (Sigma).

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos (Sarstedt, Nimbrecht, Alemania)

gue contenian cubreobjetos de 12 mm de diametro (Superior Marienfeld, Lauda-
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Kdnigshofen, Alemania). La densidad celular fue de 2 x 10° células/pocillo, y el medio
de crecimiento empleado fue medio completo. Pasados tres dias, las células se lavaron
con PBS 1X y se pre-fjaron con paraformaldehido (PFA, PanReac Applichem,
Darmstadt, Alemania) al 2% en PBS 1X, durante 15 minutos y a temperatura ambiente
(TA). Posteriormente, se fijjaron en PFA al 4% durante 20 minutos a TA, y tras los
lavados con PBS 1X frio, serealiz6 el post-fijado con metanol: &cido acético glacial, 95:5
(PanReac Applichem), durante 30 minutos. Finalmente, se repitieron los lavados con
PBS 1X, y se guardaron las células a 4°C en PBS 1X + 0,01% de azida sédica hasta su
uso.

La inmunocitoquimica comenzé con 3 lavados de las células (sobre los
cubreobjetos) con PBS 1X. A continuacién, se incubaron con solucién de bloqueo [PBS
1X + 1% BSA (Merk, Darmstadt, Alemania) + 1% Tritén X100 (PanReac Applichem)],
durante 30 minutos a TA. Pasado este tiempo, los cubreobjetos se incubaron con a-lbal
a 1:250 en solucién de bloqueo, a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente, las células
se lavaron con PBS 1X, y se incubaron simultaneamente con a-rabbit-alexa 488 a 1:200
y con a-GFAP-Cy3 a 1:1000, en solucién de bloqueo, durante 2 horas a 37° C.
Finalmente, los cubreobjetos se lavaron con PBS 1X, y se montaron en medio acuoso
con DAPI (Fluoromount-G™ + DAPI, Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, EE.UU.).

Las imagenes se tomaron con una cadmara (DXM1200F) acoplada a un microscopio
de fluorescencia Nikon 90i (Nikon, Tokio, Japdn), empleando el software ACT-1. Ibal
fue visualizado con el filtro FITC (Ex 465-495/Em 515-555). GFAP lo fue a través del G-
2A (Ex 510-560/Em 590), y para el DAPI, se utilizo el filtro UV-2A (Ex 330-380/Em 420).
Después, empleando el programa Wolfram Mathematica, se contaron las células de
cada tipo, observadas en cada campo fotografiado (5 campos por cubreobjetos), y se
calculé el porcentaje de cada tipo celular respecto al nimero total de células
(contabilizadas con el marcaje DAPI), correspondiente a cada “cubre” (ver anexo | para
una descripcion mas detallada del proceso de analisis de imagen y cuantificacién de
cada poblacion celular).

2.3. Fibrilacién del péptido AB1.42

El péptido AB1-42 (Bachem, Bubendorf, Suiza) consiste en el fragmento del péptido
AB que contiene los aminoacidos 1-42. El liofilizado adquirido se resuspendio en NHs al
0,1% en agua destilada (H204), a una concentracion final de 1mg/ml (221,5 uM), y a

continuacién, se incubé a 37° C en agitacién durante 7 dias (Benito et al., 2012). El
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empleo de una solucion alcalina favorece una mayor disolucién y aumento de los sitios
de nucleacién, mientras que la incubacion durante 7 dias a 37° C facilita la fibrilacion del
péptido. Asi se asegura que la solucién de AB1-42 tenga un alto contenido en fibrillas,
aunque no se puede descartar la presencia de estructuras intermedias (como
oligbmeros). La concentracion final a la que se empled en los experimentos fue de 5 uM,

en base a experimentos previos realizados en nuestro grupo de investigacion (Benito et
al., 2012).

2.4. Exposicion al péptido ABi-42

Segun el objetivo final del experimento, las células se sembraronen un tipo de placa
u otro, a una determinada densidad celular.

En primer lugar, para los estudios de expresion de citoquinas y otros genes
(obtencién de ARN y analisis por RT-qPCR), asi como los de analisis de produccion/
liberacion de AEA (LC-MS/MS), se sembraron 10° células/pocillo en placas de 6 pocillos
(Sarstedt), destinando tres pocillos a cada condicion experimental (vehiculo o
tratamiento con AB1-42), realizdndose tres experimentos en total. A los dos dias, las
células se trataron con 5 pM del péptido AB142, en medio DMEM con un 1U/ml de
penicilina, 0,1 mg/ml de estreptomicina y sin suero (al que denominaremos medio sin
suero). Paralelamente, las células que fueron tratadas con vehiculo recibieron el mismo
volumen de NHs al 0,1% en H204 que el que recibieron las células tratadas con AB1-2.
Cumplido el tiempo de tratamiento estimado en el incubador de células (8 o 24 horas),
se procedié como sigue, dependiendo del destino final de las células:

o Obtencién de ARN: Se les retird el medio, se lavaron con PBS 1X frio, y

se congelaron a -80° C.

o Obtencion y cuantificacion de AEA: Se recogieron los medios celulares y
se congelaron a -80°C. En el caso de las células, se lavaron con PBS-EDTA, se
tripsinizaron, y se recogieron en tubos eppendorf. Tras centrifugarlas 10 minutos a
1000 rpm (MiniSpin®, Eppendorf, Madrid, Espafia), se aspir6é el sobrenadante, y el
pellet celular se congel6 a -80°C.

Para los estudios de la actividad de HC de membrana, las células se sembraron
sobre cubreobjetos de 12 mm de diametro (Superior Marienfield). La densidad celular
en este caso fue de 2 x 10° células/pocillo, destinandose tres pocillos a cada condicion

experimental (vehiculo o tratamiento con ABi-42), realizandose tres experimentos en
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total. A dia 3 tras la siembra, se aplicé en medio sin suero el tratamiento con vehiculo o
con ABi42 5 YUM, segun correspondiera, y se incubaron durante 24 horas. Pasado el
tiempo de incubacion, se continu6 con la adicion de bromuro de etidio (BrEt, Sigma-
Aldrich) a cada pocillo para la cuantificacion de la captacién de dicha molécula
(metodologia descrita en el apartado 2.6 “cuantificacion de la actividad de hemicanales:
captacion de BrEt”).

2.4.1. Exposiciénal péptido AB1.42 HiLyteTM Fluor
555

Para los estudios de fagocitosis se empled el péptido AB1-42 HiLyte™ Fluor 555
(AnaSpec, Fremont, California, EE.UU.), el cual emite fluorescencia a 555 nm, y por ello,
puede ser detectado en el interior celular con técnicas que permitan la cuantificacién de
fluorescencia, como es el caso de la citometria de flujo. El protocolo seguido fue una
adaptacion de Pul y cols. (Pul et al., 2013). Los tratamientos se realizaron por duplicado
(dos pocillos por condicion), y se realizaron 4 experimentos en total. Las células fueron
sembradas a una densidad de 2 x 10° células por pocillo, en placas de 24 pocillos
(Sarstedt). Dos dias tras el sembrado, se aplicé 30 minutos de pre-tratamiento con 10
UM de citocalasina D (inhibidor de la polimerizacion de filamentos de actina -Sigma-
Aldrich-) o con vehiculo (DMSO, PanReac AppliChem), en medio sin suero. Para el
calibrado del citometro de flujo (MACSQuant, Miltenyi Biotec, Madrid, Espafa), se
reservaron unos pocillos con células mantenidas en medio sin suero. Pasado el tiempo
de incubacion, se afadié 0,5 uM de ABi-42- HiLyte™ Fluor 555 a los pocillos tratados
previamente con citocalasina D o con vehiculo, y se mantuvieron en el incubador
durante 4 horas. Trascurrido este tiempo, las células fueron lavadas con PBS 1X, se
tripsinizaron, y se centrifugaron a 1200 rpm (MiniSpin®, Eppendorf) durante 5 min.
Después, tras descartar el sobrenadante, las células se resuspendieron en 400 pL de
PBS 1X a 4° C, y se analizaron en el citbmetro de flujo (MACSQuant, Miltenyi Biotec).

2.5. Exposicion alas citoquinas IL-18 y TNFa

Para el estudio de la actividad de los HC bajo exposicion a las citoquinas pro-
inflamatorias IL-1B y TNFa, se sembraron 2 x 10° células en placas de 24 pocillos, con
cubreobjetos de vidrio de 12 mm de diametro. Se realizaron tres experimentos, en los
gue cada condicion experimental se realizd por triplicado. Pasados 3 dias tras la
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siembra, se trataron durante 24 horas con el cActel de citoquinas IL-18 y TNFa (10ng/ml
de cada una -Sigma-Aldrich-), o con vehiculo (Froger et al., 2009), en medio sin suero.
Pasadas 24 horas de incubacion, se estudio la actividad de los hemicanales mediante
la captacion de BrEt (descripcién metodoldgica en el apartado 2.6 “cuantificacion de la

actividad de hemicanales: captacion de BrEt”).

2.6. Cuantificacion de la actividad de

hemicanales: captacion de BrEt

El BrEt es un fluoréforo catiénico capaz de penetrar en la célula e intercalarse entre
las dos hebras del ADN, dando lugar a la emisién de fluorescencia en el espectro rojo
cuando se observa a las longitudes de onda de excitacion/ emision correspondientes.
Su bajo peso molecular le hace posible traspasar la membrana celular a través de los
hemicanales de membrana, lo que le convierte en un candidato idoneo para el estudio
de la apertura de estos.

Para cuantificar la internalizacion de BrEt a través de los HC, una vez realizados los
tratamientos correspondientes, se aplicé a cada pocillo 4 uM de BrEt durante 10 minutos
a 37° C. Pasado este tiempo, se hicieron 3 lavados con Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS, en mM: 137 NaCl, 5,4 KCI, 0,34 Na2HPOs4, 0,44 KH2PO4, 1,2 CaClz, pH 7,4), y
se montaron los cubreobjetos con Fluoromount-G™ + DAPI (Thermo Fisher Scientific).

Para la tomade imagenes, se empled la cAmaraDXM1200F acoplada al microscopio
de fluorescencia Nikon 90i (Nikon). Se utilizo el filtro G-2A (Ex 510-560/Em 590) para
observar y tomar imagenes de la fluorescencia emitida por el BrEt, mientras que, para
el DAPI, se utilizé el filtro UV-2A (Ex 330-380/Em 420). El software empleado para la
adquisicion de imagenes fue el ACT-1 (Nikon), mientras que para el analisis se utilizo el
denominado Wolfram Mathematica, mediante el cual se obtuvo, entre otros datos, la
intensidad de fluorescencia total (IFT) por célula. Para conocer una descripcién mas
detallada del calculo de la IFT, asi como del calculo del nUmero de células total, leer el
Anexo |l

70



2.7. Extraccién y cuantificacion de la proteina

Cx43 en membrana plasmatica

Para profundizar en la caracterizacion de las bases moleculares de la actividad de
los HC, se llevo a cabo el aislamiento de proteina de la membrana plasmatica, para
después poder cuantificar especificamente la proteina Cx43 mediante Western Blot
(WB). El aislamiento se basoé en la union de la sulfo-NHS-SS-biotina (Pierce Premium
Grade Sulfo-NHS-SS-Biotin, Thermo Scientific), con las e-aminas de los residuos de
lisina, y las a-aminas presentes en los N-terminales de los péptidos. En un ambiente
alcalino, las aminas reaccionan con el éster NHS, provocando que la biotina quede unida
a la amina del péptido, y que el éster NHS se libere como subproducto. Después, con la
ayuda de la neutravidina (NeutrAvidin Biotin-Binding Protein, Thermo Scientific), se
forma el complejo proteina-biotina-avidina, facilmente aislable mediante centrifugacion.

Las células fueron sembradas en placas petri de 100 mm de didmetro (Sarstedt), a
una densidad de 4 x 10° células/placa, y empleando medio completo. A los 3 dias, se
les cambi6 el medio por medio sin suero, y se las mantuvo en el incubador durante 24
horas. Cumplido este tiempo, las células fueron lavadas 3 veces con tampédn HBSS frio
a pH 8, e incubadas con sulfo-NHS-SS-biotin a 0,5mg/ml, durante 30 minutos, y a 4°C.
Después, se realizaron 3 lavados con PBS 1X frio mas 15 mM de glicina a pH 8, para
bloguear la biotina no unida, y a continuacion, se afadid neutravidina en exceso a
1mg/ml, en PBS 1X suplementado con inhibidor de proteasas al 1X (Roche Diagnostics,
Basilea, Suiza). Con este tampdn afiadido, se levantaron las células con raspadores
celulares (Sarstedt), se recogieron en tubos eppendorf y se incubaron a 4° C durante 1
hora. Después, se afadié tampoén de lavado a cada tubo (PBS 1X, pH 7,2 més 0,1%
SDS y 1% Nonidet P-40) y se centrifugaron 3 minutos a 17.000x g a 4° C (Heraeus
Fresco 17 Centrifuge, Thermo Scientific). Tras desechar el sobrenadante, el pellet se
resuspendié en PBS 1X, pH 2,8 méas 0,1 M de glicina, para liberar las proteinas de la
biotina-avidina, y los tubos se centrifugaron de nuevo 3 minutos a 17.000x g, 4° C. Tras
pasar el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf, se neutralizé inmediatamente su pH
con Tris 1M pH 7,5y se guardd a -80° C.

La cuantificacion de proteinas se realiz6 mediante el ensayo colorimétrico con BCA
(Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, Rockford, lllinois, EE.UU.). 1
Hg de cada muestra se mezclé con tampoén de carga al 1X (laemmli 8X: 520 mM Tris-
HCI pH 6,8, 16% de SDS, 40% de glicerol, 0,8% de azul de bromofenol, 8% de B-
mercaptoetanol) y se desnaturalizé a 95° C durante 5 minutos.
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Las muestras se corrieron en un gel SDS-PAGE de 1,5 mm de grosor, al 8% de
acrilamida-bisacrilamida, y, una vez separadas las proteinas, se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa. Después, la membrana se tifié con rojo ponceau (Fagron,
Réterdam, Paises Bajos), para comprobar que las proteinas se transfirieron
correctamente, y para utilizarse como control de carga. Tras destefiir la membrana con
TBS-Tween 20 (TBS-T: 20mM Tris-HCI pH 7,5, 0,5M NaCl, 0,1% Tween 20), se bloque6
1 hora con leche desnatada en polvo (Sigma-Aldrich) al 5% en TBS-T, y a continuacion,
se incubd con el anticuerpo a-conexina 43/ GJA 1 (Abcam, Cambridge, Reino Unido).
Las condiciones fueron: una dilucion de 1:8000 del anticuerpo en leche al 5% en TBS-
T, a 4°C durante toda la noche. Posteriormente, la membrana se lavé 3 veces con TBS-
T, y se incubé con el anticuerpo secundario a-rabbit IgG-HRP (CST, Danvers,
Massachusetts, EE.UU.) a una dilucion de 1:5000, en leche al 5% en TBS-T, durante 1
hora a TA. Finalmente, tras 3 lavados con TBS-T y un lavado con TBS 1X, la membrana
se incubé con Western Lightning Plus-ECL (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts,
EE.UU.) durante un minuto, y se tomaron imagenes de quimioluminiscencia para su
posterior andlisis (ChemiDoc™ Imaging System, Bio-Rad). Las diferencias de intensidad
de banda se analizaron por densitometria (ImageJ, NIH, Bethesda, Maryland, EE.UU.),
y los valores obtenidos se normalizaron a la sefial de proteina total, cuantificada en la
imagen de la membranatefiida con rojo ponceau.

2.8. Extraccion de ARN y RT-gPCR

Para la obtencion de ARN a partir de cultivos celulares, se empleo el MasterPure™
Complete DNA and RNA Purification Kit (Epicentre, Madison, Wisconsin, EE.UU.), de
acuerdo con las indicaciones del proveedor, aunque con modificaciones. Las muestras
de ARN recuperado se resuspendieron en 15 ul de H204 pre-tratada con pirocarbonato
de dietilo (DEPC -Sigma-Aldrich-) y posteriormente autoclavada, y se conservaron
finalmente a -80° C.

La calidad del ARN se comprobé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%,
en Tris-Acetato EDTA (TAE) 1X (TAE 50X, PanReac AppliChem), empleando el
colorante de &cidos nucleicos GelRed (Biotium, Hayward, California, EE.UU.). Para
conocer la concentracion del ARN obtenido se realizé la lectura de la absorbancia a 260/
280 nm en un nanodrop (SimpliNano™, biochrom).

La retrotranscripcionse realizé a partir de 1 ug de ARN mediante el Transcriptor First
Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics). Las qPCRs se realizaron en el
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termociclador LightCycler® 480 Instrument || (Roche Diagnostics), y los kits de reaccion
gue se utilizaron fueron los de LightCycler® TagMan® Master (Roche Diagnostics) y
Quantimix Easy Probes Kit (Biotools). Los genes analizados fueron los siguientes:
Rn18s (ARN ribosémico 18S, empleado como control interno para la normalizacién de
los datos durante el andlisis), ll1b, 110, ll1rl (receptor de IL-1B), I1rn (antagonista del
receptor IL-1R-1), lllrap (proteina accesoria de IL-1R-1), Tnf y COX2. Se emplearon
placas de 96 pocillos, lo que permitié analizar cada muestra por duplicado en la misma
gPCR, asi como la introduccion de un control positivo (que expresaba todos los genes
analizados), y un control negativo (pocillos sin ADNc). Para la amplificacion de todos
ellos se emplearon 2 pul muestra por pocillo de reaccion, salvo en el caso de la citoquina
IL-10, que se emplearon 4 pl.

En la tabla 2 se detallan los genes analizados, los primers y sondas empleados, y

Sus respectivas secuencias:

‘GENES PRODUCTO PRIMERS/ SECUENCIAS/REFERENCIAS ENSAYOS

SONDAS PREDISENADOS
Rn18s | ARNr 18S Directo AAATCAGTTATGGTTCCTTTGGTC
Reverso GCTCTAGAATTACCACAGTTATCCAA
Sonda #55 | Universal ProbelLibrary (Roche Diagnostics)
11b IL-1B - Mm.PT.58.42962427 (IDT®, Coralville, lowa,
EE.UU.)
1110 IL-10 - Mm.PT.58.13531087 (IDT®)
1rl IL-1R-1 - RealTime ready Single Assay #312175
(Roche Diagnostics)
[11rn IL-1RN - RealTime ready Single Assay #318527
(Roche Diagnostics)
[l1rap IL-1RACP - RealTime ready Single Assay #314358
(Roche Diagnostics)
Tnf TNFa Directo GCCTATGTCTCAGCCTCTTCTCATT
Reverso CCACTTGGTGGTTTGCTACGA
Sonda /56-
FAM/ICCATAGAAC/ZENITGATGAGAGGGA
GGCCATTT/3IABKFQ/
COX2 | COX2 Directo TGACCCACTTCAAGGGAGTCT
Reverso CTGTCAATCAAATATGATCTGGATGTC
Sonda /56-
FAM/AACAACATC/ZEN/ICCCTTCCTGCGAA
GTT/3IABKFQ/

Tabla 2: Listado de genes analizados por gPCR. Se indica el nombre del gen, el nombre del producto codificado por el
gen (ARN ribosomico o proteina), y la secuencia de los primers, sonda, o la referencia del kit comercial predisefiado de
primers-sonda, segun corresponda.

Los valores de ciclo umbral Ct se calcularon aplicando el método de analisis de
Cuantificacion por la Segunda Derivada Maxima, con el software LightCycler, version
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1.5 (Roche Diagnostics), y después, se analizaron mediante el método 222¢, Los
valores RQ (cuantificacion relativa), obtenidos como resultado final de la cuantificacion
relativa por el método mencionado, son los empleados para el andlisis estadistico.

2.9. Cuantificacion de AEA: espectrometria de
masas (LC-MS/MS)

La espectrometria de masas es unatécnica que permite la deteccion y cuantificacion
de moléculas previamente ionizadas en base a su relacion masa/carga. No obstante,
para ayudar en el proceso de separacion de las diversas moléculas que se encuentran
en una muestra biolégica, el espectrometro suele ir acoplado a un equipo
cromatografico, a través del cual se separan dichas moléculas, y segun eluyen, se
inyectan en el espectrometro.

Para la extraccion de la AEA, las muestras (tanto los sobrenadantes como las
células, N=9 en cada caso) se dejaron descongelar en hielo. A continuacion, se les
afadi6 1ul del estandar interno araquidonoil etanolamina-d8 (AEA-d8, Cayman
Chemical, Ann Arbor, Michigan, EE.UU.), por lo que la concentracion final de AEA-d8
fue de 10 pg/ul en células, y 1 pg/ul en medios. Después, se llevd a cabo la extraccion
de ECs en CIsCH: tampon formiato (0.026 M a pH 2.6) en una relacion de 2:1, tanto en
el pellet celular como en los medios, un total de dos veces. Tras la extraccion, el medio
organico se llevo a sequedad en el SpeedVac (Thermo Scientific) a una temperatura de
60°. Finalmente, las muestras se reconstituyeron en 50 pyl de metanol para ser
analizadas por LC-MS/MS, y en cada inyeccién se emplearon 5 pl.

Las muestras se analizaron mediante un sistemalLC-MS/MS UPLC H class (Waters,
Milford, Massachusetts, EE.UU.) acoplado a un espectrometro de masas QTrap 4500
(Sciex, Framingham, Massachisetts, EE.UU.). Tras la obtenciébn de los picos
correspondientes a la AEA presente en la muestra, las muestras fueron integradas
mediante el software MultiQuant (Sciex), y normalizadas al area de AEA-d8. La
concentracion se calculé mediante calibracion por regresion lineal y se normalizé con la

concentracion de proteina total.

Para conocer la descripcion detallada del procedimiento de analisis y cuantificacion,
leer Anexo lIl.
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2.10. Estudio de la actividad fagocitica de la glia

in vitro: citometria de flujo

Para conocer la actividad fagocitica de la glia primaria, se empleé el péptido AB1-42
HiLyte™ Fluor 555 (AnaSpec), puesto que hacia posible relacionar directamente la
cantidad de fluorescencia detectada con la cantidad de péptido fagocitado. Las células
en suspension (previamente expuestas al péptido AB1-42 HiLyte™ Fluor 555) se pasaron
por el citbmetro de flujo (MACSQuant, Miltenyi Biotec). La deteccion del péptido
fluorescente se llevd a cabo a través canal B2 (PE, MACSQuant, Miltenyi Biotec), y
posteriormente, la sefial fluorescente se analiz6 con el software MACS Quantify (Miltenyi
Biotec). Dicha sefial se corrigi6 mediante la aproximacion denominada Flourescence
minus one (FMO), que consiste en usar muestras control marcadas con todos los
marcadores o compuestos a analizar menos uno, con el objeto de detectar el rango de
fluorescencia de dicho marcador o colorante en las muestras experimentales. En este
caso, puesto que solo teniamos un marcaje a detectar (fluorescencia del AB), las
muestras se corrigieron con respecto al control negativo (células sin exponer al péptido
AB1-42 HiLyte™ Fluor 555). El debris y los agregados celulares se excluyeron del andlisis
en base a los parametros de tamafio y complejidad (Forward scatter y side scatter,
respectivamente), y por cada muestra, se analizaron aproximadamente 10.000
singletes.

3. METODOLOGIA IN VIVO

3.1. Edad, genotipo, nimero de animales

Los experimentos se realizaron con ratones WT, FAAH”:, 5xFAD y 5xFAD/FAAH"'-
de 6-7 meses de edad, ya que es a partir de entonces cuando se detectan déficits
cognitivos en los ratones 5xFAD (Oakley et al., 2006). EI nimero de animales por grupo
varia segun el procedimiento experimental, siendo de 11-16 para la prueba de memoria
espacial, 6-9 para la PCR en tiempo real (QPCR), de 5 para los experimentos de
Enzyme-Linked ImmunSorbent Assay (ELISA) y de citometria de flujo, y de 3-4 para las
inmunotinciones de placas neuriticas.
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3.2. Protocolo del tratamiento farmacoldégico

con minociclina

La minociclina es una tetraciclina de segunda generacioén a la que recientemente se
le atribuyen efectos biolégicos independientes de su actividad antibiética, como los de
caracter neuroprotector, ya que inhibe la activacion microglial, y en particular, la
activacion de la IL-1B (Garrido-Mesa et al., 2013). El fundamento de este paradigma
experimental es que la reduccion de la respuesta inflamatoria en los ratones
5XxFAD/FAAH"-, (lo que incluye la disminucion de IL-1B), provocara el empeoramiento a
nivel cognitivo y patolégico de estos animales, al sucederse un aumento de AB soluble
y de placas neuriticas, a la vez que una pérdida de memoria espacial cuantificada
mediante la prueba del Laberinto acuatico de Morris (Morris Water Maze, MW M).

Los experimentos in vivose realizaron con ratones de los cuatro genotipos descritos,
distribuidos de la siguiente manera (tabla 3):

VEHICULO (VEH) MINOCICLINA (MINO)
WT WT
FAAH/ FAAH/
5xFAD 5xFAD
5xFAD/FAAH" 5xFAD/FAAH"

Tabla 3: Clasificacion de los grupos experimentales empleados para el tratamiento con minociclina 10mg/kg.

La solucion de minociclina (hidrocloruro de minociclina, Sigma-Aldrich) se obtuvo
tras su reconstitucion en NaCl al 0,9%, a una concentracion de 1,5 mg/ml. Después, se
ajusto el valor de pH a 7,4, y se almacend a -80° C hasta su uso.

El protocolo experimental consistio en la administracion de una dosis diaria, bien del
vehiculo o del farmaco, mediante inyeccién intraperitoneal (i.p.) durante 12 dias
consecutivos (figura 23). Los ratones tratados con minociclina recibieron una dosis de
10mg/kg, que equivalia a 200 pl de solucion por cada 30 g de peso del animal.
Paralelamente, los ratones del grupo vehiculo recibieron el volumen equivalente de NaCl
al 0,9% correspondiente a su peso. Los animales eran pesados a diario previamente a
la administracion de la dosis, para poder calcular el volumen correcto de vehiculo o
minociclina a administrar, asi como para detectar pérdidas de peso a consecuencia de
la posible toxicidad del tratamiento.
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Figura 23: Esquema gréfico del protocolo de administracién de tratamiento farmacoldgico.

3.3. Prueba de memoria espacial: Laberinto
acuatico de Morris (MWM)

Trascurridos los 7 primeros dias de tratamiento, se comenz6 la prueba del MW M, el
cual se completa durante 4 dias consecutivos (es decir, desde el dia 8 hasta el dia 11
de tratamiento, ambos incluidos). EI MWM es definido por Charles V. Vorhees y Michael
T. Williams (Vorhees & Williams, 2006) como una prueba de aprendizaje espacial para
roedores, basada en la existencia de pistas visuales alrededor de un tanque, mediante
las cuales el roedor se orienta para nadar en su superficie abierta, donde existe una
plataforma de “escape”, sumergida e invisible para el animal (figura 25 imagen B). La
prueba comienza dejando el animal sobre el agua, de cara a la pared de la piscina,
desde la posicion 1 del ensayo en cuestion. Se le deja nadar durante un minuto para
permitirle que encuentre la plataforma sumergida, localizada siempre en el mismo
cuadrante durante los 4 dias de prueba. Sila encuentra durante ese minuto, se toma el
tiempo de llegada — “tiempo de latencia” —, y se le deja descansar un minuto sobre la
plataforma, mientras que, si no la encuentra durante el minuto de ensayo, se le coloca
sobre la plataforma para que descanse y se oriente durante un minuto. Una vez
cumplido el minuto sobre la plataforma, se procede conel resto de ensayos, de la misma
manera, y de forma consecutiva, hasta un total de 4 por raton y por dia, cada uno
comenzéandose desde las posiciones 2, 3 y 4, respectivamente, y cumpliendo con los
mismos tiempos de examen y descanso (figura 24).

Los dias 2, 3y 4 de MWM proceden de igual manera que el dia 1 descrito, salvo por
algunas diferencias:

> Cada dia se comienzaen una posicion 1 diferente. Es decir, en el dia 2,

la posicion 1 es la posicion 2 establecida el dia 1. En el dia 3, la posicion 1 es la 3
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del dia 1, y en el dia 4, la posicion 1 es la 4 del dia 1. El resto de posiciones rotan
ordenadamente en sentido de las agujas del reloj con respecto a la que se tiene
como primera el dia en cuestion (figura 24).

> Los tiempos de descanso en la plataforma, que se dan entre ensayo y
ensayo, se reducen a 15 segundos.

Plataforma
de “escape”

P4

P2

Figura 24: Representacion grafica de piscina MWM vista desde arriba, donde se indica la posicion 1 (P1), y rotacion del
resto de posiciones, en el sentido de las flechas, cada dia de prueba. P1, P2, P3, P4: Posicion 1, 2, 3, 4, respectivamente.
C1, C2, C3, C4: Cuadrante 1, 2, 3, 4, respectivamente.

Cabe destacar que los animales deben ser acostumbrados previamente al
investigador que vaya a realizarles la prueba de memoria, puesto que, de lo contrario,
pueden introducirse variaciones relacionadas con el estrés, que alteren los resultados
de la prueba. En este caso particular, se aprovechd la manipulacién de los animales
durante la aplicacién del tratamiento i.p. para acostumbrarles al contacto con el
experimentador.

La prueba de MWM se llevé a cabo en una piscina circular (120 cm de diametro y
20 cm de altura, imagen A figura 25). Las cuatro condiciones ambientales controladas y
estabilizadas durante los 4 dias que duré la prueba son: la temperatura del agua (19-21
°C), su opacidad (conseguida mediante tincion con pintura de dedos blanca para nifios),
el nivel del agua (9,5 cm), y la intensidad de luz. La prueba siempre se realiz6 en la
franja horaria de 9:00-13:00, fase “de suefio” respecto al ritmo circadiano de los ratones.
Todos los datos de cada ensayo fueron recogidos y procesados mediante el software
Smart 3.0 (Panlab, Barcelona, Espafia). Se tomé el tiempo de latencia como dato para
el estudio de la memoria espacial.
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Materiales y Métodos

A Cémara
web

Pistas visuales

v

120 cm

Figura 25 A: Dibujo esqueméatico de la piscina MWM, presentando sus medidas y la posicion de las pistasy la camara
w eb. B: Imagen real piscina MWM. En ella, se destaca con un circulo negro la presencia de la plataforma de “escape’
sumergida.

3.4. Recoleccion y procesamiento de muestras

A dia 12 de tratamiento, pasadas dos horas tras haber recibido la dltima dosis del
tratamiento, los animales fueron sacrificados mediante dislocacion cervical seguida de
decapitacion. Se extrajeron los cerebros, y cada uno de ellos fue separado en dos
hemisferios. Uno de los hemisferios se fij6 en formaldehido al 4% (PanReac
AppliChem), se deshidraté y se incluy6 en parafina, mientras que el otro, se congelé en
isopentano (PanReac AppliChem) y se guardo a -80° C.

3.5. Extraccion de ARN y RT-qPCR

Para la extraccion de ARN desde tejido, se partié de la corteza e hipocampo de los
hemisferios cerebrales conservados a -80° C, y se empled el reactivo de aislamiento
TriPure (Roche Diagnostics), segun las indicaciones del proveedor. Una vez obtenido el
ARN, se resuspendio en 23 pl de H-04-DEPC, y se almacend a -80° C hasta su uso. La
comprobacion de la calidad, cuantificacién de la concentracion de ARN, asi como la
retrotranscripciony las qPCRs se llevaron a cabo conforme a lo descrito en el apartado
2.8 de los Materiales y Métodos de estatesis.
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3.6. Cuantificacion del péptido ABi..2 y de la
proteina IL-1B: técnica ELISA

Mediante el empleo de la técnica ELISA se llevd a cabo la cuantificacion de AB1-42
total en muestras de corteza e hipocampo, asi como la cuantificacion de proteina IL-13
total en corteza.

Para la cuantificacion de ABi42, se parti6 de las cortezas de hemicerebros
conservados a -80° C, las cuales fueron homogeneizadas en 10 volimenes de tampoén
guanidina frio (5 M de guanidina-HCI / 50 mM Tris-HCI, pH 8.0) completado conun céctel
de inhibidores de proteasas (Roche Diagnostics). Después, se cuantifico la
concentracion de proteina mediante el ensayo colorimétrico con BCA (Pierce BCA
Protein Assay Kit). El test Human AB42 ELISA Kit (Invitrogen, Carlsbad, California,
EE.UU.) se utilizé segun las indicaciones del fabricante, empleando 1 pg de proteina.
La sefal colorimétrica resultante se leyé en un lector de placas (Tecan, Mannedorf,

Suiza) a 450 nm. La concentracion de AB1-42 se calculé mediante interpolacién respecto
a una recta patron.

En cuanto a la cuantificacion de la proteina IL-1B, las cortezas mantenidas a -80° C
se homogeneizaron en tampén de lisis frio [25 mM Hepes (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1%
(volivol) IGEPAL CA-630, 10 mM MgClz, 1 mM EDTA 'Yy 2% (vol/vol) glicerol] completado
con un coctel de inhibidores de proteasas (Roche Diagnostics). A continuacion, las
muestras se centrifugaron a 14.000x g durante 15 minutos a 4° C (Heraeus Fresco 17
Centrifuge, Thermo Scientific), y, posteriormente, se cuantificé la concentracién de
proteinas de cada muestra mediante ensayo de BCA (Pierce BCA Protein Assay Kit). El
ELISA empleado fue el de RayBio® Mouse IL-1 beta (RayBiotech, Peachtree Corners,
Georgia, EE.UU.), y el procedimiento seguido fue el que indicaba el fabricante, partiendo
de 100 pg de proteina. Finalmente, la sefial colorimétrica se leyé a 450 nm en el lector

de placas (Tecan), y las concentraciones fueron interpoladas a partir de una recta
patrén.

3.7. Cuantificacion de placas neuriticas:

tincion con methoxy X04

El methoxy X04 (Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido) es un colorante azul

fluorescente que se caracteriza por tener la capacidad de unirse especificamente a los
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depdsitos de laminas B que existen en los nucleos de las placas neuriticas. Es una
herramienta muy util para el estudio de placas in vivo, ya que puede cruzar la barrera
hematoencefalica y unirse a ellas.

Para el andlisis y cuantificacion de la deposicion de AB1-42 en tejido cerebral, se partio
de los hemisferios fijados e incluidos en parafina, los cuales fueron cortados de forma
seriada en lonchas de 4 uym de grosor, y recogidos en portaobjetos tratados con
Vectabond (Vector Laboratories, Burlingame, California, EE.UU.). Posteriormente, se
realizaron tinciones de hematoxilina-eosina en secciones aleatorias, que sirvieron para
seleccionar aquellas del mismonivel de corte para cada una de las muestras a emplear.
Tras dicha seleccidn, las secciones de tejido se desparafinaron durante toda la noche
en una estufa a 60° C, y al dia siguiente se rehidrataron en diferentes alcoholes de
gradacion descendiente hasta sumergirlos en H204. Después, se equilibraron en tampoén
PBS 1X, y se incubaron con 100 uM de methoxy X04 (Tocris Bioscience) en etanol al
40%, durante 10 minutos, y en oscuridad. Posteriormente, se lavaron los tejidos
abundantemente por inmersién en agua corriente, y se pasé a contrastar la tincién con
una solucion del 0,2% de NaOH en etanol al 80%, durante 4 minutos, en oscuridad.
Finalmente, los tejidos se lavaron abundantemente en agua corriente, y se montaron en
medio acuoso (Faramount, Dako, Santa Clara, California, EE.UU.).

Para la adquisicion de imagenes se empled la camara DXM1200F acoplada a un
microscopio de fluorescencia Nikon 90i (Nikon), utilizando el filtro UV-2A (Ex 330-
380/Em 420). La cuantificacion se realizé con el software ImageJ (NIH), transformando
las imagenes a escala de grises de 8 bits, y después, se delimité el area de interés ROI
(Region Of Interest) a estudiar, empleando la herramienta de seleccién poligonal. A
continuacion, se establecié un valor umbral que resaltara las placas neuriticas con
respecto al fondo inespecifico del tejido de la forma mas fiel posible, y, finalmente, se
cuantifico el area ocupada por la sefial positiva correspondiente a las placas, la cual se
relativizo al area de la region cerebral en cuestion.

3.8. Estudio del fenotipo microglial y de la
fagocitosis: citometria de flujo
La caracterizacion de la actividad fagocitica en microglia aislada de cerebros de

ratbn comenzo con la inyeccion i.p. de 10mg/kg de methoxy X04 (Tocris Bioscience) a
ratones 5xFAD y 5xFAD/FAAH-. Pasadas 24 horas de la administracion del colorante,
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los animales se sacrificaron y se extrajeron lo cerebros. Uno de los hemicerebros se
disgregd empleando un bisturi, y se digiri6 con tripsina-EDTA 170.000 U/l (Lonza).
Después, la suspension obtenida se homogeneiz6 mecanicamente mediante
resuspensiones con micropipeta p1000, y a continuacion, se paso6 por una aguja de 23G,
y seguidamente, por un filtro con un tamafo de poro de 70 um. Posteriormente, se
lisaron los eritrocitos de la suspension con el tampén de lisis compuesto de 8,26g/l de
NH:Cl, 1g/l de KHCOs,y 0,037g/l de EDTA, pH 7,35, a lo que le siguio el aislamiento de
las células microgliales mediante un gradiente de densidad con percoll (Fisher
Scientific). Una vez recogido el halo de células, se lavaron con PBS 1X y se incubaron
con solucion de bloqueo (0,3% BSA en PBS 1X) durante 15 minutos, para proceder
seguidamente con la incubacion con los anticuerpos CD11b-PE y CD45-APC (Miltenyi
Biotec) durante 30 minutos. Finalmente, tras el lavado de las células, se pasaron por el
citometro de flujo (MACSQuant, Miltenyi Biotec). La fluorescencia del methoxy X04 se
recogio a través del canal V1 (Vioblue, Miltenyi Biotec) y se analizé con el software
MACS Quantify (Miltenyi Biotec). Se empleé microglia (poblacion de células CD11b*
CD45") aislada de un ratén WT pre-tratado con methoxy X04 para determinar el valor
umbral de fluorescencia del compuesto para células que no hubieran fagocitado AB, asi
como microglia WT no tratada con methoxy X04 para determinar la fluorescencia
inespecffica.

Para la caracterizacion del fenotipo microglial se requiere llevar a cabo el aislamiento
de la microglia de manera algo diferente. En este caso, se partié6 de hemicerebros en
fresco de los cuatro genotipos de trabajo: WT, FAAH”-, 5xFAD, y 5XFAD/FAAH’-. Estos
se disgregaron, se digirieron con tripsina y se homogeneizaron mecanicamente, de
manera que la suspension obtenida se pas6 por un filtro de 70 um, tal y como se ha
descrito previamente para el protocolo de cuantificacion de actividad fagocitica
microglial. Sin embargo, para la caracterizacion del fenotipo M1/M2, la suspension de
células recogida se incub6 seguidamente con microesferas recubiertas con el
anticuerpo CD11b (MicroBeads, Miltenyi Biotec), y se hicieron pasar por una columna
de seleccion activada magnéticamente (Magnetic-activated cell sorting — MACS -), para
separar las células CD11b positivas de las negativas (Miltenyi Biotec). Las células
CD11b positivas recuperadas se incubaron con los anticuerpos CD11b-PE, CD45-
APCvio770 (Miltenyi Biotec), CD16/32-PerCP-Cy5.5y CD206-APC (Invitrogen). Tras 30
minutos de incubacion, las muestras se pasaron directamente por el citbmetro de flujo
(MACSQuant, Miltenyi Biotec) y se analizaron con el software MACS Quantify (Miltenyi
Biotec). Para el analisis, se utilizé6 una muestra de células no enriquecidas ni pasadas

por las columnas MACS, en vez de esferas comerciales, para tener en cuenta la
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autofluorescencia de las células mieloides. Tras la seleccion de la poblacion microglial
(células CD11b* CD45), la polarizacion de dicha poblacion se determiné mediante la
deteccion del marcador de fenotipo M1 (CD16/32) y el de M2 (CD206).

Para ajustar los valores de compensacion de la fluorescencia y el voltaje, en todos
los casos se emplearon controles negativos para cada anticuerpo 0 compuesto
empleado (methoxy X04). La correccién de fluorescencias aplicada fue la denominada
FMO (ver apartado 2.10). Tanto el debris como los agregados celulares se excluyeron
del andlisis en base a los pardmetros de Forward scatter y side scatter, mientras que las
células microgliales se identificaron por fluorescencia acoplada a los anticuerpos
empleados. Por cada muestra se analizaron aproximadamente 10.000 singletes, que en
el caso de la microglia in vivo, debian ser positivos para CD11b.

4. ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism version 6.0.
Todos los resultados se presentan como la media * error estandar de la media (standard
error of mean-SEM-). En aquellos casos donde existieran dos variables de estudio, se
empleé el ANOVA bifactorial (Two-way ANOVA) con comparaciones multiples,
aplicando un post-hoc de Sidak. En aquellos donde solo se dieran comparaciones entre
dos grupos experimentales, y una Unica variable, se empleé el t test paramétrico con
correccion de Welch. La significacion estadistica se establecié en un valor de p<0,05.
En cada gréfica de resultados se detallara el estudio estadistico empleado en el pie de
figura.
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1. APROXIMACION EXPERIMENTAL IN VITRO

Basandonos en la observacion de que la enzima FAAH se sobre-expresa de forma
selectiva en astrocitos en la EA (Benito et al., 2003), el estudio de la inactivacion
genética de FAAH en el contexto de la EA comenzo con el andlisis de la respuesta
inflamatoria, desarrollada por astrocitos primarios, tras la exposicion al péptido ABi-42.
Los resultados obtenidos mostraron una respuesta inflamatoria exacerbada de los
astrocitos FAAH"- ante dicho estimulo, en contraposicién a los astrocitos WT (Benito et
al., 2012). Hemos querido profundizar mas en el fenotipo resultante de la inhibicion
genética de la FAAH en glia primaria, y para ello, estudiamos el perfil de expresion de
genes pro-inflamatorios y componentes de la cascada de sefializaciéon de IL-18.
Ademas, comprobamos si la exposicién a AR daba lugar a cambios en los niveles de
expresion en dichos genes, asi como en la actividad HC y en los niveles de AEA vy,
finalmente, también analizamos las propiedades fagociticas de la glia FAAH".

1.1. Caracterizacion de los cultivos primarios

En primer lugar, llevamos a cabo la cuantificacién del nimero de células de microglia
y astrocitos existentes en nuestros cultivos. Para ello, empleamos técnicas de
inmunocitoquimica, que consistieron en el marcaje con Ibal (para la deteccion de
microglia) y con GFAP (para detectar astrocitos). También realizamos una tincion final
con DAPI, para poder identificar las células como unidad, tras la co-localizacion de los
nucleos con el marcaje correspondiente. Después de cuantificar cada tipo celular
mediante analisis de imagen, se calcularon los porcentajes de cada poblacion respecto
del namero total de células. La cuantificacion se llevé a cabo empleando 6 lotes de

células seleccionados aleatoriamente.

El andlisis de las imagenes y posterior recuento celular revelé que nuestros cultivos
tenian, aproximadamente, un 80% de astrocitos, mientras que el resto (un 20% aprox.)
era microglia (figura 26). Por tanto, confirmamos que la proporcién se encuentra en el
rango descrito como el existente en el cerebro (Garman, 2011), y que pueden

considerarse co-cultivos de glia primaria (de astrocitos y microglia).

87



Resultados

Figura 26: Im &genes representativas de co-cultivos de astrocitos y microglia: GFAP(rojo), bal (verde), DAPI(azul).
Fotos obtenidas de 4 lotes de células aleatorios. Barra de escalado: 300 pm.

1.2. Expresion de los componentes de la
cascada de seializacion de IL-18 y otras

citoquinas

Para profundizar en la caracterizacion del perfil inflamatorio in vitro comenzada por
nuestro grupo (Benito et al., 2012), en el que la citoquina IL-1p destacé por suaumento
mas temprano con respecto a otras citoquinas analizadas, cuantificamos la expresion
de algunos componentes de la familia IL-1 en cultivos de glia. Dichos componentes
fueron la citoquina IL-13, el receptor IL-1R-1, el antagonista del receptor (IL-1RN), y la
proteina accesoria del receptor (IL-1RAcP). A su vez, también analizamos otros
marcadores pro-inflamatorios, como TNFa y COX2, asi como el marcador anti-
inflamatorio IL-10. Estas cuantificaciones se hicieron tanto en condiciones basales,

como tras exposicion al péptido AR1-2.

Los resultados obtenidos trascurridas 8 horas de tratamiento muestran que en glia
FAAH'- se produce un aumento significativo de la expresion de los componentes de la

familia IL-1 analizados (figura 27) y de TNFa (grafica A figura 28), en condiciones
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basales. En el caso de COX2 (gréfica B figura 28), observamos que el aumento de
expresion que se produce no es significativo, mientras que en IL-10 no se observan
diferencias (grafica C figura 28). En conjunto, estos resultados parecen mostrar que en
glia FAAH' se encuentra en un estado basal de mayor actividad pro-inflamatoria que su
homologa WT.

Una vez que conocido el perfil inflamatorio del que partiamos, tanto de glia WT como
de FAAH', analizamos el efecto producido en dicho perfil en presencia del péptido AB:-
42. Tras 8 horas de exposicion al péptido, la cuantificacion de la expresion de los genes
de la familia IL-1 revelé que solo se producen cambios estadisticamente significativos

en el caso de la IL-1B, ya que se observa una bajada significativa de su expresion
(gréfica A figura 27).
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Figura 27: Representaciones gréficas de los niveles de ARNm en gliaWTy FAAH" tras 8horas de exposicién a
AB142. La presencia del péptido en el medio celular durante 8 horas solo provoca cambios en la expresiénde IL-18 en
glia FAAH' (A), puesto que se produce una reduccién de los niveles de ARNm con respecto a los niveles observados en
células expuestas avehiculo. u.a.: unidades arbitrarias. Valores relativizados a una muestra calibradora. A: IL-18, B: IL-
1R-1, C: IL-1RN y D: IL-1RAcP. N=9 por grupo (3 experimentos por triplicado). Representacion de la media + SEM. *p <
0,05. ANOVA bifactorial de comparaciones multiples, seguido de un post-test de Sidak.

En cuanto al analisis del resto de marcadores inflamatorios (TNFa e IL-10) no se
manifiestan cambios de expresion derivados de la exposicion al péptido AB durante 8

horas (figura 28). En el caso de COX2, los datos muestran que el péptido hace
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significativa la diferencia de expresion existentes entre la glia WT yla FAAH"-, derivadas
de la inactivacion genética de la enzima (grafica B figura 28).

En conjunto, estos resultados revelan que la exposicion a ABi-42 durante 8 horas
provoca un cambio en el perfil de expresion de IL-1B en glia FAAH-, que no viene
acompafado por el resto de genes estudiados, ni siquiera por TNFa. De manera que
todo parece indicar que existen mecanismos de regulacion de la traduccién
subyacentes, diferentes a su vez para IL-1B que para TNFa.
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Figura 28: Representaciones gréficas de los niveles de ARNm en gliaWTy FAAH" tras 8horas de exposicién a
AB142 Los niveles de expresiéon de TNFa (A) y COX2 (B) se mantienen elevados tras la exposicion a ABi42. En IL-10 (C)
no se dan diferencias de expresién debidas al tratamiento. u.a.: unidades arbitrarias. Valores relativizados a una muestra
calibradora. N=9 por grupo (3 experimentos por triplicado). Representacion de la media + SEM. *p < 0,05. ANOVA
bifactorial de comparaciones miltiples, seguido de un post-test de Sidak.

El analisis de los componentes de la familia IL-1 tras 24 horas de tratamiento con el
péptido AR muestra que no se producen cambios significativos, puesto que los niveles
de ARNmM se mantienen en valores muy similares a los controles (figura 29). No
obstante, comprobamos que la presencia del péptido durante este tiempo hace
significativa la diferencia de expresion de IL-1RN existentes entre la glia WTy FAAH",
debidas precisamente a la inactivacion genética de la enzima FAAH (gréafica C figura
29).
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Figura 29: Representaciones gréficas delos niveles de ARNm en gliaWTy FAAH™ tras 24 horas de exposiciéna
AB1.42. No se producen diferencias de expresion debida a la presencia del péptido AB142. Sin embargo, las diferencias de
ARNm de IL-1RN entre glia WT y FAAH" se acentdan hasta alcanzar significacién estadistica bajo tratamiento con el
péptido. u.a.: unidades arbitrarias. VValores relativizados a una muestra calibradora. N=9 por grupo (3 experimentos por
triplicado). Representacion de la media + SEM. *p < 0,05. ANOVA bifactorial de comparaciones multiples, seguido de un
post-test de Sidak.

En cuanto al resto de citoquinas estudiadas (TNFa, COX2 e IL-10), confirmamos que

en ninguna de ellas se producen cambios de expresion estadisticamente significativos
debida a la presencia del péptido durante 24 horas (figura 30).

En conjunto, el analisis de expresion de algunos componentes de la familia IL-1, asi
como de otros marcadores inflamatorios, revela que la inactivacion genética de FAAH
da lugar al establecimiento de un perfil de expresién pro-inflamatorio mas temprano en

la glia in vitro, el cual no se ve alterado por la presencia del péptido AB1-42, salvo en el
casode IL-18.
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Figura 30: Representaciones gréficas delos niveles de ARNm en gliaWTy FAAH™ tras 24 horas de exposiciéna
AB142. No se producen diferencias de expresion debida a la presencia del péptido AB1.42 durante 24 horas. u.a.: unidades
arbitrarias. Valores relativizados a una muestra calibradora. N=9 por grupo (3 experimentos por triplicado).
Representacion de la media + SEM. *p < 0,05. ANOVA bifactorial de comparaciones multiples, seguido de un post-test
de Sidak.

1.3. Estudio de los hemicanales de membrana

Tras conocer el perfil inflamatorio de la glia FAAH', quisimos profundizar en el
estudio de los HC de membrana de Cx43 en cuanto a surelevancia en la funcion glial.
Esto es debido a que en nuestro grupo describimos laimplicacion de este tipo de HC en
una respuestaglial mas rapida ante un dafio, derivada de la inhibicién genética de FAAH
(Vazquez, Tolon, Pazos, et al., 2015). Dicha implicacion consistia en un aumento de la
actividad de los HC de Cx43, la cual podia deberse a un aumento de la apertura de
estos, a un aumento de su presencia en membrana, 0 a ambos.

Para conocer la causa del aumento de la actividad de los HC de Cx43 en la glia
FAAH', asi como si dicha actividad era dependiente del estimulo nocivo que se
presentase, llevamos a cabo una serie de experimentos con los que pudimos responder
a dichos interrogantes. En primer lugar, procedimos a la cuantificacion, mediante WB,
de la proteina Cx43 presente en membrana plasmatica de glia WT y FAAH'.

Posteriormente, continuamos con los experimentos de exposicion de la glia al péptido
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AB1-42 durante 24 horas, para afiadir a continuacion el BrEt. Este compuesto, por ser
capaz de entrar en las células por los HC de membrana, y emitir fluorescencia una vez
dentro de ellas, se emplea como indicativo de la apertura (actividad) de los HC de
membrana (Retamal et al., 2007; Orellana et al., 2011; Giaume et al., 2013). Finalmente,
realizamos el mismo experimento que acabamos de mencionar, salvo por el hecho de
que en vez de exponer a las células al péptido AB1-42, fueron expuestas a un céctel de
citoquinas (IL-18 + TNFa) durante 24 horas, para conocer si la actividad hemicanal era
diferente segun el estimulo inflamatorio presente.

1.3.1. Cuantificaciéon de la proteina Cx43 en
membrana plasmatica.

Como comentabamos anteriormente, el aumento de la apertura de los HC de Cx43
gue observamos en astrocitos FAAH'- (Vazquez, Tolén, Pazos, et al., 2015) podia
deberse tanto a un aumento de la actividad, como al aumento de los HC presentes en
membrana plasmatica, como a ambos fenomenos. Por ello, y con el objetivo de
clarificarlo, llevamos a cabo la cuantificacién de Cx43 presente en membrana celular de
glia mediante WB.

El andlisis densitométrico de las bandas obtenidas, correspondientes a la proteina
Cx43, nos mostro que existe una mayor cantidad de dicha proteina en membrana de
glia FAAH", respectode la WT (figura 31).
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Figura 31: Cuantificacién de laintensidad de bandade Cx43 presente enmembranacelular de gliaWTy FAAH™
en condiciones basales. Existe una mayor presencia de proteina Cx43 en membrana plasmatica de glia FAAH"
respectode la WT. A:representacion grafica de la cuantificacion densitométrica de Cx43 por WB. Valores relativizados
a una muestra calibradora B: Imagen representativa de las bandas de Cx43 obtenidas por WB, asi como el control de
carga (tincion con Ponceau) u.a.: unidades arbitrarias. N=8 por grupo (4 experimentos por duplicado). Representacion
de la media £ SEM. *p < 0,05. t-test no emparejado seguido de la correccion de Welch.
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1.3.2. Cuantificacion de la actividad hemicanal
tras exposicional péptido AB1-42

Posteriormente, llevamos a cabo experimentos de exposicion de las células a
vehiculo o al ABi-42, durante 24 horas. Pasado el tiempo de exposicion, aplicamos el
BrEt para cuantificar la captaciéon de este compuesto mediante la intensidad de
fluorescencia que emite desde el interior celular. Por tanto, una mayor intensidad de

fluorescencia indica una mayor actividad hemicanal.

El andlisis de las imagenes de glia expuestas al péptido AB1-42 durante 24 horas
revela, primeramente, que la glia FAAH’ control (vehiculo) internaliza mas BrEt que la
correspondiente WT (gréfica A figura 32; imagenes B y Cfigura 32). Sin embargo, siendo
expuestas al péptido, en comparacion con su control vehiculo, no se detectan cambios
significativos en cuanto a la internalizacion del BrEt (grafica A figura 32; imagenes Dy
E figura 32). Estos datos sugieren que la inactivacion genética de FAAH influye en la
regulacién de la actividad hemicanal.
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Figura 32: Cuantificacion delaintensidad de fluorescenciatotal por célula(IFT)del BrEt internalizado através de
los HC de membranatras 24 horas de tratamiento con AB1.4,. A: Representacion gréfica de la cuantificacion de la IFT
del BrEt captado después de 24 horas de tratamiento. u.a.: unidades arbitrarias. Valores relativizados al grupo WT veh.
N=9 por grupo (3 experimentos por triplicado). Representacion de la media + SEM. *p < 0,05. ANOVA bifactorial de
comparaciones multiples, seguido de un post-test de Sidak. B: Imagen representativa de la fluorescencia del BrEt en glia
WT expuestaa veh 24 horas. C: Imagen representativa de la fluorescencia del BrEt en glia FAAH" expuestaa veh 24
horas. D: lgual que B, pero tras 24 horas exposicion a AB1.42, E: Igual que C, pero tras 24 horas exposicion a AB1.42. Barra
de escalado: 100 pym.
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1.3.3. Cuantificacion de la actividad hemicanal
tras exposicion alas citoquinas IL-1By TNFa

Una vez completados los experimentos dirigidos a la evaluacion de la actividad
hemicanal en glia WT y FAAH'" tras la exposicion a AB1-42, se quiso conocer si dicha
actividad era diferente en presencia de un estimulo distinto. Por ello, se llevé a cabo el
estudio de las diferencias de la actividad hemicanal entre genotipos, exponiendo a las
células durante 24 horas a un coctel de citoquinas pro-inflamatorias, conformado por la
IL-1B y TNFa.

El analisis de los resultados reveld que, de nuevo, reproducimos el aumento de la
internalizacion del BrEt en la glia FAAH"- respectoa la WT tras ser expuestas al vehiculo
(gréfica A figura 33; imagenes B y C figura 33). Sin embargo, en esta ocasion,
confirmamos un efecto del tratamiento pro-inflamatorio, pero solo en la glia FAAH'
(gréfica A figura 33; imagenes C y E figura 33). Concretamente, lo que observamos fue
gue la presencia de citoquinas durante 24 horas provoca una reduccion de la actividad
hemicanal en glia FAAH', mientras que en glia WT no se observa ninglin efecto (grafica
A figura 33; imagenes B y D figura 33). Estos datos indican que la actividad de los HC
de membrana de glia FAAH"- es mas sensible al estimulo inflamatorio empleado que la
glia WT.
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Figura 33: Cuantificacion delaintensidad de fluorescenciatotal por célula (IFT)del BrE internalizado através de
los HC de membranatras 24 horas de tratamiento con citoquinas. A: Representacion grafica de la cuantificacion de
la IFT del BrEt captado después de 24 horas de tratamiento. u.a.: unidades arbitrarias. Valores relativizados al grupo WT
veh. N=9 por grupo (3 experimentos por triplicado). Representacion de la media + SEM. *p < 0,05. ANOVA bifactorial de
comparaciones multiples, seguido de un post-test de Sidak. B: Imagen representativa de la fluorescencia de BrEt en glia
WT expuesta a veh 24 horas. C: Imagen representativa de la fluorescencia de BrEt en glia FAAH" expuesta a veh 24
horas. D: lgual que B, pero tras 24 horas exposicion a citoquinas, E: Igual que C, pero tras 24 horas exposicién a

citoquinas. Barra de escalado: 100 pm.
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1.4. Cuantificacién dela produccion/ liberacién
de AEA

La consecuencia directa de la inhibicion genética de FAAH es el aumento de los
niveles de AEA y otras etanolaminas. Para conocer si se producen variaciones de dichos
niveles en respuesta a la presencia del AB1-42, tanto en el interior celular como en el
medio de cultivo, se analizaron los niveles de AEA en los cultivos de glia a las 8 horas
de exposicion tanto a vehiculo como al péptido AB.

Los resultados obtenidos muestran un patron de los niveles de AEA diferente entre
ambos genotipos (figura 34). En glia WT, observamos que se produce una disminucion
de los niveles de AEA en aquellas células que han sido expuestas al péptido (grafica A
figura 34). Esto se produce tanto en el interior celular como en el medio celular. En el
caso de la glia FAAH", lo que se observa es que los niveles de AEA se mantienen
constantes en presencia del péptido AB1-42 tanto en células como en los medios celulares
(gréfica B figura 34). Ademas, comprobamos que, en general, los niveles de AEA eran
significativamente mayores en las fracciones de los medios celulares que en las propias
células (figura 34), aunque en el caso de la glia FAAH'-, existe mayor proporcién de
AEA presente en los medios celulares respecto de las células, en comparacién con el
genotipo WT (figura 34).

En conjunto, estos datos indican que la AEA estaria implicada en la respuesta a la
presencia del péptido ABi-42, siendo los niveles enddgenos de partida importantes en
dicha respuesta.
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Figura 34: Gréaficas de la cuantificacion de los niveles de AEA detectados el interior celular y en medios, tras
exposicion a ABi4, durante 8 horas. En presencia del péptido, los niveles de AEA disminuyen en células y en los
medios de las células WT expuestas al péptido respecto de su control vehiculo (A), mientras que en FAAH" se mantienen
constantes (B). A: porcentaje de la concentracion de AEA/ concentracion de proteina total en células y medios de glia
WT, respecto de células WT vehiculo, tras exposicion a vehiculo o al péptido. B: porcentaje de la concentracion de AEA/
concentracién de proteina total en células y medios de glia FAAH", respecto de las células FAAH vehiculo, tras
exposicion a vehiculo o al péptido. N=9 por grupo (3 experimentos por triplicado). Representacion de la media + SEM. *p
< 0,05. ANOVA bifactorial de comparaciones miltiples, seguido de un post-test de Sidak.
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1.5. Impacto de la inhibicién genética de FAAH

en la actividad fagocitica de AB1.42

Una de las caracteristicas de la EA es la disfuncionalidad de la glia a la hora de
fagocitar y eliminar los acumulos de AB en el espacio extracelular. Por tanto, uno de los
objetivos fue conocer si la inhibicion genética de FAAH afectaba a las propiedades
fagociticas de la glia. Para ello, se llevo a cabo el tratamiento de las células gliales con
el péptido AB1-42 HiLyte™ Fluor 555, y su posterior cuantificacion en el interior celular
mediante la deteccion de su fluorescencia por citometria de flujo.

Para conocer el porcentaje real de células que habian incorporado el péptido AB1-42
fluorescente, y descartar falsos positivos debido a una posible adhesién del péptido a la
superficie celular, se emple6 en todos los experimentos un control negativo (C-). Este
control fue la citocalasina D (CitoD), que es un metabolito de origen fungico capaz de
inhibir la polimerizacion de los filamentos de actina, y consecuentemente, la capacidad
de fagocitar elementos del medio. La citoD se afiadié en las muestras correspondientes
30 minutos antes de la adicién del vehiculo o péptido.

Los resultados muestran que la inactivacion genética de FAAH no afecta a las
capacidades fagociticas de la glia, puesto que no existen diferencias significativas en
cuanto al porcentaje de células gliales que han incorporado el péptido ABi-s2
fluorescente, respecto de la glia WT (figura 35).

% células A'+

Figura 35: Representacion gréafica del porcentaje de glia WT o FAAH" positivas para la sefial fluorescente del
péptido ABs HiLyte™Fluor 555. La inactivacién genética de FAAH no afecta alas capacidades fagociticas de la glia.
Exposicion de las células al ABi42 HiLyte™ Fluor 555 durante 4 horas. N=8 por grupo (4 experimentos por duplicado). A
cadavalor se le resto la sefial de su C- previo andlisis estadistico. Representacion de la media + SEM. *p < 0,05. t-test
no emparejado seguido de la correccion de Welch.
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2. APROXIMACION EXPERIMENTAL IN VIVO

Datos previos obtenidos por nuestro grupo demuestran que la inhibicion genética de
FAAH provoca efectos opuestos en ratones 5xFAD. Asi, en ratones 5xFAD se da un
perfil anti-inflamatorio mediado por CB1R, mientras en los ratones 5xFAD/FAAH"-, dicho
perfil resulta ser pro-inflamatorio. Paradéjicamente, este ambiente pro-inflamatorio se
observa asociado a mejorias significativas en la patologia amiloide, caracteristica de
este modelo animal. Estas mejorias se refieren tanto a aspectos moleculares (densidad
de placas, produccion del péptido amiloide, o gliosis), como comportamentales
(memoria espacial) (Vazquez, Tolon, Grande, et al., 2015).

Entre los incrementos en los niveles de expresion de algunas citoquinas que se
habian observado, los de IL-1B parecen serlos mas relevantes a la hora de profundizar
en el estudio de estos cambios. Ello es debido al reconocido papel que desempefia esta
citoquina en la inflamacién asociada a la EA, derivada de la acumulacién de péptidos
amiloides. Sin embargo, los datos existentes en la literatura acerca del papel de esta
citoquina son contradictorios. Asi, por regla general se acepta que el incremento
mantenido en el tiempo de sus niveles en el cerebro afectado de EA provoca efectos
deletéreos. Sin embargo, datos obtenidos por Shaftel y cols. (Shaftel et al., 2007) y
Matousek y cols. (Matousek et al., 2012) demuestran que el aumento de los niveles de
IL-1B en hipocampo de forma cronica favorece la disminucién de la presencia de placas
neuriticas, debido al aumento de la fagocitosis microglial.

Los efectos contrapuestos descritos en nuestro grupo también se observaron en un
modelo de lesién aguda en corteza cerebral. El antagonismo de CB1R en ratones sin
enzima FAAH funcional resultaba en una disminucion de la migracion de los procesos
microgliales hacia el foco de lesion o, dicho de otra manera, la activacion de CBi1R se
asociaba a un aumento de la migracion de los procesos microgliales (Vazquez, Tolon,
Pazos, et al., 2015). En conjunto, todos estos datos apuntan a un potencial beneficio del

perfil pro-inflamatorio derivado de la inactivacién genética de la enzima FAAH.

Para ahondar en el posible efecto beneficioso de la respuesta pro-inflamatoria
dependiente de la inactivacion genética de FAAH, asi como para delimitar el potencial
papel critico de la citoquina IL-1[3, llevamos a cabo un tratamiento con hidrocloruro de
minociclina. La minociclina es una tetraciclina de segunda generacion conocida por su
caracter antibacteriano, pero que ha cobrado auge en los ultimos afios por su potencial

terapéutico en enfermedades neurodegenerativas que cursan con neuroinflamacion
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(Kim & Suh, 2009; Garrido-Mesa et al., 2013). Una de sus principales actividades es la
inhibicion de la microglia, principal fuente de citoquinas durante el proceso
neuroinflamatorio, y también es un agente inhibidor de la caspasa 1, responsable de la
activacion de IL-1B (Daniels & Brough, 2017). Por tanto, esperamos que la reduccion de
las citoquinas pro-inflamatorias (en particular, de la IL-18) derivada del tratamiento con
minociclina, provoque efectos perjudiciales en los ratones 5xFAD/FAAH", tanto en el
aclaramiento de ABi-42 y placas neuriticas, como en los procesos de aprendizaje y

memoria.

2.1. Expresion de citoquinas y de |los
componentes de la cascada de sefializacion de

IL-1B tras el tratamiento con minociclina

Como ya se ha mencionado, las mejorias descritas en el modelo 5XxFAD/FAAH- se
desarrollaron paralelamente a un incremento del perfil de expresion de citoquinas pro-
inflamatorias, identificandose a la IL-18 como potencial protagonista del proceso. Para
conocer con mayor profundidad el perfil de expresion de citoquinas, no solo pro-
inflamatorias, sino también, anti-inflamatorias, se analizaron los niveles de ARNm de IL-
1B y TNFa (citoquinas pro-inflamatorias), asi como de IL-10 (citoquina anti-inflamatoria)
tras el tratamiento con vehiculo y con minociclina. Ademas, dentro de los componentes
de la familia IL-13, se estudiaron los niveles de ARNm del receptor de la IL-1 (IL-1R-1)
y la proteina antagonista (IL-1RN).

2.1.1. Expresionde citoquinas

En primer lugar, se analizo el perfil de expresion de citoquinas, tanto en corteza
como en hipocampo, de ratones WTy 5xFAD, con o sin enzima FAAH funcional.

La cuantificacion de los niveles de expresion de citoquinas en hipocampo de ratones
WT y FAAH’ muestra que no existen diferencias de expresion entre dichos genotipos
sometidos a estudio, ni siquiera bajo tratamiento (figura 36). Esto nos ayudo¢ a confirmar
gue la minociclina, a la dosis empleada, no provoca variaciones en el perfil de expresion
de citoquinas en ratones sanos.

99



© ©
A S 157 B S 157
= = v
-} 8
a o 3 FAAH--
' z
.}
= =
o 1.04 o 1.0
el °
£ £
z z
14 14
< 0.5 % 0.54
[} o
kel ©
" 12
o °
; 0.0 T T GEJ 0.0 T
c > o c > o
< & 2 N
3 Q\ N N
cC 9,
520
(=]
—
4154
Q
o
£ 104
z
14
<
© 0.5
el
1
o
3004 T T
c \2\ O
< NS
) S

Figura 36: Representaciones graficas delaexpresion enhipocampode IL-1B (A), TNFa (B), IL-10 (C), en ratones
WT y FAAH" tratados con vehiculo o con minociclina (10mg/kg). No se observaron diferencias de expresion
derivadas de la inhibicién genética de FAAH, o del tratamiento con minociclina. u.a.: unidades arbitrarias. Valores
relativizados al grupo WT veh. N=5-8 por grupo. Representacion de la media + SEM. *p < 0,05. ANOVA bifactorial de
comparaciones multiples, seguido de un post-test de Sidak.

En cuanto al andlisis de expresion de las citoquinas en corteza cerebral de ratones
WT y FAAH’-, tal y como se observé en hipocampo, no existen diferencias
estadisticamente significativas debidas a la inhibicion genética de FAAH, o al
tratamiento con minociclina (figura 37).

100



N
o
1
N
o
1

Il wr
3 FAAH--

-
3
1

-
o
1

-
=3
1

o
o
1

niveles de ARNm de IL-1B (u.a.)
o
o
I

niveles de ARNm de TNFa (u.a.)
o =
o o
1 1
K -
4/0 ]

g

Q

2.09

0.59

0.04 T T
Y 0
N $\\e

niveles de ARNmM de IL-10 (u.a.)

Figura 37: Representaciones graficas delaexpresion encorteza,de IL-18(A), TNFa (B), IL-10 (C), en ratones WT
y FAAH", tratados con vehiculo o con minociclina (10mg/kg). No se observaron diferencias de expresion
consecuencia de la inhibicion genética de FAAH, o del tratamiento con minociclina. u.a.: unidades arbitrarias. Valores
relativizados al grupo WT veh. N=5-8 por grupo. Representacion de la media + SEM. *p < 0,05. ANOVA bifactorial de
comparaciones multiples, seguido de un post-test de Sidak.

Una vez conocimos el perfil de expresion de citoquinas en ratones sin la patologia
amiloide, comparamos los resultados procedentes de muestras de hipocampoy corteza

de ratones 5xFAD y 5xFAD/FAAH".

En hipocampo, lo que observamos fue que, sibien la inactivacion genética de FAAH
dalugar a un aumento de la expresion de IL-1B en ratones 5xFAD/FAAH"-, el tratamiento
con minociclina reduce dicha expresion solo en este genotipo (gréfica A figura 38). La
minociclina también reduce los niveles de TNFa en ratones 5xFAD/FAAH. Sin
embargo, y a diferencia de lo que ocurre con IL-1B3, el aumento de expresion de TNFa
en 5xFAD/FAAH" no resulta ser estadisticamente significativo con respectoa su control
5xFAD (grafica B figura 38). En cuanto ala IL-10, vemos una reduccién en su expresion
debido a la inhibicion genética de FAAH, aunque no estadisticamente significativa, asi
como que el tratamiento con minociclina no da lugar a variaciones considerables en su
expresion (grafica C figura 38).
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Figura 38: Representaciones graficas delaexpresion enhipocampo de IL-1B (A), TNFa (B), IL-10 (C), en ratones
5XFAD y 5xFAD/FAAH™ tratados con vehiculo o con minociclina (10mg/kg). Mientras que la inhibicién genética de
FAAH aumenta la expresion de IL-1( significativamente, el tratamiento con minociclina reduce la expresion de IL-18 'y
TNFa en ratones 5xFAD/FAAH". u.a.: unidades arbitrarias. Valores relativizados al grupo 5xFADveh. N=5-8 por grupo.
Representacion de la media + SEM. *p < 0,05. ANOVA bifactorial de comparaciones miltiples, seguido de un post-test
de Sidak.

Los resultados derivados del analisis de expresion de IL-1B en corteza muestran
igual patron que el obtenido en hipocampo, ya que observamos diferencias
estadisticamente significativas entre ratones 5xFAD y 5xFAD/FAAH’ tratados con
vehiculo, asi como entre ratones 5xXFAD/FAAH"- tratados con vehiculo y con minociclina

(gréfica A figura 39). Estos datos reafirman la importancia de esta citoquina en el

contexto patologico amiloide en ausencia de la enzima FAAH funcional, asi como su
sensibilidad a la accion de la minociclina.

En cuanto a la citoquina TNFa en corteza, comprobamos que también existe una
disminuciéon de su expresion en la corteza de ratones 5XxFAD/FAAH’- tratados con
minociclina respecto de los controles vehiculo, aunque no comprobamos que existieran
diferencias de expresion debidas a la inactivacion genética de FAAH (grafica B figura
39). Estos resultados, ademas, son similares a los obtenidos en hipocampo.

Finalmente, en relacion ala expresion de IL-10, comprobamos que en cortezasi que

se dan diferencias de expresion entre ratones 5xFAD/FAAH"- tratados con vehiculo o
con minociclina (grafica C figura 39).
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Figura 39: Representaciones gréficas de la expresion en cortezade IL-1B (A), TNFa (B), IL-10 (C), en ratones
5XFAD y 5xFADIFAAH” tratados con vehiculo o con minociclina (10mg/kg). Mientras que la inactivacién genética

de FAAHaumenta la expresionde IL-1B significativamente, el tratamiento con minociclina reduce la expresion de IL-18,
TNFa e IL-10 en ratones 5xFAD/FAAH. u.a.: unidades arbitrarias. Valores relativizados al grupo 5xFAD veh. N=8 por
grupo. Representacion de la media + SEM. *p < 0,05. ANOVA bifactorial de comparaciones multiples, seguido de un
post-test de Sidak.

En conjunto, el andlisis de la expresion de citoquinas, tanto pro-inflamatorias (IL-18,
TNFa) como anti-inflamatorias (IL-10), nos muestra que en ratones 5xFAD sin enzima
FAAH funcional existe un marcado perfil pro-inflamatorio, que se ve atenuado bajo
tratamiento con minociclina. No obstante, en IL-10 existen variaciones en su expresion
en ratones 5xFAD/FAAH-, dependiendo del area cerebral de estudio.

2.1.2. Expresion de los componentes de la
cascadade sefalizacionde lL-1B

El analisis de la expresién de las citoquinas estudiadas nos mostré que la IL-1B es
la citoquina mas sensible a la inhibicion genética de FAAH en ratones 5xFAD, ya que
es en ella donde observamos diferencias de expresion estadisticamente significativas
entre 5xFAD y 5xFAD/FAAH"-, tanto en corteza como en hipocampo. Debido a ello,
guisimos ahondar un poco mas en el conocimiento del estado de algunos componentes
responsables del inicio de la sefializacion dependiente de la IL-1f3. Para ello, realizamos
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el andlisis de la expresion de IL-1R-1 y de la IL-RN, el cual se realiz6 solo en corteza,
ya que los perfiles de expresion de IL-1B en corteza e hipocampo son equivalentes.

Los resultados obtenidos nos mostraron que IL-1R-1 se encuentra sobre-expresado
en ratones 5xFAD/FAAH’ respecto de sus homologos 5xFAD, asi como que el
tratamiento con minociclina hace que disminuya su expresion, aungque esta no resulte
ser estadisticamente significativa (grafica A, figura 40). En cuanto a la IL-1RN,
observamos también un incremento de su expresion en los ratones 5xFAD/FAAH-
respecto de los 5xFAD cuando ambos son tratados con vehiculo. Sin embargo, en este

caso las diferencias no son estadisticamente significativas (gréfica B, figura 40).
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Figura 40: Representaciones graficas de laexpresionen cortezade IL-1R-1(A) e IL-1RN(B), en ratones 5xFADy
5XFAD/IFAAH" tratados con vehiculo o con minociclina (10mg/kg). La inhibicion genética de FAAH provoca el
aumento de la expresionde IL-1R-1, mientras que la minociclina no provoca diferencias estadisticamente significativas
respecto a los controles vehiculo. u.a.: unidades arbitrarias. Valores relativizados al grupo 5XxFAD veh. N=8 por grupo.
Representacion de la media + SEM. *p < 0,05. ANOVA bifactorial de comparaciones miltiples, seguido de un post-test
de Sidak.

En definitiva, el analisis de la expresion de los componentes de la cascada de
sefalizacion de IL-1B reveld que solo el receptor, y no la proteina antagonista de este,
se encuentra significativamente sobre-expresado en ratones 5xFAD/FAAH-. Junto con
los resultados obtenidos del estudio del perfil de expresion de citoquinas, ayudan a

sustentar la hipotesis de la sobre-activacion de la cascada de sefializacion de la IL-13
en estos ratones.

2.1.3. Cuantificacion dela proteinalL-18

Esta descrito que la IL-1B, una vez se traduce el ARNm a proteina, estarequiere ser

proteolizada para que cobre actividad biolégica. Dicho proceso corre a cargo del
inflamasoma NLRP3, y en particular, de la caspasa 1 (Daniels & Brough, 2017).
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En base a esta premisa, llevamos a cabo la cuantificacién de proteina total de IL-13
en corteza cerebral, con el objeto de esclarecer hasta qué punto llegaba la influencia de
la citoquina en los cambios patolégicos descritos en ratones 5xFAD tras la inactivacion
genética de FAAH. El andlisis de los resultados obtenidos tras la realizacion de un ELISA
muestra que las diferencias obtenidas a nivel de ARNm entre ratones 5xFAD vy
5xFAD/FAAH’ no se reflejan en los niveles de proteina total (que incluye tanto la pro-
IL-1B8 como la IL-1B madura). Sin embargo, pudimos comprobar que el tratamiento con
minociclina daba lugar a la disminucion de proteina IL-13, esta vez en ambos genotipos
(a diferencia de lo que ocurria a nivel de transcripcién), puesto que disminuyen los
niveles tanto en 5xFAD como en 5xFAD/FAAH- (figura 41).
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Figura 41: Representacion gréafica de los niveles de proteinatotal de IL-1B en corteza, de ratones 5xFAD y
5XFADIFAAH" tratados con vehiculo o con minociclina (10mg/kg). La inhibicién genética de FAAH no da lugar a un
aumento de proteina total de IL-1B, pero el tratamiento con minociclina reduce sus niveles en ambos genotipos. Valores
relativizados a la proteina total. N=5 por grupo. Representacion de la media + SEM. *p < 0,05. ANOVA bifactorial de
comparaciones multiples, seguido de un post-test de Sidak.

2.2. Patologia amiloide

Paralelamente a las mediciones anteriores, quisimos llevar a cabo el andlisis de los
niveles del AB1-42 y placas neuriticas presentes en los ratones 5xFAD y 5xFAD/FAAH-/-
bajo tratamiento con minociclina. El objetivo fue el de conocer qué efecto tenia el
tratamiento anti-inflamatorio, e inhibidor de la IL-13, sobre los niveles del péptido
amiloide en el cerebro de los ratones 5xFAD sin actividad FAAH.

2.2.1. Cuantificacién de AB1-42

En primer lugar, estudiamos las posibles diferencias existentes en cuanto a los
niveles de ABi-42 entre ambos genotipos, tras el tratamiento con minaociclina. Para ello,
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llevamos a cabo una cuantificacion del péptido, tanto en corteza como en hipocampo,
de ratones 5xFAD y 5xFAD/FAAH’ bajo tratamiento, empleando la técnica ELISA. El
analisis de los niveles de AB-1-22 mostro que los animales 5xFAD carentes de enzima
FAAH funcional, tanto tratados con vehiculo como con minociclina, presentaban una
menor cantidad de ABi42 con respecto a los controles 5xFAD, en ambas areas
cerebrales. Sin embargo, el tratamiento con minociclina provocé efectos diferentes:
mientras que en los 5XxFAD apenas produce efecto, en los 5xFAD/FAAH"- se da un
aumento significativo de la cantidad del péptido con respecto a los 5xFAD/FAAH-
tratados con vehiculo (graficas Ay B figura 42).

*
*

140 I sxFAD
3 5xFADIFAAH-I-

,corteza (pg/mg de proteina)
AB .4, hipocampo (pg/mg de proteina)
© S
3 S

AB1a

Figura 42: Representacion graficade la cuantificacion de AB1.42 en ratones 5xFADy 5XxFAD/FAAH" en corteza (A),
e hipocampo (B), tras el tratamiento con vehiculo o minociclina (10mg/kg). Lainhibicién genética de FAAH provoca
una disminucién de los niveles del péptido en corteza e hipocampo, mientras que el tratamiento con minociclina solb
altera los niveles de A4 en ratones 5xFAD/FAAH", provocando que aumenten respecto del control vehiculo. Valores
relativizados ala proteina total. N= 5 por grupo. *p < 0,05. ANOVA bifactorial seguido de un post-test de Sidak.

2.2.2. Cuantificacién de placas neuriticas

Tras comprobar que los niveles de AB1-42 se veian modificados de igual manera tanto
en corteza como en hipocampo de ratones 5xFAD y 5xFAD/FAAH"-, quisimos estudiar
si el tratamiento con la tetraciclina revertia la bajada de los depésitos amiloides,
observados ya en hipocampo de ratones 5xFAD/FAAH’- (Vazquez, Tolon, Grande, et
al., 2015). La cuantificacion de placas neuriticas se llevé a cabo mediante la tincion de
secciones cerebrales con el colorante methoxy X04, y el posterior andlisis de las
imagenes tomadas. Las imagenes A, B, C y D de la figura 43 son representativas de las
areas de corteza e hipocampo, de los cuatro grupos experimentales.

Los resultados obtenidos tras la cuantificacion del area ocupada por el péptido
depositado muestran que, en hipocampo, la inhibicion genética de FAAH provoca una
disminucion de la deposicion de placas, tal y como fue descrito por (Vazquez, Tolon,

Grande, et al., 2015). Sin embargo, la minociclina da lugar a una reduccién del acumulo
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Resultados

de placas en ratones 5xFAD, mientras que en los ratones 5xFAD/FAAH"- se produce un
aumento (grafica A figura 44). No obstante, en corteza, no se reproducen dichas
variaciones en la acumulacion del péptido (grafica B figura 44). Lo que observamos, en
general, fue que las placas se concentraban mayoritariamente en el subiculo, seguido
del resto del hipocampo y de la capa mas interna de la corteza (capa V).

Por tanto, y en conjunto con los resultados de la cuantificacion del péptido por ELISA,
comprobamos que la inactivacion genética de FAAH da lugar a 1) una disminucién de
AB142 en corteza e hipocampo de ratones 5xFAD, y 2) una menor deposicion en el
hipocampo de estos ratones. Sin embargo, el tratamiento con minociclina aumenta los
niveles del péptido en las areas cerebrales de estudio, y su deposicion en hipocampo.

_ 5xFAD VEH ‘ . * ' 5xFADMINO

S5xFAD/FAAH-/-VEH 7 % 5xFAD/FAAH-/- MINO

Figura 43: Im &genes representativas de placas neuriticas en cortezae hipocampo. Lainhibicién genética de FAAH
provoca una menor deposicion del péptido en hipocampo de ratones 5xFAD, mientras que la minociclina revierte dichos
efectos. A: 5xFADVEH, B: 5xFADMINO, C: 5xFAD/FAAH” VEH, D: 5xFAD/IFAAH” MINO. Barra de escalado: 300 pm.
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Figura 44: Representaciones graficas de lacuantificacion delasuperficieocupadapor los depositos amiloide en
corteza e hipocampo. La inhibicion genética de FAAH provoca una menor deposicion del péptido en hipocampo de
ratones 5xFAD, mientras que la minociclina revierte dichos efectos. A: representacion gréfica de la superficie de
hipocampo ocupado por las placas, respecto del area total del hipocampo (um?) y B: representacion grafica de la
superficie de corteza ocupada por las placas, respecto del 4rea total de corteza (um?). N= 3-4 por grupo. *p < 0,05.
ANOVA bifactorial, seguido de un post-test de Sidak.

2.3. Fenotipo microglial

2.3.1. indice M1/M2

A continuacion, quisimos conocer la implicacion de la microglia en todo este proceso.
Para ello, procedimos arealizar la caracterizacion del fenotipo M1/M2 de la microglia de
ratones 5xFAD y 5xFAD/FAAH", con el objetivo de comprobar, en primer lugar, sidicho
fenotipo se correspondia con el perfil de citoquinas descrito en dichas condiciones
(vehiculo), y, en segundo lugar, si también lo hacia con respecto a los niveles de AB1-42
y a la cantidad de placas neuriticas cuantificadas. El interés de conocer el fenotipo
microglial se debe a que esté descrito que un fenotipo M1 se asocia con una respuesta
iniciadora de la neuroinflamacién (mediante liberacion de citoquinas pro-inflamatorias)
mientras que un fenotipo M2 se asocia mas a procesos de resolucion de la respuesta
neuroinflamatoria, entre las que se encuentra la fagocitosis de elementos celulares o

toxicos causantes del proceso, como el péptido amiloide.

Para conocer el fenotipo microglial, procedimos a aislar microglia cerebral, en este
caso no solo de ratones con patologia amiloide, sino también de ratones WTy FAAH"-,
para conocer los efectos debidos exclusivamente a la ausencia de la actividad de FAAH.

Los resultados derivados del andlisis de la microglia por citometria de flujo muestran
gue el numero de células microgliales existentes en ratones con la patologia amiloide
es mucho mayor que en ratones sanos, es decir, que existe una mayor microgliosis

(gréfica A figura 45). Sin embargo, comparando entre ratones 5xFAD, se comprobé que
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existia un menor nimero de estas células en ratones 5xFAD/FAAH- (grafica A figura
45). Yendo un paso mas alla, la caracterizacion del fenotipo M1/M2 revel6 que, ademas
de ser mucho mayor en ratones enfermos, los ratones 5xFAD/FAAH"- presentaban este
indice aumentado con respecto a los 5xFAD (grafica B e histograma C, figura 45).

Por tanto, los ratones 5xFAD/FAAH’- tienen menor nimero de microglia, pero esta

resulta tener un perfil mas pro-inflamatorio que la presente en ratones 5xFAD.
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Figura 45: Representacion del nimero de células totales de microglia en los cuatro genotipos (A), asi como la
relacién del fenotipo M1/M2en cada genotipo (B). Los ratones 5xFAD/FAAH™ tienen un menor niimero de células
microgliales, con un fenotipo predominante M1, respecto de los ratones 5xFAD. C: histogramas donde se muestra la
distribucién de las poblaciones Mi(izquierdo) y M2 (derecho) en ratones 5xFADy 5xFAD/FAAH™ N=5. *p < 0,05. ANOVA
bifactorial seguido de un post-test de Sidak

2.3.2. Cuantificacién de la actividad fagocitica
microglial

Conociendo los datos de la cantidad de AB, los patrones de su deposicion, y el
fenotipo microglial predominante en ratones 5xFAD y 5xFAD/FAAH"-, quisimos conocer
las propiedades fagociticas de la microglia de ratones 5xFAD/FAAH'-. EIl objetivo era
conocer si esta microglia estaba implicada en la disminucién del AB y de las placas en
ratones 5xFAD/FAAH”-. Para ello, a los ratones 5xFAD y 5xFAD/FAAH’ se les

administré una dosis de methoxy X04 (10 mg/kg) 24 horas antes del aislamiento de
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microglia cerebral. Posteriormente, se cuantifico la proporcién de microglia que habia
incorporado el colorante, indicador directo de la cantidad de amiloide internalizado.

Los resultados obtenidos muestran que, partiendo de una menor microgliosis en
ratones 5xFAD/FAAH'- respecto de los 5xFAD, como se mostraba en la grafica A de la
figura 45, la proporcion de microglia que fagocita depositos del péptido amiloide es
mayor en los ratones 5xFAD sin enzima FAAH funcional que en sus respectivos 5xFAD
(figura 46).

Por tanto, del estudio del fenotipo microglial se concluye que la inactivacion genética
de FAAH en ratones 5xFAD favorece gue la microglia, bajo un fenotipo pro-inflamatorio,

lleve a cabo el aclaramiento del péptido AB1-42 mas eficazmente.
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Figura 46: Representacion del porcentaje de microglia que haincorporado methoxy X04 de ratones 5xFADy
5xFAD/IFAAH". Existe una mayor incorporacién del péptido depositado por parte de la microglia de ratones
5xFAD/IFAAH". N=4. Representacion de la media + SEM. *p < 0,05. T-student no emparejado seguido de la correccién
de Welch.

2.4. Evaluacién de la memoria espacial: MWM

Los resultados obtenidos hasta este punto muestran que un perfil pro-inflamatorio
derivado de la inactivacion genética de FAAH, y protagonzado por la citoquina IL-1(3, da
lugar a una mejoria en cuanto al proceso patolégico de la EA. Sin embargo, puesto que
la evolucién patolégica no tiene por qué ir en paralelo a la sintomatologia de la
enfermedad, quisimos llevar a cabo una evaluacién de la memoria espacial mediante el
test del laberinto acuatico de Morris (MWM). En este caso, empleamos de nuevo ratones
5XFAD y 5xFAD/FAAH'-, tratados tanto con vehiculo como con minociclina, para
conocer silas reversiones patolégicas asociadas a su efecto anti-inflamatorio en ratones
5xFAD/FAAH’- también resultaban en un empeoramiento cognitivo.
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En la figura 47 se representan los tiempos de latencia de cada grupo experimental
durante los 4 dias de prueba. Como puede observarse, el tratamiento con minociclina
afecta de formadiferente en el contexto de la patologia amiloide, dependiendo de si se
ha inactivado o no la enzima FAAH. Concretamente, los ratones 5xFAD muestran una
mejoria en cuanto a su memoria espacial tras el tratamiento, mientras que los
5XxFAD/FAAH"-, empeoran.
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Figura 47: Representacionde los tiempos de latencia (seg) correspondientes acadagrupo experimental, en cada
uno de los dias de prueba. Existe unamejoria estadisticamente significativa en los ratones 5xFAD a dia 3 de prueba,
mientras que los 5xFAD/IFAAH” empeoran en los dias 3 y 4. N=8-11 ratones por grupo. *p < 0,05. ANOVA bifactorial

seguido de un post-test de Sidak.
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DISCUSION






La EA es una enfermedad neurodegenerativa que se caracterizapor la alteracion de
las capacidades cognitivas y conductuales, debido a la acumulacién del péptido AB y de
la proteina tau hiperfosforilada en forma de placas neuriticas y ovillos neurofibrilares
(respectivamente). Se trata de la variante de demencia mas abundante en todo el
mundo, y debido al incremento del envejecimiento de la poblacién, el nimero de casos
diagnosticados va en aumento (Duthey, 2013). Sin embargo, pese al exhaustivo
conocimiento que tenemos sobre la patologia, paradéjicamente, no existe adn ninguna

terapia capaz de curar la enfermedad.

Por otra parte, el SEC comprende al conjunto de ligandos enddgenos, receptores
especfificos, y enzimas responsables de la sintesis y degradacion de los ECs. Estos
ligandos, al unirse a sus receptores, dan lugar a la activacion de rutas de sefializaciéon
implicadas en procesos biolégicos de naturaleza muy diversa. La variedad de procesos
en los que participa el SEClo ha situado comonueva herramienta terapéutica a estudiar
para el tratamiento de numerosas patologias, entre las que se encuentran las de tipo
neurodegenerativo, como la EA. Esto se explica por la repercusion de dicho sistema en
diversos procesos afectados durante la enfermedad, como es la neuroinflamacion, la
neurogénesis, la conectividad, los procesos de eliminacion de restos celulares, la gliosis
0 el estrés oxidativo (Molina-Holgado & Molina-Holgado, 2019).

Desde no hace muchos afos, la neuroinflamacion ha cobrado protagonismo en el
estudio de gran parte de las patologias neurodegenerativas conocidas a dia de hoy. Se
caracteriza principalmente por el aumento de la gliosis y del estrés oxidativo, lo que la
postula como uno de los principales factores favorecedores del desarrollo de las
patologias neurodegenerativas, asi como en uno de los varios nexos de union entre

estas patologias y el SEC.

Diversos estudios centrados en las areas cerebrales afectadas en la EA (hipocampo
y corteza) han descrito cambios de expresion de diferentes componentes del SEC,
relacionados con la neuroinflamacion. Dos ejemplos descritos por nuestro grupo hasta
la fecha han sido: el aumento de la presencia de CB:zR en microglia asociada a placas
seniles (Benito et al., 2003; Lopez et al., 2018), y el incremento de los niveles de la
enzima FAAH en astrocitos asociados a placas (Benito et al., 2003). Por un lado, el
aumento de los niveles de CB:2R se asociaria a una respuesta de tipo anti-inflamatoria
y neuroprotectora, mientras que el aumento de FAAH, al producir un incremento de los
niveles de &cido araquidénico tras la degradacion de la AEA, podria contribuir a la
progresion de la neuroinflamacion, y, por ende, a la de la enfermedad (Fernandez-Ruiz

et al., 2015). Junto con evidencias de otros grupos de investigacion, (Ramirez, 2005;
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van der Stelt et al., 2006; Aso & Ferrer, 2014), podriamos deducir que el SEC podria ser
relevante como diana terapéutica para el desarrollo de futuros tratamientos con los que
abordar la complejidad patolégica de la EA.

Nuestro grupo de investigacion, a partir del hallazgo del aumento de los niveles de
FAAH en astrocitos asociados a placas, profundizé en sus estudios mediante el uso de
ratones FAAH’- (Cravatt et al.,, 2001). Estos ratones se caracterizan por tener
delecionado el exén 1 del gen Faah, dando lugar a una enzima disfuncional, y al
aumento de los niveles de AEA enddgenos. Estudios in vitro con astrocitos primarios
revelaron que aquellos que carecian de actividad FAAH mostraban una respuesta pro-
inflamatoria exacerbada respecto a sus equivalentes WT, tras ser expuestos al péptido
AB1-42. La presencia de dicho péptido daba lugar a 1) una mayor liberacion de las
citoquinas IL-1B y TNFa; 2) una mayor expresion de otros marcadores pro-inflamatorios,
como las enzimas COX2 e iNOS; 3) un incremento en la activacion de cascadas de
sefalizacion pro-inflamatorias, en las que se encontraban involucradas las proteinas
ERK1/2, p38 MAPK, y NF-kB; y 4) una disminucion de la expresion de receptores
PPARa y y en condiciones basales, relacionados con respuestas anti-inflamatorias
(Benito et al., 2012). Para continuar con el estudio de la relevancia de este perfil pro-
inflamatorio tras el aumento de los niveles de AEA enddgenos, se llevaron a cabo
estudios in vivo con ratones 5xFAD cruzados con ratones FAAH’. Al igual que lo
descrito en astrocitos FAAH"", la inhibicion genética de FAAH daba lugar a un perfil pro-
inflamatorio en ratones 5xFAD/FAAH"-, en el que resaltaba la expresion exacerbada de
la citoquina IL-1B, a la vez que se producia una disminucion de los niveles de las
proteinas APP, ABi42, ABi4. Consecuentemente, se observdo una reduccion del
acumulo de placas seniles, de la microgliosis y de la astrocitosis, que mostré ser
mediado por la activacion de CB1R (Vazquez, Tolon, Grande, et al., 2015). Ademas, el
estudio in vivo realizado mediante microscopia intravital reveld que la ausencia de
actividad FAAH provocaba mayor actividad de los hemicanales de Cx43 de membrana
plasmaética de astrocitos, lo que parecia influir en la mayor rapidez de la microglia para
dirigir sus procesos y encapsular una lesion parenquimal por una quemadura laser
(lesion aguda). De nuevo, todo este proceso se vio mediado por la activacion del CB1R
(Vazquez, Toldn, Pazos, et al., 2015).

Partiendo de estas premisas, con las que se evidencia la estrecha relacion existente
entre el SEC (en particular, el aumento del tono endocannabinoide) y el proceso
neuroinflamatorio contextualizado en la patologia amiloide, se planted la siguiente
hipétesis: el aumento de la expresion de la citoquina IL-13, favorecido por el incremento

de los niveles de AEA tras la inactivacion genética de FAAH, es responsable de una
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mayor intensidad en la respuesta inflamatoria ante la presencia de A3 (comose observa
en astrocitos in vitro), asi como del aumento de la actividad de los hemicanales de Cx43
de membrana plasmatica, (observados en astrocitos FAAH” in vivo), y de la mejora
patolégica observada en ratones 5xFAD/FAAH"",

El objetivo de la presente tesis doctoral fue dilucidar el papel de la IL-18 en la
modulacion glial durante el proceso patolégico de la EA, tras la inactivacién genética de
FAAH. Para ello, se llevaron a cabo dos aproximaciones experimentales, una in vitro, y
otra invivo. Con la realizacion de experimentos in vitro, se estudi6 a) el perfil inflamatorio
de la glia FAAH- (microglia y astrocitos en co-cultivo), y en particular, a la IL-1B, asi
como el de los componentes del inicio de su cascada de sefializacion; b) la actividad y
cantidad de hemicanales de Cx43; c) la modulacién de los niveles de AEA, y; d) la
actividad fagocitica. En cuanto a la aproximacion in vivo, se abordd el estudio de la
implicacion de la IL-1B en la mejora patoldgica de los ratones 5xFAD/FAAH"-. Para ello,
se realizo un tratamiento con minociclina, que inhibe la actividad caspasa 1, y con ello,
la activacion de la IL-18.

Estudioinvitro de la glia FAAH

La experimentacion con células primarias in vitro ofrece la gran ventaja de poder
conocer y diseccionar los diferentes procesos implicados en los paradigmas
experimentales de interés. Es bien conocida la estrecha interrelacién funcional entre la
microglia y los astrocitos durante un proceso neuroinflamatorio que, en nuestro caso
concreto, quedo acreditada en los experimentos in vivo de lesion aguda (Vazquez,
Tolén, Pazos, et al.,, 2015). Por ejemplo, los astrocitos influyen en la capacidad de
adhesion de la microglia, en la modulacion de su activacion, y en la produccion de
citoquinas (Welser & Milner, 2012). Por ello, y con el fin de conocer el grado de influencia
de la inactivacién genética de FAAH" en la respuesta glial ante un estimulo inflamatorio,
se emplearon co-cultivos de microglia-astrocitos, los cuales permiten conocer la
regulacién reciproca que ejercen entre si, principalmente tras un estimulo pro-
inflamatorio.
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Lainactivacion genéticade FAAH se asocia a una mayor sensibilidad
inflamatoria, protagonizada por IL-18

En primer lugar, nos propusimos ahondar en la relacion entre el perfil pro-
inflamatorio de la glia FAAH'- (incluyendo la familia IL-1), y el aumento crénico de los
niveles de AEA por la inactivacion genética de FAAH. Los resultados obtenidos in vitro,
y en condiciones basales, mostraron que la glia FAAH", respecto de la WT, sobre-
expresa la citoquina IL-18, su receptor (IL-1R-1), la proteina accesoria del receptor de
la citoquina (IL-1RAcP), y la proteina antagonista del receptor (IL-1RN). Otros
marcadores pro-inflamatorios analizados fueron TNFa y COX2, los cuales también se
encuentran sobre-expresados en células FAAH', e IL10, de la que no observamos
diferencias entre ambos genotipos de estudio.

En el aflo 2015, Ativie y cols. publicaron un articulo en el que se describe el perfil
pro-inflamatorio de la glia FAAH", destacando la mayor produccién de IL-1B por parte
de microglia de ratones jévenes (Ativie et al.,, 2015). Estos datos apoyarian lo que
observamos en nuestros co-cultivos de glia FAAH", puesto que en ellos se reproduce
la existencia de un perfil pro-inflamatorio basal protagonizado por la IL-13, respecto de
la glia WT. Ademés, el hecho de que observemos un mayor aumento del resto de los
componentes de la familia IL-1 analizados, da mayor sustento a la relacién de esta
cascada de sefializacion con el aumento de los niveles de AEA. Resulta especialmente
llamativo que la IL1-RN se encuentre también sobre-expresada en glia FAAH"-. Esto
sugiere gque la IL-1RN podria estar desempefiando un papel compensatorio sobre la
respuesta pro-inflamatoria dependiente de IL-1B. Dicha glia estaria preparada para
proporcionar una respuesta mas eficiente ante un estimulo dafiino respecto de la glia
WT, debido a una mayor expresion de IL-1B, IL-1R-1, IL-1RAcP ya en condiciones
basales. Sin embargo, la sefializacion no seria efectiva por la presencia de IL-1RN.

Ademas del estudio del perfil inflamatorio basal de la glia FAAH"-, quisimos estudiar
la evolucion de este ante la presencia del péptido AB1-42, bien durante 8 horas o 24. En
concreto, lo abordamos mediante el analisis de la expresion de la familia IL-1, asi como
de TNFa, COX2, e IL-10, tal y como hicimos en condiciones basales. La exposicion de
las células al péptido AB1-42 durante 8 horas dio lugar a cambios de expresion de IL-13
en células FAAH’ Unicamente, en las que se observd una disminucion de dicha
expresion. En cuanto al resto de genes analizados, no se observaron cambios
significativos por la presencia de ABi142 en ninguno de los genotipos de interés, a
ninguno de los tiempos estudiados (8 y 24 horas).
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La IL-1B se regula de forma diferente tanto a nivel transcripcional comotraduccional,
conrespecto a otras citoquinas (comoel TNFa) (Dinarello, 2009; Schott et al., 2014). En
cuanto a la transcripcion, se ha visto que en macrofagos activados con LPS se produce
un aumento de la expresion de IL-1B, pero, a pesar de que el ARNm se une a los
ribosomas, no se detecta proteina en el medio celular (Schott et al., 2014). Esto se debe
a que la IL-1B3 necesita ser activada tras su traduccion para adquirir actividad biologica.
De dicha activacion se encarga el inflamasoma NLRP3, el cual requiere de un estimulo
previo para su ensamblado (Dinarello et al., 2012; Heneka et al., 2013; Afonina et al.,
2015; Gustin et al., 2015; Daniels & Brough, 2017). El ensamblaje del NLRP3, tras dicho
estimulo (como por ejemplo el ATP) da lugar a la activacién de la caspasa 1, la cual
actua sobre la pro-IL-1B para dar lugar a la IL-1B madura. Esto quiere decir, en ultimo
término, que los niveles de ARNm que detectamos de IL-18 no tienen por qué
corresponderse con los de proteina, ya que dependen de una concatenacion de
estimulos diferentes entre si, los cuales actian como puntos de control.

Un ejemplo sobre la regulacién del mecanismo de expresién y activacion de la IL-18
podrian ser las PGEs (Zastona et al., 2017). Se ha descrito que la PGE2 aumenta la
transcripcion y produccion de la pro-IL-138 en macroéfagos, pero inhibe su maduracion
mediante la inhibicion del NLRP3. Sin embargo, la llegada del estimulo (ATP) que activa
el inflamasoma termina la inhibicion de las PGEs sobre el NLRP3, y, en consecuencia,
provoca la activacion de la citoquina (Zastona et al., 2017). Observamos que la glia
FAAH'- expresa mayores niveles de COX2 que la WT, tanto en condiciones basales
como tras la exposicion al péptido AB1-42. COX2 degrada la AEA en PGEs, por lo que
podriamos estar observando en glia FAAH' un mecanismo por el que se estuviera
favoreciendo la sobre-expresion de IL-18 en condiciones basales, y en presencia de
AB1-42, se diera la activacion de la citoquina. Por tanto, la degradacion de AEA por parte
de COX2, resultando en la produccion de prostaglandinas, podria ser la responsable del
perfil pro-inflamatorio basal de la glia FAAH".

En resumen, podriamos plantear la siguiente hipétesis: la inactivacion genética de
FAAH favoreceria el procesamiento de la AEA hacia PGEs por parte de la COX2
(Zastona et al., 2017), dando lugar a la sobre-expresion de IL-13 en condiciones basales.
Sin embargo, la activacion de la proteina no se produciria (Dinarello, 2009; Schott et al.,
2014), hasta la aparicién de un segundo estimulo, como el ABi42, que demande la
necesidad de su activacion. La presencia del péptido provocaria la liberacion de ATP
(Koulakoff et al., 2012) y por ello, el ensamblado del inflamasoma NLRP3 (Heneka et
al., 2015; Zastona et al., 2017), lo que daria lugar la activacion de la IL-1f3 (figura 48).

119



Discusion

placa amiloide

(AB)

4
ATP

L. COX2 / S

IL-18

Figura 48: llustracién de la hipotética ruta metabdlica de la AEA responsable del aumento de la IL-1B tras la inactivacion
genéticade FAAH.

Resultados previos de nuestro grupo, derivados del estudio de cultivos de astrocitos
FAAH’- primarios, confirman la liberacién de IL-18 al medio celular tras 8 horas de
exposicion al ABi42 (Benito et al., 2012). Sin embargo, nuestros resultados actuales
derivados de glia FAAH' muestran una disminucion de la expresion de IL-1B a las 8
horas de exposicion a ABi42. Estos datos, aparentemente contradictorios entre si,
podrian indicar que se esta llevando a cabo un proceso de regulaciéon de la expresion
de IL-1B, el cual tendria como protagonista a la IL-1RN. Hemos observado que, en glia
FAAH'-, esta proteina mantiene altos niveles de expresion en presencia del péptido. Por
lo tanto, antagonizando el receptor IL-1R-1, interrumpiria la retroalimentacion de la IL-
1B sobre su propia expresion (autorregulacion), y favoreceria la gestion mas eficiente
de la respuesta inflamatoria ante el AB1-42 (Dinarello, 2009).

En cuanto a TNFa, observamos que se encuentra sobre-expresada en condiciones
basales, pero a diferencia de IL-1B8, no se producen cambios en su expresion tras 8
horas de exposicion a ABi42. Por ello, en combinacién con los resultados anteriores,
podriamos plantear que, en células con la enzima FAAH inactivada genéticamente, se
potencia la cascada de sefializacion de IL-1[3, acelerando la respuesta inflamatoria ante
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la llegada de un estimulo dafiino, en la que la citoquina TNFa tiene un papel secundario
ala accionde la IL-1pB.

Resulta interesante comprobar que no observemos efecto pro-inflamatorio por parte
del péptido ABi42 en glia WT. Aunque llamativo, podria tener su explicacion en el
“caracter” toxico de este. En concreto, nuestro péptido ABi42 es uno de los menos
agresivos a emplear por su tendencia a agregar (las formas oligoméricas resultan méas
téxicas que las fibrillas de AB (Sengupta et al., 2016)). Ademas, para su reconstitucion,
empleamos NHs al 0,1% en Hz20 destilada, lo que favorece su disoluciéon y el aumento
de los sitios de nucleacion. Si a todo ello le sumamos que incubamos la disoluciéon a
37°C durante 7 dias, el resultado es que aumentamos la proporcion de fibrillas de AB
respecto de las formas oligoméricas, lo que explicaria la menor toxicidad de nuestro
péptido (Broersen et al., 2011; Benito et al., 2012). No obstante, observamos que la
expresion de IL-1B es modificada por la presencia de AB1-42 solo en en glia FAAH", lo
gue confirma las diferencias observadas entre ambos genotipos, y en concreto, la
sensibilidad de la glia FAAH".

En conjunto, y amodo de resumen, proponemos que la glia FAAH"- se encuentra en
un estado de preparacion (priming) como consecuencia de la inactivacion genética de
FAAH, dando lugar a que el inicio de la respuesta inflamatoria en la glia FAAH",
protagonizado por la IL-1B, se produzca de forma mas temprana a lo que lo hace en la
glia WT. Esto podria suponer, consecuentemente, una ventaja para la resolucion de un
dafio que curse con neuroinflamacion.

La inactivacion genética de FAAH favorece el aumento de proteina
Cx43 en membrana

Los hemicanales de membrana son muy importantes para la comunicacion
intercelular y para el mantenimiento de la homeostasis cerebral (Giaume et al., 2013).
Los méas abundantes en astrocitos son los formados por Cx43, aunque, en menor
cantidad, la microglia también expresa este tipo de hemicanal (Koulakoff et al., 2012;
Giaume et al., 2013). Se ha descrito su implicacion en diferentes aspectos de la EA
(Orellana et al., 2011; Kajiwara et al., 2018). En particular, se les atribuye un papel
deletéreo asociado a un aumento de su actividad y/o expresion, lo cual favoreceria el
incremento de la liberacién de moléculas perjudiciales para la estabilidad neuronal
(citoquinas, glutamato, PGEs etc.). Sin embargo, datos obtenidos en nuestro grupo

relacionan el aumento de la actividad de los hemicanales Cx43 con una respuesta
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microglial mas eficiente tras una lesion cerebral en ratones FAAH”- (Vazquez, Tolon,
Pazos, et al., 2015).

Dado que se conoce la influencia de la AEA, citoquinas pro-inflamatorias (Retamal
et al., 2007), y de AB (Orellana et al., 2011) en la actividad de los hemicanales de Cx43,
guisimos estudiar el comportamiento de estos en la glia FAAH'- ante dichos estimulos.
En primer lugar, cuantificamos la proteina Cx43 en membrana plasmética de glia en
condiciones basales. El analisis de los WB realizados reveld que existia mayor cantidad
de Cx43 enla membrana de glia FAAH"- respecto de la WT, lo que concuerda con datos
previos de nuestro grupo (Vazquez, Tolon, Pazos, et al., 2015), que mostraban que se
producia una mayor internalizacién de BrEt (compuesto catidnico capaz de entrar en el
interior celular a través de los HC de membrana) en astrocitos FAAH'-, a través de HC
de Cx43.

Existen publicaciones sobre la caracterizacion de los hemicanales de Cx43 en
diversos contextos (Retamal et al., 2007; Orellana et al., 2011). En primer lugar, resalta
el hecho de que se detecte BrEt dentro de las células en condiciones fisioldgicas (o
basales), ya que los HC de Cx43 tienen una baja probabilidad de apertura a
concentraciones estandar de iones divalentes en el medio celular (Giaume et al., 2013).
Sin embargo, se ha descrito previamente la entrada de BrEt a través de los HC de Cx43
en presencia de Ca?" extracelular (Hansen et al., 2014), por lo que su apertura no
depende exclusivamente de cambios de voltaje de membrana, sino de otros puntos de
control, como la fosforilacion/ des-fosforilacion de sus extremos C-terminal, fuerzas
mecanicas, sefiales extracelulares etc. (Giaume et al., 2013). Cuando no se conocia
gue los HC podian ejercer funciones por si mismos, se pensaba que, hasta formar las
uniones en hendidura (gap junctions), debian estar completamente cerrados para evitar
“fugas” de iones o moléculas de pequefio tamafo desde el interior celular. Sin embargo,
tras el descubrimiento de que los hemicanales desempefian funciones intrinsecas, se
llegd a la conclusion de que las aperturas esporadicas en condiciones fisioldgicas no
eran perjudiciales, sino necesarias, y con sentido biolégico (Séez et al., 2005). Esto
explica que sea posible la internalizacion del BrEt en condiciones fisiologicas, y, por
tanto, que detectemos su fluorescencia.

El siguiente paso fue conocer el comportamiento de los HC de Cx43 ante diferentes
estimulos extracelulares. Tras 24 horas de exposicion a dichos estimulos, observamos
gque el AB1-42 no tenia efecto sobre la actividad hemicanal, mientras que el coctel de
citoquinas pro-inflamatorias (IL-18 y TNFa) producia una disminucion en dicha actividad,
pero solo en glia FAAH"-,
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Se ha descrito que el péptido AB2s-35 es capaz de inducir la apertura de hemicanales
de Cx43 alas 72 horas de ser aplicado en cultivos de astrocitos primarios (Orellana et
al., 2011), e igualmente, dicha apertura se produce cuando se exponen a citoquinas pro-
inflamatorias durante 24 horas (Retamal et al., 2007). La falta de efecto del ABi-42 que
observamos en nuestro modelo experimental contrasta con los resultados de Orellana
y cols. (Orellana et al.,, 2011). Hay varios aspectos que pueden explicar esta
discrepancia: 1) el péptido AR empleado; 2) la concentracion a la que este fue utilizado;
y 3) la duracién del tratamiento. Orellana y cols. (Orellana et al., 2011) describen al
péptido AB2s-3s como la secuencia mas reactiva y téxica, y, ademas, lo emplean al doble
de la concentracion que la empleada en los presentes trabajos, y que es bastante mas
elevada que la descrita en cerebros de pacientes con EA (Nielsen et al., 2017). A ello
hay que unir la baja toxicidad de nuestro péptido ABi42 en nuestros experimentos
(recordemos, mas fibrilado que el AB2s-3s por el empleo de NHs y la incubacion a 37° C).
Sera recomendable que experimentos futuros empleen metodologias comunes para

esclarecer definitivamente si, por tanto, el AB es capaz de provocar la apertura de HC.

En relacion con el experimento de exposicion al coéctel de citoquinas pro-
inflamatorias, lo que observamos fue que se producia una disminucién de la entrada de
BrEt en la glia FAAH', en contraposicion a lo descrito previamente (Retamal et al.,
2007). Tras observar una mayor entrada de BrEt en condiciones basales y un aumento
de Cx43 de membrana en estas células, la disminucién de BrEt ante la presencia de
citoquinas pro-inflamatorias podria deberse a un cierre permanente de los hemicanales,
0 quiza, a un proceso de internalizacion de estos, como mecanismo de defensa ante un
ambiente excesivamente pro-inflamatorio. Seran necesarios futuros experimentos que
ayuden a comprobar tal hipotesis.

La inactivacion genética de FAAH previene el descenso de AEA en
presencia de AB;.4

Para continuar nuestro estudio sobre la caracterizaciéon de la glia FAAH”", quisimos
conocer cémo variaban los niveles de AEA en presencia de AB1-42. Nuestros resultados
indican que la exposicion al péptido da lugar a una disminucion de los niveles de AEA,
tanto en el medio como en el interior celular, en glia WT. Por el contrario, observamos
gue la glia FAAH” fue insensible a la presencia del péptido. Estos resultados
concuerdan con datos previos que describian una disminucién significativa de los
niveles de AEA en pacientes con EA, en relacion con los controles sanos (Jung et al.,
2012). Mas concretamente, la disminucion de los niveles de AEA de cerebro de
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pacientes enfermos se correlacionaba con una menor velocidad de procesamiento de la
informacion y de facilidad lingtistica. Sin embargo, la relacion de los niveles del EC con
los del péptido ABi-42 resultaba ser inversamente proporcional, tanto en cerebro de
pacientes con EA como en células APPSWE/Neuro-2a. Ademas, es resefiable que no
se detectaran variaciones en los niveles de 2-AG ni en otros lipidos analizados, ni que
tampoco existiera correlacion entre las variaciones de los niveles de AEA con los del
péptido ABi-40, la deposicion de placas neuriticas, o la fosforilacion de la proteina tau
(Jung et al., 2012).

Nuestros resultados también se relacionan con datos previos en nuestro grupo de
investigacion, que describieron un aumento de la expresion de FAAH en astrocitos
asociados a placas neuriticas de pacientes con EA, asi comoun aumento de la actividad
de la enzima en regiones periféricas a dichas placas (Benito et al., 2003).

Como mencionamos anteriormente, en glia FAAH"- se previene la reduccién de los
niveles de AEA en presencia del péptido AB, lo que concuerda con el hecho de que la
enzima FAAH en estas células no es funcional. Los niveles elevados de AEA podrian
explicar el fenotipo pro-inflamatorio que adquieren las células gliales FAAH" tras el
aumento del tono de la AEA principalmente, como venimos describiendo en nuestro
grupo de investigacion ((Benito et al., 2012); datos in vitro presentados en esta tesis).
En concreto, parecen corroborar el papel pro-inflamatorio de la AEA en nuestro modelo
experimental, ya que sugieren que la disminucion de AEA en glia WT ante la presencia
del péptido ABi-42 podria ser parcialmente responsable de la ausencia de respuesta
inflamatoria en presencia del péptido. Sin embargo, en glia FAAH', la ausencia de
diferencias en los niveles de AEA tras su exposicion al péptido, podria estar
favoreciendo una mayor disposicion del EC para su degradacion via COX2, responsable
de la producciéon de PGs. Asi, se favoreceria la activacion de la IL-13 por parte del
NLRP3, y la sefalizacion a través de IL-1R-1.

En conjunto, nuestros resultados parecen confirmar la relevancia de la AEA en el
contexto patolégico de la EA. A dia de hoy, se describe al SEC en general, y a la AEA
en particular, como importantes neuromoduladores del SNC, tanto en condiciones
fisiologicas, como patoldgicas (Fernandez-Ruiz et al., 2015; Molina-Holgado & Molina-
Holgado, 2019). Se ha descrito previamente que el aumento del tono endocannabinoide
da lugar a propiedades anti-inflamatorias (Fernandez-Ruiz et al., 2015; Turcotte et al.,
2015), justificando el potencial terapéutico de las enzimas degradativas de los ECs como
dianas para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas con componente

neuroinflamatorio. Sin embargo, el conjunto de datos de nuestro grupo parece sustentar
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otras vias (pro-inflamatorias) de actuacion, que parecen desembocar en efectos
igualmente beneficiosos.

La inactivacion genética de FAAH no afecta a la fagocitosis del
péptido AB; .4

Uno de los procesos mas importantes durante la neuroinflamacion es la retirada de
los elementos téxicos responsables del dafio, asi como de los elementos celulares
(debris) resultantes de la evolucién de la respuesta inflamatoria. En el SNC, el tipo
celular predominante en esta tarea es la microglia, aunque se ha descrito que los
astrocitos también pueden llevar a cabo dicha funcion (Alarcén et al., 2005; Zhang et al.,
2014). Por ello, quisimos comprobar si el perfil pro-inflamatorio que hemos descrito
hasta ahora influia de algin modo en la actividad fagocitica de la glia FAAH'. Los
resultados que obtuvimos mostraron que la inactivacion genética de FAAH no afectaba
a las propiedades fagociticas de la glia.

En los Ultimos afios se ha profundizado en la investigacion de los distintos fenotipos
gue puede adquirir la microglia durante el proceso neuroinflamatorio. Aunque mas
complejo, se definen dos estadios principales en la microglia activada: el M1, también
denominado “activacién clasica”, y el M2, conocido también como “activacion
alternativa”. El fenotipo M1 se asocia al inicio de la respuesta neuroinflamatoria
mediante la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias (IL-18 y TNFa), ROS y otras
moléculas tipicas de este proceso de neuroinflamacion. Sin embargo, el M2 se relaciona
con una actividad mas resolutiva, dirigida a la reparacion del tejido, restablecimiento de
la matriz extracelular, liberacion de citoquinas anti-inflamatorias y fagocitosis (Mecha et
al., 2016; Tang & Le, 2016). No obstante, dicha clasificacién puede resultar mas
compleja, puesto que existen estadios intermedios en los que se puede dar una
combinacion de funciones. Un ejemplo seria el hecho de que la sobre-expresion de IL-
1B en hipocampo promueve el aclaramiento de placas neuriticas (Shaftel et al., 2007;
Matousek et al., 2012), pero la confirmacion viene de la mano de recientes estudios que
describen la existencia de subpoblaciones de microglia dependientes de la region
cerebral, del tiempo (edad del individuo) y de la homeostasis cerebral (presencia o
ausencia de alguna patologia) (Grabert et al., 2016; Masuda et al., 2019; Stratoulias et
al., 2019). Estas subpoblaciones se distinguen entre ellas en base al perfil de expresion
génica, lo que las confiere propiedades intrinsecas y funciones Unicas.
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En armonia con los datos derivados de la cuantificacion de la actividad fagocitica, y
con los resultados obtenidos de la expresion de citoquinas, confirmamos que la glia
FAAH' se asemeja al perfil M1 de la microglia in vivo, debido a que los astrocitos y
microglia FAAH'- en co-cultivo mantienen una expresion predominante de citoquinas
pro-inflamatorias, y no asi de anti-inflamatorias (IL-10) durante las primeras horas de
exposicion a AB. Sin embargo, dicho fenotipo no altera la actividad fagocitica de la glia
FAAH'- durante las primeras horas de accién contra el péptido, lo que concuerda con el
estado denominado como priming que hemos mencionado anteriormente (Heneka et
al., 2015).

A continuacion, se presenta un resumen ilustrativo de los cambios descritos en glia
primaria FAAH'- (figura 49):

FAAH-
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Figura 49: representacion esquematica de los cambios producidos en glia primaria tras la inactivacion genética de FAAH.

Estudioinvivo de la neuroinflamacion asociadaala EA

El estudio de la neuroinflamacion asociada a la patologia amiloide in vivo fue llevado
a cabo gracias al empleo del modelo transgénico 5xFAD, el cual se caracteriza por
presentar 5 mutaciones genéticas humanas de la EA hereditaria, o familiar (Oakley et
al., 2006). Dichas mutaciones dan lugar al desarrollo de la patologia con cierta celeridad
con respecto a otros modelos animales, ya que los primeros depésitos de AB, asi como
la gliosis e inflamacién, comienzan a aparecer aproximadamente a los dos meses de
edad del animal (Boza-Serrano et al., 2018). No obstante, los primeros sintomas de
alteracion de la memoriay aprendizaje no son detectables hasta los 6 meses (Oakley et
al., 2006; Vazquez, Tolon, Grande, et al., 2015).

Datos publicados por nuestro grupo muestran que el aumento de los niveles de AEA,
de forma prolongada y mantenida en el tiempo en ratones 5xFAD/FAAH", causa la
reduccion de los niveles de APP y AB, asi como de los acumulos de placas neuriticas y

126



de gliosis. Sin embargo, se produce paralelamente una mayor respuesta inflamatoria,
en la que la citoquina IL-1B cobra protagonismo por mantenerse, a nivel de proteina, en
valores similares a los de los ratones 5xFAD (Vazquez, Tolon, Grande, et al., 2015).
Estas premisas, junto con los datos in vitro ya discutidos anteriormente, sentaron las
bases para continuar con la caracterizacion de la importancia de la IL-18 en la mejora
patolégica de los ratones 5xFAD tras la inhibicion genética de FAAH.

El procedimiento experimental consisti6 en el tratamiento de los ratones con
minociclina, durante 12 dias consecutivos, a una dosis de 10mg/kg. Este derivado de
las tetraciclinas de segunda generacion se caracteriza por sus propiedades anti-
inflamatorias, destacando la inhibicion de la maduracion de la proteina IL-1p por parte
de la caspasal (Kim & Suh, 2009; Garrido-Mesa et al., 2013). Decidimos emplear este
farmacopara actuar sobre la sefializacion dependiente de IL-18 debido a que no existen
antagonistas del receptor IL-1R-1 capaces de traspasar la barrera hematoencefalica.
Por tanto, la hipétesis de trabajo fue que la reduccion de la inflamacion, y
consecuentemente, la de la produccion de IL-1B, resultaria en un empeoramiento
cognitivo y patolégico de los ratones 5xFAD/FAAH"-,

El tratamiento con minociclinareduce los nivelesde IL-18 enratones
5xFAD/FAAH-

En primer lugar, quisimos profundizar en la caracterizacion del perfil inflamatorio de
los ratones 5xFAD y 5xFAD/FAAH"-. Para ello, llevamos a cabo la cuantificacion de la
expresion de citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, tanto en condiciones
basales como en tratados con minociclina. Dicho analisis revelé que, en condiciones
basales, a la vez que se producia un aumento de la expresion de IL-18 en ratones
5XFAD/FAAH"- con respecto a sus controles 5xFAD, tanto en corteza como en
hipocampo, paralelamente se daba una disminucion de la expresion de la citoquina anti-
inflamatoria IL-10 en hipocampo, aunque, en corteza, esta disminucién no se ve
reflejada.

Como venimos destacando desde el inicio del presente trabajo, existen evidencias,
tanto de nuestro grupo de investigacion (Vazquez, Tolén, Grande, et al., 2015), como
de otros, (Shaftel et al., 2007; Matousek et al., 2012) del papel potencialmente
beneficioso que adquiere la IL-1B en la respuesta inflamatoria asociada a la EA, que en
nuestro paradigma experimental, se encuentra ligado a la inhibicion genética de la

enzima FAAH. Sin embargo, hasta que no concluimos los analisis de los experimentos
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realizados en el contexto in vivo, no pudimos comprender el alcance de dicho rol
beneficioso en el contexto neuroinflamatorio asociado a la patologia amiloide.

Shaftel y cols. (Shaftel et al., 2007) estudiaron la sobre-expresion de IL-1(3 localizada
en hipocampo (giro dentado) mediante un modelo murino que permitia la expresion de
la citoquina de manera controlada tanto espacial, como temporalmente. La induccién de
la expresion de IL-1B durante un mes, en ratones APP/PS1 de 6 meses de edad, se
correlacioné con una disminucion de placas y formas insolubles de AB140 y AB1-42,
responsabilizando de ello a la accion de la microglia tras su activacion por parte de la
citoquina. Posteriormente, Matousek y cols. (Matousek et al., 2012) demostraron que el
mantenimiento de la expresion de IL-1p durante 5 meses resulto incluso favorecedor en
cuanto a las mejoras patolégicas descritas en los ratones APP/PS1.

Paralelamente, existen a su vez varias referencias en las que se demuestra el papel
perjudicial que juega la citoquina IL-10 en la patologia de la EA. Chakrabarty y cols.
(Chakrabarty et al., 2015) sobre-expresaron la citoquina IL-10 en dos modelos animales
de la EA (TgCRND8 y Tg2576). Los resultados de dicha sobre-expresion se
correspondian con un aumento de la produccién de AB, que provocaba el incremento
del acumulo de placas en cortezae hipocampo, asicomo una mayor gliosis, deficiencias
sinapticas, y dafios cognitivos. Por otro lado, Guillot-Sestier y cols. (Guillot-Sestier et al.,
2015), mediante el empleo de ratones APP/PS1/IL107- demostraron que la delecion de
IL-10 daba lugar a una disminucion de la presencia de placas neuriticas en corteza e
hipocampo, asi como a la reduccién de los niveles de AB1-40 y AB1-42 en hasta un 85%.

Ademas, Guillot-Sestier y cols. (Guillot-Sestier et al., 2015) comprobaron que la
fuente principal de la citoquina IL-10 es la microglia asociada a placas. Nuestros datos
revelaron que existen diferencias de expresion de esta citoquina entre corteza e
hipocampo de ratones 5xFAD/FAAH", lo que, en conjunto, puede deberse a 1) la menor
acumulacion de placas en corteza con respecto a hipocampo (figura 44); y 2) la
existencia de mayor ratio de microglia M1 en estos ratones (grafica B figura 45). Ambos
sucesos podrian explicar que en corteza no se observen diferencias en cuanto a la
expresion de IL-10 en condiciones basales, pero si que sean detectables en hipocampo,
ya gque, en corteza, al observar menos placas respecto de hipocampo, existe una menor
microgliosis asociada a placas en esta region. Sumado al fenotipo pro-inflamatorio de la
microglia en ratones 5xFAD/FAAH", se dificulta la deteccion de cambios en IL-10,
puesto que esta microglia no expresa citoquinas anti-inflamatorias prioritariamente. Por
el contrario, el mayor nimero de placas en hipocampo respecto de corteza, si ayudaria

a visibilizar la disminuciénde expresion en IL-10. No obstante, existe un tercer elemento
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gue podria explicar las diferencias de expresion regionales de IL-10, que es la existencia
de subtipos de microglia dependientes de la region cerebral, homeostasis y tiempo del
individuo, como ya mencionamos anteriormente (Grabert et al., 2016; Masuda et al.,
2019; Stratoulias et al., 2019).

Todo ello, en conjunto, permite proponer que el perfil pro-inflamatorio neto de los
ratones 5xFAD/FAAH’- resulta beneficioso en el contexto de la patologia amiloide.
Ademas, el tratamiento con minociclina de este genotipo, tal y como se esperaba, da
lugar a la reduccion de la expresion de IL-18 tanto en corteza como en hipocampo,

mientras que en IL-10 los cambios vuelven a ser variables segun qué area cerebral se
estudie.

Nuestro interés en dilucidar la relevancia de la IL-13 en el contexto patoldgico de la
EA, en ausencia de la enzima FAAH funcional, se extendio al resto de componentes de
la familia IL-1, tal y como hicimos en experimentos in vitro. En este caso, se llevé a cabo
la cuantificacion de la expresion de IL-1R-1 y de IL-1RN, (el receptor de IL-1 y el
antagonista del receptor, respectivamente). Dicho andlisis mostré6 que, en corteza,
existe un aumento de la expresion de IL-1R-1 en ratones 5xFAD/FAAH- respecto de los
ratones 5xFAD. No obstante, el tratamiento con minociclina reduce dichas diferencias
en el casode IL-1R-1, mientras que en IL-1RN apenas existe variacion. Estos resultados
apoyan, una vez mas, la premisa del papel relevante de la sefializacion via IL-1p,

mediante su unidn a su receptor.

Conociendo la complejidad del mecanismo de regulacién de la expresion de IL-13,
quisimos realizar una cuantificacion de la proteina total de IL-1B presente en corteza.
Ya comprobamos que los niveles de proteina IL-1B total en hipocampo eran similares
entre ratones 5xFAD y 5XxFAD/FAAH"- (Vazquez, Tolén, Grande, et al., 2015). Por tanto,
la cuantificacion de la citoquina en corteza mediante ELISA nos ayudd a confirmar, por
un lado, que los niveles de proteina de IL-1B eran similares entre ratones 5xFAD y
5xFAD/FAAH'- (controles vehiculo), y, por otro lado, que el tratamiento con minociclina
producia una disminucién de IL-1B, no solo en ratones 5xFAD/FAAH"-, sino también en
los 5XxFAD. No obstante, la reduccion de la proteina IL-1B fue mayor en animales
5XFAD/FAAH.

En conjunto, los resultados de la cuantificacion de la expresion de citoquinas,
componentes de la familia IL-1, y de los niveles de proteina IL-1B total, ratifican la
existencia de un perfil pro-inflamatorio neto en ratones 5xFAD/FAAH", en el que destaca
la sobre-expresion de la citoquina IL-1B3, asi comola de su receptor. Sin embargo, no
podemos confirmar un aumento de su produccién, puesto que los niveles de proteina
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no difieren en ratones 5xFAD, tengan o no la enzima FAAH. Seria interesante corroborar
la ausencia de diferencias en los niveles de proteina empleando otras técnicas
complementarias, como WB.

El tratamiento con minociclina revierte la bajada de los niveles de
AB, 4, y placas neuriticas en los ratones 5xFAD/FAAH -

Partiendo del hecho de que los ratones 5xFAD/FAAH"- acumulan menos AR y placas
neuriticas en hipocampo con respecto a sus controles 5xFAD (Vazquez, Tol6n, Grande,
et al., 2015), se comprobo también la influencia de la atenuacion de la inflamacion en
general, y de la expresion de IL-1B en particular, sobre los niveles de AB1-42 y placas
neuriticas. Los resultados que obtuvimos muestran que el tratamiento con minociclina
producia efectos opuestos a los conseguidos con la inhibiciébn genética de FAAH. En
ratones 5xFAD tratados con minociclina, se produjo un descenso del acumulo de placas
en hipocampo, mientras que en los 5xFAD/FAAH’- se revirti6 la bajada del acimulo de
placas, asi como el de los niveles de AB1-42 conseguidas por la inhibicion genética de
FAAH en esta mismaregion cerebral. Ademas, los ratones 5xFAD/FAAH resultaron ser
sensibles al bloqueo de IL-18 por parte de la minociclina, ya que el tratamiento provoco
gue solo en ellos aumentaran los niveles de AB1-42, tanto en cortezacomo en hipocampo.
El empeoramiento de la patologia amiloide tras un tratamiento anti-inflamatorio en
ratones 5XxFAD/FAAH’- parece indicar que los elevados niveles de AEA en dichos
ratones influyen en el incremento de niveles de expresion de IL-1B, favorecedores en la
resolucion de la patologia. No obstante, la deposicion de placas en corteza no se
correlaciona con la ocurrida en hipocampo, ya que en corteza no existen diferencias
entre ninguno de los grupos de estudio. No tenemos explicacion biologica para dichas
diferencias. Sin embargo, durante la cuantificacibn mediante analisis de imagen, ya
observamos repetidamente un menor numero de placas en corteza respecto de
hipocampo, en todos los grupos, de manera que las diferencias entre areas cerebrales
en cuanto a la deposicion amiloide puede que sustenten algunos efectos observados,
como las diferencias de expresion de IL-10 entre corteza e hipocampo, posiblemente
dependiente del fenotipo, o subtipo microglial, mencionado con anterioridad.

Existen referencias en las que se demuestra el caracter neuroprotector de la
minociclina en el contexto de la EA, ya que su accion anti-inflamatoria, anti-oxidativa y
anti-apoptotica, se ve directamente relacionada con la prevencion de la deposicion de
AB. Ferretti y cols. (Ferretti et al., 2012), empleando el modelo murino de EA, McGill-
Thyl-APP, demostraron que la minociclina reducia la produccion de A mediante el
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bloqueo de la activacion de NF-kB, y en consecuencia, el de la actividad de BACE1. No
obstante, también observaron una reduccion de los niveles de APP, lo que podria
contribuir al descenso de AB. Ademas, cada vez hay mas datos que sustentan la
importancia de la respuesta inflamatoria en el contexto de la patologia amiloide (Krstic
& Knuesel, 2012; Heppner et al., 2015; Zhang & Jiang, 2015), como por ejemplo, que el
AB es un inductor de la activacion del NLRP3, responsable de la activacion de la IL-13
(Heneka et al., 2013). Los datos publicados por Ferreti y cols. (Ferretti et al., 2012)
apoyarian los efectos beneficiosos que hemos observado en ratones 5xFAD bajo
tratamiento con minociclina, ya que en ellos se produce una disminucion de la
deposicion de AB en hipocampo asociada a la reduccién en la activacion de la IL-1B. Sin
embargo, dichas evidencias se contraponen a lo que hemos observado en ratones
5XFAD/FAAH"-. Tras el tratamiento con minociclina, detectamos en estos ratones una
disminucion de la proteina IL-18 mucho mas pronunciada, e incluso de la propia
expresion, pero, por el contrario, observamos un empeoramiento en la evolucion
patolégica de estos animales, al darse un aumento de placas en hipocampo, y de niveles
de AB1-42 totales tanto en hipocampo como corteza. De nuevo, podemos recurrir a los
trabajos de Shaftel y cols. (Shaftel et al., 2007), asi como los de Matousek y cols.
(Matousek et al., 2012), para resaltar la importancia de la IL-13 en el fomento de la
actividad microglial promovedora de la eliminacion de placas, e incluso a nuestros
resultados obtenidos tras la caracterizacion del fenotipo microglial, y de las propiedades
fagociticas de los ratones 5xFAD/FAAH’- (explicado en el siguiente apartado). No
obstante, Tachida y cols. (Tachida et al., 2008) describieron otra posible via de actuacion
de la IL-1B, por la cual, tras dar lugar a un aumento de la actividad de la enzima
convertidora de la TNFa (TACE), se favorecia el procesamiento proteolitico de APP por
la ruta no amiloidogénica, en células de neuroblastoma humanas SK-N-SH. Queda por
demostrar, sin embargo, si esta Ultima via de actuacion de la IL-1B se reproduce en in
Vivo.

La inhibicion genética de FAAH favorece un fenotipo microglial pro-

inflamatorio con mayor actividad fagocitica en el contexto de la
patologia amiloide

Tal y como mencionamos previamente (ver resultados in vitro), el tipo celular con
mayor capacidad fagocitica en el SNC es la microglia (Zhang et al., 2014; Heneka et al.,
2015). La fagocitosis es un proceso muy importante en el contexto de la patologia

amiloide, puesto que favorece la retirada de los depositos de AB142 del parénquima
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celular, asi como de debris celular y elementos que favorezcan el mantenimiento de la
respuesta neuroinflamatoria. Por tanto, con el objetivo de conocer los mecanismos que
llevan a la disminucion del AB1-22 en corteza e hipocampo, asi como a la disminucion de
placas en hipocampo en ratones 5xFAD/FAAH", se caracteriz6 el fenotipo microglial y
la actividad fagocitica de la microglia de estos ratones.

Los resultados derivados de la cuantificacion de la microglia existente en cerebros
de ratones 5xFAD y 5xFAD/FAAH’-, asi como la proporcion de células M1 y M2
existentes en la poblacién microglial, revel6 que los ratones 5xFAD/FAAH’- tenian
menor numero de células, aunque de fenotipo M1 mayoritariamente. Estos resultados
concuerdan con resultados previos obtenidos en nuestro grupo, donde se describio
mediante técnicas de inmunohistoquimica que existia una menor microgliosis, aunque
de fenotipo mas “reactivo”, en hipocampo de ratones 5xFAD/FAAH" respecto de sus

homologos 5xFAD (Vazquez, Tolon, Grande, et al., 2015).

Cuando evaluamos la actividad fagocitica de la microglia, pudimos comprobar que
en ratones 5xFAD/FAAH"- existia un mayor nimero de células de microglia con methoxy
X04 en su interior (indicativo de la fagocitosis de péptido AB depositado), respecto de
microglia procedente de ratones 5xFAD.

Estos resultados nos presentan de nuevo la relacion paraddjica existente entre el
perfil pro-inflamatorio y los efectos beneficiosos en cuanto a la resolucion de la patologia
amiloide, descrita hasta la fecha por nuestro grupo de investigacion (Vazquez, Tolon,
Grande, et al., 2015). Como ya hemos mencionado anteriormente, la clasificacion del
fenotipo microglial en M1 y M2 resulta ser mas compleja, puesto que existen estadios
intermedios, asi como subtipos microgliales segun la region, tiempo, y homeostasis
cerebral, que disponen de funciones especfificas para cada subtipo microglial (Grabert
et al., 2016; Mecha et al., 2016; Tang & Le, 2016; Masuda et al., 2019; Stratoulias et al.,
2019). Sin embargo, un estadio microglial que recoge las propiedades que hemos
descrito en la (micro)glia FAAH”- es el denominado “estado de preparacion” o priming,
el cual hemos introducido anteriormente (ver discusion de datos in vitro). Las células en
dicho estado se caracterizan por mostrar un fenotipo pro-inflamatorio, a la vez que sus
capacidades fagociticas se encuentran intactas, favoreciendo asi un estado de alerta
gue permita una respuesta mas eficiente ante la presencia de un estimulo nocivo
(Heneka et al., 2015).

En la actividad fagocitica de la microglia se han descrito varios receptores
importantes en el proceso, encargados de detectar la presencia del péptido AB para
iniciar el proceso de fagocitosis. Entre estos receptores se encuentra el CD200, CD33,
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los receptores “scavenger”, o el TREM-2. Este Ultimo ha cobrado gran importancia en el
contexto de la EA, puesto que algunas variaciones genéticas de este gen han sido
relacionadas con la disminucion de la actividad fagocitica de la microglia, y en
consecuencia, con una mayor probabilidad de desarrollar la enfermedad (Heneka et al.,
2015; Navarro et al., 2018). De manera similar a lo que ocurre con TREM-2, un SNP en
el gen condificante para el receptor CD33 se relaciona con la disfuncién fagocitica de la
microglia, la cual favorece la evolucion de la EA en caso de darse en las personas que
lo porten (Heneka et al., 2015). Por ello, seria interesante tener en cuenta el estudio de
algunos de estos receptores a la hora de profundizar en la caracterizacion de las
propiedades fagociticas de la microglia FAAH"- en futuros experimentos.

El tratamiento con minociclina disminuye la capacidad de
adquisicion de memoria espacial en los ratones 5xFAD/FAAH -

Hasta este punto, nuestros datos sustentan la hipétesis de partida de que un
tratamiento anti-inflamatorio que inhiba la expresion y produccion de IL-1(3, revierte los
efectos beneficiosos logrados en la evolucion de la patologia amiloide cuando existe un
aumento del tono endocannabinoide, y concretamente, de la AEA. Sin embargo, es
sabido que la acumulacién del AB en cerebro es necesaria, pero no suficiente, para dar
lugar a un deterioro cognitivo (Sperling et al., 2011; Morris et al., 2014). Por ello,
llevamos a cabo la evaluacion de la memoria espacial de los ratones 5xFAD y
5xFAD/FAAH"-, tratados con vehiculo o con minociclina. El objetivo fue conocer si, tal y
comovienen apuntando los resultados de las distintas pruebas bioquimicas presentadas
y discutidas hasta ahora, la inhibicién de la expresion y produccion de IL-13 da pie a
efectos deletéreos en la memoria espacial de ratones 5xFAD/FAAH”-, asi como a
efectos beneficiosos en los 5xFAD. Los resultados obtenidos muestran que,
efectivamente, los ratones 5xFAD/FAAH"- realizan peor la prueba de memoria espacial
del MWM cuando son tratados con minociclina, mientras que ocurre lo contrario en el
grupo 5xFAD tratado con el farmaco. Una vez mas, estos datos apoyan nuestra
hipétesis de partida, confirmando la importancia del contexto pro-inflamatorio, y en
particular, de la IL-1B, en un prondstico favorable de la EA gracias al aumento de los
niveles de la AEA. No obstante, es resefiable que, en esta ocasion, no pudimos
confirmar las mejoras cognitivas en los 5xFAD/FAAH"- con respecto a los 5xFAD debido
a la inactivaciéon genética de FAAH, como ya se describié anteriormente en nuestro
grupo (Vazquez, Tolén, Grande, et al., 2015). Estas discrepancias entre ambos grupos

de datos pueden deberse a cambios en factores criticos a controlar en esta prueba de
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memoria, como la temperatura del agua, o alteraciones puntuales del ruido durante los
dias de evaluacion. Temperaturas del agua que causen un descenso O ascenso
importante de la temperatura corporal del animal pueden influir considerablemente en el
aprendizaje durante la prueba de MWM, de manera que suele establecerse como rango
aceptable una temperatura de entre 20 y 22° C (Vorhees & Williams, 2014). Para los
datos presentados en esta tesis, la temperatura del agua se mantuvo en un rango de
19-21° C, mientras que los datos presentados anteriormente por nuestro grupo fueron
obtenidos trabajando con un rango de temperatura de entre 22-24° C. Es dificil evaluar
cuan influyente pueden llegar a ser estas diferencias de 1-3 °C, pero, en cualquier caso,
y debido a la diferencia entre ambos lotes de datos, es un aspecto a tener en cuenta
para futuras evaluaciones. A pesar de esto, los cuatro grupos experimentales
empleados para la realizacion de la prueba de MWM (5xFAD vehiculo, 5XxFAD/FAAH'-
vehiculo, 5xFAD tratados con minociclina y 5xFAD/FAAH"- tratados con minociclina),
fueron evaluados exactamente con los mismos parametros de temperatura y luz. Esto
quiere decir que los datos derivados de esta prueba de memoria espacial resultan
esclarecedores en cuanto a la importancia de la pro-inflamacion en ratones 5xFAD sin
actividad FAAH.

En la figura 50 se presenta un resumen ilustrativo de los cambios descritos en

ratones 5xFAD/FAAH”, tanto en condiciones basales como tras el tratamiento con
minociclina.

En resumen, los resultados obtenidos y presentados en esta tesis demuestran una
vez mas, aunque a pequefia escala, la compleja participacion del SEC en diversos
procesos fisiopatoldgicos. Actualmente no existen terapias ni tratamientos eficaces para
curar la EA, debido en gran parte a la complejidad de su patologia, que se caracteriza
no solo por la existencia de la deposicion de proteinas toxicas en el cerebro, sino
también, por una respuesta inflamatoria, oxidativa y excitotoxica. Precisamente por su
amplia participacion en diferentes procesos, el SEC se presenta como un potente
candidato a explorar para el abordaje del tratamiento de la EA y otras patologias
neurodegenerativas, ya que se ve involucrado en los procesos afectados durante el
proceso patolégico. Los resultados presentados en esta tesis doctoral sugieren la
necesidad de estudiar el SEC, con el objetivo de ir desgranando cada una de sus
funciones y, quiza en un futuro no muy lejano, poder emplearlo como diana terapéutica
para el tratamiento de la EA.
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Figura 50: Representacion ilustrativa de los cambios producidos en ratones 5xFADtras la inactivacion genética de FAAH
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CONCLUSIONES






Tras el andlisis de los resultados obtenidos en la aproximacioén in vitro, pudimos
establecer las siguientes conclusiones:

1. La inhibicion genética de FAAH modifica el perfil inflamatorio de la glia, al
inducir la sobre-expresion de IL-1B y otros componentes relacionados con su
sistema de transmision.

2. La inactivacion genética de FAAH da lugar a una mayor expresion de HC
de Cx43 en la membrana plasmatica de la glia.

3. La disminucién de los niveles de AEA inducida por ABi-42 es prevenida en
la ausencia de actividad FAAH.

Los resultados derivados de la aproximacion in vivo nos permiten concluir lo
siguiente:

1. La inactivacion genética de FAAH en el modelo animal 5xFAD da lugar a
la sobre-expresion de la citoquina IL-1B y otros componentes relacionados con su
sistema de transmision.

2. La inactivacion genética de FAAH se relaciona con una disminucion de la
microgliosis y con un aumento del fenotipo pro-inflamatorio de dicha microglia (M1).
Ademas, su actividad fagocitica resulta ser mas eficaz.

3. El tratamiento con minociclina bloquea la produccion de la IL-18 con
efectos opuestos en ratones 5xFAD y 5xFAD/FAAH’-. Asi, mientras que en ratones
5XFAD produce una bajada de los niveles de ABi42 y de su deposicion, con la
consiguiente mejoria comportamental, en ratones 5xFAD/FAAH’- la minociclina
produce efectos antagénicos.
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Anexo |[|: Cuantificacion de Ila proporciobn microglia/

astrocitos en los cultivos de trabajo

El recuento del niumero de células de microglia (marcadas por inmunocitoguimica
con Ibal-a-rabbit-alexa-488: canal verde) y de astrocitos (marcados con GFAP-Cy3:

canal rojo) se llevé a cabo con el programa Wolfram Mathematica, aplicando el algoritmo
descrito a continuacion:

1. En primer lugar, se importaron las imagenes (en extension .tif), y se
seleccionaron segun el canal de interés para cada marcaje (anticuerpo-fluoréforo).
Es decir, el canal rojo se selecciond para las imagenes de astrocitos (GFAP-Cy3),
el canal verde, para las imagenes de microglia (Ibal-a-rabbit-alexa-488), y el canal
azul, para las de los nucleos celulares (DAPI).

2. A continuacién, se elimind el ruido y los pixeles muertos del detector
mediante una operacion de apertura (Image Opening), que consisti6 en una
convolucion de la imagen, en cada canal, con una matriz discoidal de 2 pixeles de
radio (paso A figuras 1y 2) (Gonzalez & Woods, 2008).

3. Después, se aplicé un algoritmo de deteccion de trazos multiescala
piramidal (Pyramid Multiscale Feature Detection) (paso B figura 1; paso A figura 2),
basado en un sub-muestreo gausiano (downsampling) y en un re-muestreo
(upsampling) laplaciano (Burt & Adelson, 1983). Este algoritmo permite detectar de
manera mas eficiente los contornos celulares, y minimizala pérdida de informacion
de las intensidades de fluorescencia capturadas en los distintos planos celulares.
Las imagenes obtenidas tras la aplicacion de este algoritmo complementaran
posteriormente a las imagenes originales.

4. El siguiente paso consisti6 en la deteccion de los ndcleos
correspondientes a la microglia (canal verde). Para ello, se parti6 de una imagen
reconstruida con la operacion matematica: (CanalVerde-CanalRojo)xCanalAzul.
Esta operacion permite seleccionar la fluorescencia de aquellos ndcleos que, en el
Canal Azul, estan unicamente sobre un fondo verde, no contaminados con
fluorescencia “parasita” del Canal Rojo. Sobre esta imagen, se aplica un binarizado
(todo pixel distinto de cero, se iguala ala unidad) basado en el gradiente morfolégico
de la imagen (Soille, 2013), con un threshold doble (superior e inferior). Los valores
del threshold superior e inferior se calculan a partir de un algoritmo estandar de
obtencion de clusters denominado K-means (algoritmo que tiene como objeto dividir
n observaciones en k clusters, en los que cada observacion pertenece al cluster con
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la media mas cercana, sirviendo, por tanto, como prototipo de cluster) (Ranchordas
et al., 2009). A partir de este binarizado, se cuentan los componentes morfologicos
(los nucleos detectados) cuya circularidad sea mayor que 0.2, descartando asi los
nucleos amontonados (paso C figura 2).

5. Para la segmentacion de los nucleos correspondientes a los astrocitos
(canal rojo), se comenzo, en este caso, con la reconstruccion de la imagen en dicho
canal, aumentada con su deteccion multiescala: (CanalRojo+Pyramid[CanalRojo])x
CanalAzul (paso C figura 1). En el binarizado posterior, se seleccionaron los
componentes con circularidad mayor a 0.1 (paso D figura 1).

6. El aglutinamiento de los astrocitos no permite un recuento directo de los
nucleos por conteo de componentes morfolégicos, como en el caso de la microglia
(binarizado morfolégico, punto 4). Por este motivo, se recurrié a una transformada
de la distancia (Felzenszwalb & Huttenlocher, 2012), con el fin de detectar los
centroides nucleares. A partir de estos, se reconstruyé el contorno nuclear con un
algoritmo de transformacion divisoria de dptima expansion (watershed cuts) (Cousty
et al., 2009). Cada contorno detectado (contamafio superior 25 pixeles) se asoci6 a
un ndcleo celular (paso E figura 1).
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Multiscale
Feature
Detection
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Closing
with 2-pixel
Disk Matrix

—
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Distance
Transform
+
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Components

Figura 1: Esquema ilustrado del proceso por el cual, a partir de la imagen original obtenida en el canal rojo (astrocitos
marcados con GFAP-Cy3), se cuantifica el nUmero de astrocitos existentes en cada imagen (representacion de los puntos
2,3,5y6).
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Figura 2: Esquema ilustrado del proceso por el cual, a partir de la imagen original obtenida en el canal verde (microglia
marcada con Ibal-a-rabbit-alexa-488), se cuantifica el nimero de microglia existente en cada imagen (representacion
de los puntos 2, 3y 4).
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Anexo lI: Cuantificacién de la captaciéon de BrEt mediante la

intensidad de fluorescencia total emitida por célula.

1. Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia total (IFT)

El proceso llevado a cabo para la cuantificacion de la IFT emitida por el BrEt desde

el interior de las células fue el siguiente (figura 3):

1. En primer lugar, se extrajo el canal rojo de la imagen, para analizar
Unicamente la fluorescencia en ese canal.

2. A continuacion, se realiz6 un binarizado basado en el gradiente
morfolégico de la imagen (igual que el descrito en el punto 4 del anexo ).

3. Después, se multiplica la imagen resultante del binarizado por la imagen
original, de manera que los puntos correspondientes al fondo se hacen "cero".

4, Finalmente, se calcula la IFT en el canal rojo, como la suma de
intensidades de cada pixel en la imagen del punto 3.

Separacion de canales
>

Histograma de intensidades del rojo.
Agrupamiento de intensidades mediante
algoritmo de K-means clustering v

Imagen Corregida

‘ Binarizado basado en el
‘ cluster obtenido

—
Producto de la

imagen binarizada
con el canal rojo

{ Cluster deintensdadesbajas (background)

Figura 3: Esquema ilustrado del proceso de cuantificacion de la IFT en el canal rojo.

2. Recuento de nucleos.

El primer paso en el calculo del numero de células consistié en la eliminaciéon del
fondo de la imagen en el canal azul (DAPI, figura 4A). Para ello, se aplico un filtro basado

en la densidad de intensidad de fluorescencia local (figura 4B). Este método es mucho
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mas general que aquellos basados en la intensidad de fluorescencia global (contraste
y/o saturacion de la imagen), ya que diferencian mejor la sefial del ruido y no son tan
sensibles al umbral de intensidad elegido.

Figura 4: imagen representativa de las imagenes originales de partida (A), y de la resultante tras la eliminacién del fondo
en el canal azul, mediante el filtro basado en la densidad de intensidad de fluorescencialocal (B).

En el segundo paso, se aplicdé un binarizado directo de la imagen, junto con un
proceso de rellenado de huecos internos (eliminacién de pixeles de intensidad cero
rodeado de pixeles de intensidad). Ademas, se eliminan aquellos elementos de la
imagen con un tamario inferior a 4 pixeles, con el fin de evitar los "puntos muertos"” del
detector (figura 5).

Figura 5: imagen representativa resultante de la aplicaciéon del binarizado directo, seguido del rellenado de huecos

internos y la eliminacion de los elementos de la imagen inferiores a4 pixeles.

El siguiente paso consistié en llevar a cabo una erosién progresiva de los contornos
de intensidad unidad, (zonas blancas de la imagen) no conectados entre si, hasta
reducirlos a un unico punto, que seria asociado al centro de la célula detectada. Si dos
puntos estan mas proximos de 10 pixeles entre si, se hace la media entre ambos para
obtener un dnico punto. A partir de los puntos reducidos, se realiza de nuevo un proceso
de dilatacion de aquel pixel que representa el centro celular, hasta recuperar la imagen
binarizada inicial. Los componentes resultantes de dicha dilatacion son los perfiles
nucleares detectados (figura 6A 'y 6B).
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Anexos

Figura 6: imagenes representativas de los perfiles nucleares detectados tras el proceso de erosion, dilatacion, y
recuperacion de la imagen binarizada inicial.

Como puede observarse, los perfiles no son del todo satisfactorios, ya que puede
darse el caso en el que varias células estén solapadas y estén siendo contabilizadas
como una Unica célula de mayor tamafio. Por este motivo se recurre, en una segunda
etapa, a una estimacion del numero de células (que no un recuento) basada en la
intensidad de fluorescenciaDAPI, en lugar de la morfologia de los elementos que emiten
fluorescencia. Para ello se determina la cantidad de fluorescencia total para cada uno
de los perfiles detectados en los pasos anteriores (figura 7). Mediante una estimacion
no paramétrica de tipo nucleo gausiano (kernel density estimation) (Parzen, 1962) se
calcula la distribucion de probabilidad de intensidades. Esta distribucion presenta un
pico bien diferenciado a una cierta cantidad de fluorescencia, que representa la

intensidad de fluorescencia mas probable para un nucleo tefiido.

Probability

0 50 100 150 200 250
DAPI Intensity

Figura 7: Célculo de la distribucién de probabilidades de intensidades de los nucleos detectados, donde se detecta la

mas probable (ladel pico mas pronunciado) para un nicleo tefiido.

El nimero final de células estimado se calcula como la intensidad total de
fluorescencia de los perfiles detectados, dividida entre la intensidad més probable para

un nucleo.
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Anexo lll: Anadlisis y cuantificacion de AEA por LC-MS/MS

Los 5 pl de muestra se inyectaron en una precolumna (Acquity HSS T3 1.8uM
Vanguard Pre-Col) en linea con una columna de fase reversa (Acquity UPLC HSS T3
1.8um, 2.1x100mm, Waters), a una temperatura de 30°C. La separacion se realiz6é a un
flujo de 0.2 ml/min, con una fase moévil A (0.1% &cido formico) y una fase mévil B
(acetonitrilo -ACN-). El gradiente de ACN (fase mavil B) fue el siguiente: 0% durante 3
min, 0-95% durante 1 min, 95-99% durante 1 min, y 99% durante otro minuto, tras los
cuales, durante 50 segundos el sistema vuelve a sus condiciones iniciales
manteniéndose durante 3,5 min en dichas condiciones. El espectrometro de masas
operaba en modo positivo con un voltaje de 5500V, temperatura de 500°C y ion source
gas 1 y 2,50. Los fragmentos fueron optimizados en un andlisis previo con los
estandares comerciales, asi como sus voltajes correspondientes, estableciéndose para
AEA una m/z 348.3-62. Las condiciones fueron: DP 70V, CE35V, EP 10Vy CXP 4V,
mientras que las del estandar interno AEA-d8 (m/z 356.4-62), las condiciones fueron:
DP 30V, CE 60V, EP 10V y CXP 4 V. Todas las muestras y el calibrado fueron

analizados en las mismas condiciones.

Para la cuantificacion de AEA, puesto que las concentraciones de este
endocannabinoide difieren considerablemente entre el genotipo WT y FAAH”, se
necesitaron emplear dos rectas de calibrado. Ambas rectas disponian de 7 niveles: la
de las muestras FAAH" tenia un rango de concentraciones de entre 2 y 25 pg/ul de AEA
(Cayman Chemical), mientras que el de la recta de las muestras WT, dicho rango se
situaba entre 8,2 x 10° y 2 pg/pL. Para poder interpolar los valores de las muestras a la
recta de calibrado, se afiadié a cada muestra de las rectas 5 L del estandar interno
AEA-d8.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The search for novel therapies for the treatment of Alzheimer’s disease is an urgent need, due to the current
paucity of available pharmacological tools and the recent failures obtained in clinical trials. Among other
strategies, the modulation of amyloid-triggered neuroinflammation by the endocannabinoid system seems of
relevance. Previous data indicate that the enhancement of the endocannabinoid tone through the inhibition of
the enzymes responsible for the degradation of their main endogenous ligands may render beneficial effects.
Based on previously reported data, in which we described a paradoxical effect of the genetic deletion of the fatty
acid amide hydrolase, we here aimed to expand our knowledge on the role of the endocannabinoid system in the
context of Alzheimer’s disease. To that end, we inhibited the production of interleukin-1f, one of the main
inflammatory cytokines involved in the neuroinflammation triggered by amyloid peptides, in a transgenic mouse
model of this disease by using minocycline, a drug known to impair the synthesis of this cytokine. Our data
suggest that interleukin-13 may be instrumental in order to achieve the beneficial effects derived of fatty acid
amide hydrolase genetic inactivation. This could be appreciated at the molecular (cytokine expression, amyloid
production, plaque deposition) as well as behavioral levels (memory impairment). We here describe a previously
unknown link between the endocannabinoid system and interleukin-1p in the context of Alzheimer’s disease that
open new possibilities for the development of novel therapeutics.
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1. Introduction

The role of neuroinflammation in Alzheimer’s disease (AD) is a
subject of intense debate and analysis. The classical view dictates that
the appearance of beta amyloid (AP) oligomers and the formation of
amyloid-enriched neuritic plaques in the brain parenchyma trigger a
myriad of deleterious effects and, among them, a powerful in-
flammatory response in which glial cells (and, remarkably, microglia)
play a crucial role by secreting cytokines, activating membrane hemi-
channels, phagocytosing amyloid and cell debris, etc [1]. As this in-
flammatory process extends in time, the neuronal damage in sur-
rounding areas gets increased and inflammation perpetuates the
process [2]. In this context, the use of antiinflammatory drugs has been
postulated, but clinical and preclinical data have not been conclusive so
far [3].

Under this conceptual paradigm, the activation of neuroprotective
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endogenous mechanisms, such as the endocannabinoid system (ECS),
seems of great interest. The ECS is comprised of receptors, endogenous
ligands and synthetic and degradative enzymes that has been shown to
provide neuroprotection under different types of brain insult [4].
Among other possible approaches, the enhancement of the EC tone
through the inhibition of the main degrading enzymes for these en-
dogenous ligands is presently considered a promising approach in AD,
as several recent studies have shown the beneficial effects derived of
the genetic or pharmacological inhibition of monoacylglycerol lipase
(MAGL, the main degradative enzyme for 2-arachidonoylglycerol) or
fatty acid amide hydrolase (FAAH, for N-arachidonoylethanolamine,
AEA) [5-7].

Regarding FAAH, we recently reported that its genetic inactivation
led to a pro-inflammatory phenotype in the context of AD, both in vitro
as well as in vivo [7,8]. Astrocytes in primary culture obtained from
neonatal FAAH/~ mice exhibited an enhanced secretion of
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inflammatory cytokines (IL1§3, IL6, CCL-2, etc) that was accompanied
by an increased expression of COX-2, iNOS or TNFa when exposed to
the pathological form of the beta amyloid peptide. Further, several
signaling cascades known to be directly involved in amyloid-triggered
neuroinflammation (p38 MAPK, ERK 1/2 and NFkB) were also proved
to be earlier, and more intensely, activated in FAAH /~ than in WT
astrocytes after exposure to Af. Interstingly, this exacerbated pro-in-
flammatory response was only evident in FAAH-lacking astrocytes, but
not present when this enzyme was subjected to pharmacological in-
hibition with the well-described irreversible inhibitor, URB597 [8].

These data were subsequently confirmed and expanded by using an
animal model of AD [7]. Thus, samples from cortices and hippocampi of
5xFAD/FAAH ™/~ brains showed increased mRNA levels of several key
cytokines (IL1f3, IL6, and TNFa) that were associated to a significant
decrease in APP, in amyloid-enriched neuritic plaques as well as in Ap;.
40 and AP 45 levels. Finally, this enhanced inflammatory milieu was
paradoxically accompanied by decreased astro- and micro-gliosis and
by an improved memory-related behavioral performance. Altogether,
these data led us to conclude that FAAH gene deletion had a profound
effect in the cerebral inflammatory status in the context of AD, invol-
ving several cytokines known to play a critical role in this disease, in-
cluding IL1pB [7].

IL1B is a cytosolic cytokine with pleiotropic functions in the brain,
including neuronal proliferation, differentiation, apoptosis, and long-
term potentiation [9]. The canonical synthetic route for this cytokine
shows that it is synthesized in a precursor, biologically inactive form
(pro-IL1B) that will be subsequently cleaved by an intracellular enzyme
(IL1B-converting enzyme, also identified as caspase-1) to generate the
mature, fully active peptide [10]. The mechanisms controlling the re-
lease of IL1P from cells in the CNS are still a matter of controversy,
ranging from plasma membrane translocation, exosomes or other forms
of secretory microvesicles, and being microglia the main source of this
cytokine in the context of neuroinflammation [9,11]. Importantly,
previous in vitro reports pointed out to a direct interaction between the
ECS and the IL1{} signaling pathways in the control of cell damage [12]
and, more recently, neurogenesis [13].

The present study was designed to deeper explore the exacerbated
inflammatory phenotype observed in the absence of FAAH as well as
the interplay between the ECS and IL1f in the context of AB-induced
neuroinflammation. To that end, we used minocycline to impair IL1(3
synthesis in a mouse model of AD and analyzed the molecular changes
that could differentially develop in WT vs FAAH-lacking mice.

2. Materials and methods
2.1. Mice and minocycline treatments

Mice used in these studies were described in our previous study [7]
and were housed and bred in the animal facilities of Universidad Rey
Juan Carlos (Alcorcén, Madrid, Spain). Experimental protocols met the
European and Spanish regulations for protection of experimental ani-
mals (86/609/EEC and RD 1201/2005 and 53/2013). 6-month old WT
and 5xFAD mice (B6SJL-Tg (APPSwFlLon, PSEN1*M146L*L286V)
6799Vas/Mmjax; Jackson Laboratories; Bar Harbor, ME, USA; [14])
were used for the present studies. 5xFAD mice overexpress the human
APP gene with 3 Familiar Alzheimer’s Disease (FAD) mutations, as well
as the human PS1 gene containing two FAD mutations, both of them
under the control of mouse Thyl promoter. 5xFAD mice were back-
crossed with FAAH ™/~ mice (which have replaced the first FAAH exon;
[15]) for at least 10 generations, so that to obtain the 5xFAD/FAAH /'~
counterparts. Mice of each genotype were sub-divided in two groups:
5xFAD and 5xFAD/FAAH /" vehicle (veh), treated with NaCl 0,9%,
and 5xFAD and 5xFAD/FAAH /" minocycline (mino), treated with
10 mg/kg/day of minocycline hydrochloride (Sigma Aldrich, St Louis,
MO, USA), as described by [16]. The experimental protocol consisted of
injecting intraperitoneally either the drug or the vehicle once a day
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during 12 consecutively days. Two hours after the last dose, mice were
sacrificed by cervical dislocation, and brains were quickly removed,
and divided in hemispheres: one of them was embedded in paraffin for
staining, and the other one was frozen in isopentane, and stored at
—-80°C.

The procedure followed to prepare the minocycline solution com-
prise the reconstitution of the minocycline hydrochloride in NaCl 0,9%
at a concentration of 1,5mg/mL, and the resulted fresh solution was
later adjusted at a pH of 7.4, and stored at —80°C until use.
Minocycline-treated mice received a dose of 200 uL per 30 g weight,
while vehicle animals were treated with the corresponding volume of
NaCl 0,9%. Weight of animals was measured every day in order to in-
ject the correct volume and dose, and for the detection of any symptom
of toxicity [17].

2.2. Behavioral determinations

Memory performance was evaluated as described in our previous
work [7] and based on the Morris water maze test (MWM) method
described by Vorhees and Williams [18]. On day 8 of treatment with
minocycline or vehicle (N = 9-11 per group), spatial memory acquisi-
tion was tested for four consecutive days, four trials per day. Mice were
released into opaque water facing the tank wall starting from different
positions each day and were allowed to swim for a maximum of 60 s in
order to reach a hidden platform. The parameter analysed in the present
experiments was the time spent in finding the hidden platform (escape
latency). Data were analysed by using the Smart 3.0 software (Panlab,
Barcelona, Spain).

2.3. Isolation of microglial cells and flow cytometry

To facilitate the separation of microglia, brains were dissected and
enzymatically digested. Then, the resulting suspension was mechani-
cally dissociated and filtered through a 70-um cell strainer. Cells were
incubated immediately with CD11b MicroBeads and were separated in
a magnetic field using MACS Column (Miltenyi Biotec, Madrid, Spain).
Both CD11b-negative and CD11b-positive effluent fractions were col-
lected for further characterization. Additionally, cells were stained with
CD11bPE (Miltenyi), CD45-APCVio770 (Miltenyi), CD16/32-PerCP-
Cy5.5 and CD206-APC (both from Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) an-
tibodies. Samples were read on a MACSQuant Flow Cytometer and
analysed with MACS Quantify (Miltenyi Biotec).

Fluorescence spillover compensation values were generated using
pooled unseparated/enriched cell preparations rather than commer-
cially available beads to account for the high autofluorescence of
myeloid cells. Debris and aggregates were eliminated from the analysis
by forward and side scatter characteristics, then microglia was identi-
fied as CD11b* CD45'°. Polarization states of CD11b* CD45' microglia
were evaluated by expression of the M1 marker CD16/32 and the M2
marker CD206 with gates established by fluorescence minus one (FMO)
controls. For each hemisphere, approximately ten thousand CD11b*
singlets were analyzed.

2.4. mRNA isolation and RT-qPCR

One frozen hemisphere of each minocycline and vehicle-treated
animal was dissected so that to recover the cortex and hippocampus
areas. Then, Tripure Isolation Reagent (Roche Diagnostics, Manheim,
Germany) was used so as to isolate total RNA for further qPCRs assays.
After RNA isolation, its quality was ensured by a 1% agarose gel elec-
trophoresis, while its quantity was measured by spectrophotometry at
260 nm. Single-strand complementary DNA (cDNA) was synthesized
from 1pug of total RNA with the Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche). The amount of expression of the different genes
and cytokines of interest was quantified by qPCR assays in a
LightCycler® 480 Instrument II (Roche). PCR primers and TagMan
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Fig. 1. Flow cytometry data reveal the pro-inflammatory status of the FAAH-lacking microglia cells and a decreased number of these cells as a consequence of FAAH
gene deletion. Ratio of M1 (defined as CD11 + CD45lo/CD16/32+) to M2 (defined as CD11 + CD45lo/CD206 + ) in Mean Fluorescence Intensity (MFI) units (A)
was elevated in 5XFAD mice and significantly increased in 5XFAD/FAAH ™/~ mice. Measured by flow cytometry analysis. Quantification of microglial cells (B)
(expressed as the percentage of total singlet cells that are CD11 + CD45lo cells) increased significantly in 5XFAD mice while this number were significantly lower in
the brains of FAAH-lacking AD mice. (C) Histogram comparing expression by MFI in microglia (CD11 + CD45low gate) from mice 5xFAD (red line) or 5xFAD/
FAAH /™ (magenta line) representative of 5 independent experiments. N = 5 mice per group. *p < 0.05 (2-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test).
(For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

probes for TNFa and COX2 were designed by Tib Molbiol (Berlin,
Germany), and were all employed at 0.5uM. IL1r and ILlra were
analysed by using a RealTime ready Single Assays (assay IDs: 312,175
and 318527, correspondingly, Roche), while IL1p, IL10 and IL4 were
quantified by employing Predesigned qPCR Assays (assay IDs:
Mm.PT.58.42962427, Mm.PT.58.13531087 and Mm.58.7882098, re-
spectively, IDT®, Coralville, IA, USA). 18S was chosen for normal-
ization. PCR assays were performed using LightCycler® TagMan®
Master (Roche) and Quantimix Easy Probes Kit (Biotools, Madrid,
Spain). All assays, except the corresponding to IL10 and IL4, were carry
out with 2puL of cDNA, whereas IL10 and IL4 assays needed 4 pL.
Because of the use of a 96-well plate, the qPCR reaction was run in
duplicates for each sample, including the positive (a sample known for
showing high expression of all the genes tested) and negative control
(no-template wells). The transcript amounts were calculated using the
second derivative maximum mode of LC-software, version 1.5 (Roche),
and later analysed by the 2742t algorithm, so that to obtain the
Relative Quantification (RQ) values. Further calculations and statistical
analysis were done with these RQ values.

2.5. Neuritic plaque quantification

Paraffin-embedded tissues (N = 3-4 per group) were cut in 4 um
slices and transferred to slides coated with Vectabond (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA). Once deparaffined and rehy-
drated, amyloid aggregates were labelled with methoxy-X04 staining,
as described [19]. Slides were studied and photographed with an up-
right microscope (Nikon 90i, Nikon, Tokyo, Japan) and using a
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DXM1200F camera. Quantification of the slides was performed with
Metamorph (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) and ImageJ (NIH,
Baltimore, MD, USA) software. Images were converted to 8-bit grays-
cale for analysis. Next, a threshold value was set (to highlight the signal
corresponding to stained cells only) and the region of interest outlined
by using the polygon selection tool (ROI tools). The area occupied by
methoxy-X04-labelled plaques, was quantified and divided by the total
area of the selected region.

2.6. APi.42 quantification by ELISA

To determine A4 levels in brain tissue, hippocampus and cortex
were homogenized in 10 volumes of ice-cold guanidine buffer (5.0 M
guanidine'HCl/50 mM Tris:Cl, pH 8.0) containing protease inhibitor
cocktail (Roche). Protein concentrations were determined by BCA assay
(Thermofisher, Waltham, MA, USA). Human ELISA kits (Invitrogen)
were used according to manufacturer’s specifications. Optical signals at
450 nm were read on a Sunrise microplate reader (Tecan, Mannedorf,
Switzerland) and sample concentrations were determined by compar-
ison with the respective standard curves.

2.7. IL1B quantification by ELISA

Brain cortex was homogenized with ice-cold lysis buffer [25 mM
Hepes (pH 7.5), 150 mM NacCl, 1% (vol/vol) IGEPAL CA-630, 10 mM
MgCl2, 1mM EDTA, and 2% (vol/vol) glycerol] containing protease
inhibitor cocktail (Roche), and clarified by centrifugation at 14,000g at
4 °C for 15 min. Protein concentrations were determined by BCA assay
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Fig. 2. The genetic deletion of FAAH increases the expression of pro-inflammatory cytokines while decreases that of anti-inflammatory cytokines in the context of
AD. IL1pB and TNFa mRNA levels (A and B) were significantly elevated as a consequence of the amyloid pathology; in addition, 5XFAD/FAAH ~/~ mice showed an
exacerbation in the increased levels in respect to 5XxFAD mice. The mRNA levels of the anti-inflammatory cytokines IL10 (C) and IL4 (D) were differentially regulated,
with significant increases in 5xFAD mice but non-significant in the case of 5XFAD/FAAH /™ mice. Further, IL10 were significantly lower in the brains of FAAH-
lacking AD mice. A.u. stands for “arbitrary units”. N = 8 mice per group. *p < 0.05 (2-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test).

(Thermofisher). IL1f} levels in the tissue lysates were measured using
the RayBio® Mouse IL-1 beta ELISA kit (RayBiotech, Inc., Norcross, GA,
USA) following the manufacturer's protocol. Optical signals at 450 nm
were read on a Sunrise microplate reader (Tecan) and sample con-
centrations were determined by comparison with the respective stan-
dard curves.

2.8. Statistics

+

Results are expressed as mean + SEM. Statistical analysis were
made using 2-way analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni’s post-
test for multiple comparisons. A p value < 0.05 was considered as
statistically significant. Data were analysed with Graph Pad Prism
software version 6.0 (San Diego, CA, USA).

3. Results

3.1. The phenotype associated to FAAH™’~ mice is proinflammatory and
affects microglial cells

We analyzed the M1/M2 profile of microglial cells in the brains of
WT and FAAH-lacking mice by flow cytometry (Fig. 1). As expected, we
found a significant increase in the M1 to M2 ratio in AD brain samples
as compared to non-pathological ones, both in WT and FAAH ™/~ mice.
Importantly, there was a significant difference in this ratio among
5xFAD vs 5xFAD/FAAH ™/~ mice (Fig. 1A), indicating an exacerbated
pro-inflammatory state associated to FAAH gene deletion. Surprisingly,
this increase in the M1/M2 ratio was also accompanied by a significant
decrease in the number of microglial cells isolated from samples ob-
tained from FAAH-lacking mice, suggestive of decreased microgliosis
(Fig. 1B). We must then conclude that the absence of FAAH partially

prevents the microgliosis that is prototypical of amyloid pathology but
also triggers an imbalance of the microglial phenotype towards an ex-
acerbated pro-inflammatory state, as revealed by the increased M1 over
M2 markers.

In addition, we focused on the pattern of expression of several pro-
and anti-inflammatory cytokines known to play a relevant role in the
pathogenesis of AD and produced mostly by glial cells, including IL1f,
TNFa, IL10 and IL4 (Fig. 2). Our data show that the genetic deletion of
FAAH has a differential effect on the expression levels of these cyto-
kines, by promoting the expression of pro-inflammatory cytokines (IL1f
and TNFa) while inducing a decrease in that of anti-inflammatory ones
(IL10 and IL4). Thus, as expected, both IL1f3 and TNFa mRNA levels
were significantly elevated in the brains of AD mice but were further
increased in samples from 5xFAD/FAAH ’/~ mice as compared to
5xFAD mice (Fig. 2A and B). On the other hand, IL10 and IL4 were also
increased as a consequence of the pathology, but only in 5XxFAD, not in
5xFAD/FAAH ™/~ mice (Fig. 2C and D). IL10 mRNA levels were sig-
nificantly lower in the absence of FAAH as compared to 5xFAD. These
data show that the genetic deletion of FAAH alters the expression
pattern of glial cytokines and promotes inflammation.

3.2. IL1 system is altered in FAAH ™/~ mice and is partiatlly normalized
by minocycline exposure

We next studied the status of the IL1{3 system in the brains of FAAH-
lacking mice and analyzed the impact of the treatment with the IL1f
synthesis inhibitor, minocycline. We thus quantified the expression le-
vels of several elements of this system, including IL1f3, IL1fr and IL1fra
(Fig. 3). We found that mRNA levels of IL1 and IL1fAr were sig-
nificantly elevated in brain samples of 5xFAD/FAAH /~ mice as
compared to 5xFAD mice (Fig. 3A and B), while those of the IL1fra
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Fig. 3. Effects of the genetic deletion of FAAH and of the treatment with minocycline on several elements of the IL1f signaling system in the context of AD. IL1f (A)
and IL1Pr (B) mRNA levels were significantly higher in 5XFAD/FAAH /" than in 5xFAD mice. Minocycline treatment decreased mRNA levels. IL1Bra mRNA levels
(C) remained unchanged. (D) The levels of IL1[ protein were significantly decreased by the minocycline treatment. A.u. stands for “arbitrary units”. N = 8 (A to C) or
N = 5 (D) mice per group. *p < 0.05 (2-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test).

showed no difference (Fig. 3C). Finally, IL1[3 protein levels were not
modified by FAAH gene deletion (Fig. 3D). These data confirm previous
observations indicating that the genetic deletion of FAAH leads to an
exacerbated expression of some elements of the IL13 transmission
system without reflect in protein levels.

In addition, we also measured the impact that the exposure to
minocycline, a compound known to impair IL1[3 synthesis, may have on
these observations. We found that increased IL13 mRNA levels were
normalized after treatment with minocycline (Fig. 3A) while those of
IL1Pr also showed similar levels to those observed in 5xFAD mice
(Fig. 3B). IL1fra mRNA levels did not change after minocycline treat-
ment (Fig. 3C). Finally, IL1p protein levels were significantly decreased
after the treatment, confirming the efficacy of minocycline regarding
the inhibition of IL1f synthesis (Fig. 3D).

3.3. Minocycline treatment triggers opposite effects in 5xFAD vs 5xFAD/
FAAH™’/~ mice

We also studied the effects of the treatment with minocycline at the
behavioral and molecular levels in respect to the amyloid pathology.
Our data show that, in concordance with previous reports, minocycline
treatment improved memory in 5xFAD mice (Fig. 4A) as showed in the
MWM test. In contrast, 5xFAD/FAAH "/~ mice showed a worsening in
memory-related behavior in the same test after exposure to minocycline
(Fig. 4A).

In addition, minocycline treatment induced a significant decrease in
amyloid plaques (Fig. 4B) in 5xFAD but had the opposite effect on
5xFAD/FAAH ™/~ mice. In addition, cortical and hippocampal soluble
AP1.42 levels in 5xFAD mice were significantly higher in 5xFAD as
compared to 5XFAD/FAAH™/~ mice and remained unchanged under
minocycline treatment (Fig. 4C and D). Finally, the same treatment
regime led to significant increases in amyloid soluble levels in 5xFAD/
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FAAH ™/~ mice (Fig. 4B to D).

4. Discussion

The present data confirm previous reports showing that the genetic
inactivation of FAAH leads to a pro-inflammatory, yet beneficial, state
in the context of AD and suggesting that IL13 may be instrumental in
this phenomenon [7,20]. We first confirmed the exacerbated in-
flammatory status associated to the genetic deletion of FAAH in a
mouse model of AD (5xFAD mice) by studying: i) the phenotypic profile
of microglial cells by flow cytometry; and ii) the expression levels of
pro- and anti-inflammatory cytokines. We then used the highly lipo-
philic derivative of tetracycline, minocycline, to interfere the synthesis
of IL1f3 and analyzed the effects of this impairment on the effects as-
sociated to the genetic deletion of FAAH. The present results confirm
that the blockade of IL1P synthesis prevents the beneficial effects ob-
served in FAAH-lacking mice in terms of cytokine expression, amyloid
deposition, and behavior.

Firstly, we found that FAAH-lacking mice exhibited a significantly
higher M1/M2 ratio of microglial cells as compared to their WT
counterparts. This observation is in agreement with previous data from
our group [7,21] and from others [20] and confirm the exacerbated
inflammatory state derived of the genetic inactivation of FAAH. Fur-
thermore, microglial cells were found to be significantly less abundant
in the brains of 5XFAD/FAAH ™/~ mice than in 5xFAD mice. This de-
creased microgliosis was quantified by flow cytometry and confirms our
previous observation by means of Ibal* cell densitometry [7], though
is in contrast with another paper in which an increased microgliosis in
FAAH-lacking mice was reported [20]. This paradoxical observation
(less number of microglial cells but exacerbated inflammatory M1
phenotype) matches with our previously suggested hypothesis that
FAAH gene deletion has a profound, long-term effect on microglial-
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Fig. 4. Exposure to minocycline induces opposite effects in AD mice, depending on FAAH activity. (A) MWM data reflect a significant improvement in 5xFAD mice
treated with minocycline on day 3 of test while showing a significant worsening in memory performance in 5XFAD/FAAH ™/~ mice on days 3 and 4. (B) Relative
amyloid plaque area was significantly reduced in 5xFAD mice and significantly increased in 5xFAD/FAAH "/~ mice. Cortical (C) and hippocampal (D) soluble
amyloid levels were significantly lower in 5XFAD/FAAH ™/~ mice and experienced a significant increase as a consequence of the treatment with minocycline. A.u.
stands for “arbitrary units”. N = 8-11 (A) or N = 5 (B to D) mice per group. *p < 0.05 (2-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test).

mediated neuroinflammation, and that the FAAH-lacking brain has a
net pro-inflammatory status that is evidenced when an acute as well as
chronic challenge takes place [7,21].

Furthermore, we here report changes in the cytokine and amyloid
levels of the AD-inflammed brain that can be associated to the absence
of FAAH activity. Thus, while mRNA levels of the pro-inflammatory
cytokines IL13 and TNFa were significantly elevated in FAAH-lacking
mice, those of anti-inflammatory cytokines were decreased (IL10), or at
least not elevated (IL4), as a consequence of the amyloid pathology in
these mice. These changes were also accompanied by modifications in
the expression pattern of another element of the IL1f system (IL1fr).
Taken together, these data clearly point out to a pro-inflammatory
milieu in the brains of FAAH /" mice in the context of AD. It is of
special relevance to note that IL10 has been recently attributed a cri-
tical role in amyloid pathology [22-24]. Surprisingly, these reports
indicated that increasing IL10 levels had a significant negative impact
on amyloid pathology in terms of behavior, amyloid plaques formation
or AP phagocytosis [22]; in line with this, IL10 deficiency had a sig-
nificant positive influence on amyloid pathology in APP/PS1 mice [23].
These observations allow us to speculate that the relative decrease in
IL10 mRNA levels in 5XFAD/FAAH ™/~ mice herein reported may be
one of the causes of the decreased amyloid pathology observed in these
mice.

The role of inflammation, and specifically of IL1p, in the context of
AD is a subject of intense debate [25]. Though the classic perspective
pointed out to a neuroprotective role of the early inflammatory re-
sponse, and attributed deleterious effects to the sustainably increased
production of pro-inflammatory cytokines [2,26], recent findings have
paved the way for new approaches to this topic. Elegant studies by
Shaftel et al. [27] and Matousek et al. [28] showed that the hippo-
campal overexpression of IL1f} in the brains of APPswe/PS1dE9 mice

drives a beneficial effect, reflected mainly at the molecular level.
Paradoxically, the same group reported a COX-1-mediated impairment
of memory in this paradigm of exacerbated IL1[3 hippocampal activity
[29].

Our present data show that IL13 mRNA levels were significantly
higher in 5XFAD/FAAH ™/~ mice while those of the protein remained
unaltered, as already observed in our previous study [7]. We do not
have a plausible explanation for this discrepancy, other than differences
in the sensitivity of the methods employed or the existence of putative
post-translational mechanisms that might dampen the increase in the
expression levels of the cytokine. It is worth to mention that IL1f
concentration has been shown critical in order to enhance or inhibit
hippocampal LTP through NMDARs, having an impact on memory
processing [30]. It can thus be speculated that the increase in mRNA
levels observed in 5xFAD/FAAH "/~ mice could lead to a subtle in-
crease in IL1[3 protein at the synaptic level (though not significant when
measured in tissue samples), that in turn could enhance LTP in these
mice. The putative increase in IL1fr could also collaborate in this effect.
Preliminary data obtained in our laboratory suggest a recovery of LTP
in the CA1 region of 5xXFAD/FAAH™/~ mice as compared to 5XFAD
mice (Ruiz-Pérez et al, in preparation).

The interaction between the ECS and IL1p has been studied for the
last few years in in vitro experiments [12] as well as in the context of
multiple sclerosis [31-33] and point to an intimate interplay between
the ECS and the IL1P transmission system in the CNS. Cannabinoid CB;
and TRPV1 receptors have been involved in this interaction that has
been mainly observed by electrophysiological and behavioral methods.
In addition, blockade of cannabinoid CB; receptors was shown to pre-
vent the beneficial effects of minocycline in a mouse model of brain
edema [34]. Due to the paucity of available pharmacological tools
capable of modifying the activity of the IL1p-controlled transmission
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and, more specifically, the inability of current IL1r antagonists to cross
the BBB when administered systemically, we decided to explore the
putative consequences of impairing IL1p synthesis by using the well-
known drug minocycline [35]. This compound is widely used in dif-
ferent experimental paradigms because of its neuroprotectant proper-
ties; in the context of AD, minocycline has been shown to provide
neuroprotection, prevent A deposition, and improve cognitive func-
tions in mice models of AD [17,36]. Importantly, minocycline has been
also shown to block the activity of the caspase-1, also called IL1j-
converting enzyme, that plays a key role in the process of maturation of
this cytokine from its precursor form (pro-IL1p) to its fully functional,
mature, variant (IL1f) [16]. Thus, minocycline is capable of decreasing
the levels of mature IL1f3. Our data showed that minocycline was ef-
fective in impairing IL1p synthesis in both 5XFAD and 5xFAD/FAAH~/
~ mice and that this effect was also accompanied by an improvement in
5xFAD mice and a worsening in 5xFAD/FAAH ™/~ mice in the WM
memory test. These observations match with previously published data
[37] and suggest that mice lacking FAAH exhibit an exacerbated sen-
sitivity to minocycline treatment and, more importantly, that this im-
pairment is detrimental in the context of AD.

In summary, our present findings corroborate that the genetic de-
letion of FAAH has a pro-inflammatory effect in the brain of a trans-
genic mouse model of AD that, paradoxically, has beneficial con-
sequences. In addition, we describe a putative link between IL13 and
the ECS in the mediation of these effects. Further experiments should
unveil the precise role of IL1f signaling in the effects triggered by an
enhancement of the endocannabinoid tone in the inflamed mouse brain.
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