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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa cronica considerada la
forma mas comun de demencia en todo el mundo. Esta patologia sigue una progresion
gradual, culminando en la manifestacion de la demencia, que compromete significativamente
el grado de autonomia del paciente. Mientras que la EA familiar tiene un origen hereditario,
existen factores de riesgo, como la edad o el estilo de vida, que favorecen el desarrollo de la
EA esporadica (>90 % de los casos). Algunas caracteristicas patoldgicas del parénquima
cerebral de los pacientes con EA son los ovillos neurofibrilares y las placas compuestas,
principalmente, por el péptido B-amiloide (AB). En paralelo, se desencadena un proceso
neuroinflamatorio que favorece la pérdida neuronal y la atrofia cerebral del paciente. Entre
las terapias emergentes para la EA se encuentra la modulacién de la respuesta inflamatoria a
través del sistema endocannabinoide (SEC). Este complejo sistema participa en procesos
bioldgicos como la regulacion de la homeostasis del SNC, por lo que, en los Ultimos afios, la
modulaciéon de los componentes del SEC ha surgido como una estrategia terapéutica y
diagndstica potencial en las enfermedades neurodegenerativas, como la EA. Entre las
aproximaciones terapéuticas, la exposicion a fitocannabinoides ha demostrado atenuar la
neuroinflamacion asociada a la EA en estudios preclinicos. Ademas, el desarrollo de inhibidores
de las enzimas catabdlicas de los eCBs, como FAAH o MAGL, han demostrado aumentar su

efecto bioldgico, produciendo efectos beneficiosos en el organismo.

Para explorar el potencial terapéutico de la modulacion del SEC en la EA, en la presente tesis
se llevé a cabo la administracion crénica de dosis bajas de cannabinoides y la evaluacion de
los efectos de la inactivacion genética de FAAH en ratones 5xFAD. Para ello se emplearon
diferentes metodologias que incluyen tanto estudios comportamentales, como técnicas de
biologia molecular (qQPCR, WB o ELISA) y microscopia intravital dos fotones.

Respecto a la administracion crénica de THC y CBD, se observo que el tratamiento crénico
con dosis bajas de THC, CBD o CBD:THC afectaba significativamente al comportamiento de
los ratones 5xFAD. Concretamente, el tratamiento con THC indujo un fenotipo ansioso-
depresivo en este modelo de amiloidosis. Ademas, los efectos del CBD y THC sobre la memoria
espacial del modelo 5xFAD fueron diferentes, dependiendo de si los cannabinoides se
administraban en combinacién o como dosis independientes. A nivel molecular, el tratamiento
con cannabinoides aumentd los niveles de la forma insoluble del péptido ABi-42 en la corteza
cerebral de ratones 5xFAD, pero sin alterar la expresion de parametros inflamatorios.

Por otro lado, la elevacion cronica del tono endocannabinoide en el modelo 5xFAD/FAAH-
condujo a un contexto neuroinflamatorio exacerbado que, paraddjicamente, estaba
acompafiado de efectos neuroprotectores. Los resultados demostraron que la inactivacion
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genética de FAAH inducia un perfil génico y morfoldgico diferente en la microglia, a pesar de
que FAAH no se expresa practicamente en este tipo celular. La ablacion microglial tras el
tratamiento con PLX5622 revel6 cambios importantes en la morfologia de la microglia,
dependientes de su localizacion respecto a la placa amiloide. Concretamente, la microglia
5XFAD/FAAH7"/CX3CR1%"/* asociada a placa mostré una morfologia mas estable tras el
tratamiento con PLX5622 en comparacion con el modelo 5xFAD/CX3CR16"/*, que presentd
procesos mas cortos, mas esféricos y menos ramificados. Ademas, se observd un incremento
del porcentaje de la microglia MeO-X04*y un volumen estable de las placas amiloides por la
inactivacion genética de FAAH en el contexto patoldgico de ablacién microglial.

Gracias a estas dos aproximaciones experimentales, y a pesar de que existen mecanismos
moleculares subyacentes por esclarecer aun, hemos aportado datos relevantes sobre el
potencial terapéutico que podria tener la administracién de cannabinoides en la patologia
amiloide, asi como el papel regulador de la enzima FAAH en la funcién microglial en este
contexto patoldgico. Estos hallazgos podrian contribuir al desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas con un valor traslacional significativo.
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Abstract

Alzheimer's disease (AD) is a chronic neurodegenerative pathology considered the most
common form of dementia worldwide. This pathology follows a gradual progression, leading
to the manifestation of dementia, which significantly compromises the patient's autonomy.
While familial AD has a hereditary basis, factors such as age and lifestyle contribute to the
development of sporadic AD (>90% of cases). Pathological hallmarks of the AD brain include
neurofibrillary tangles and neuritic plaques composed primarily of B-amyloid peptide (AB). In
parallel, a neuroinflammatory process is triggered that accelerates neuronal loss and cerebral
atrophy. One of the emerging therapies for AD consists in the modulation of the inflammatory
response through the endocannabinoid system (ECS). This complex system participates in
several biological processes including the regulation of the central nervous system
homeostasis. Therefore, ECS modulation has emerged as a potential therapeutic and
diagnostic strategy for neurodegenerative diseases like AD. Preclinical studies have
demonstrated that phytocannabinoids can attenuate AD-associated neuroinflammation.
Furthermore, the development of inhibitors for ECS-related catabolic enzymes, like FAAH or
MAGL, has shown to enhance the biological effect of eCBs, offering potential therapeutic
benefits.

To explore the therapeutic potential of ECS modulation in AD, this thesis examined the chronic
administration of low-dose CBD, THC and a combination of both and the effects of FAAH
genetic inactivation in 5xFAD mice. To that end, different methodologies were used, including
behavioral studies, molecular techniques (qPCR, WB or ELISA) and two-photon intravital

microscopy.

Regarding the administration of THC and CBD, it was observed that chronic treatment with
low-dose THC, CBD, or CBD:THC significantly altered the behavior of 5xFAD mice. Specifically,
THC induced an anxious-depressive phenotype in this amyloidosis mouse model. In addition,
the effects of CBD and THC on the spatial memory of 5xFAD mice were different, depending
on whether the cannabinoids were administered in combination or as independent doses. At
the molecular level, cannabinoids treatment increased insoluble ABi-4> levels in the cerebral
cortex of 5xFAD mice without affecting inflammatory-related markers.

On the other hand, the chronic elevation of the endocannabinoid tone in 5xFAD/FAAH’- mice
exacerbated neuroinflammation, paradoxically accompanied by neuroprotective effects. The
results showed that the genetic inactivation of FAAH induced a different gene and
morphological profile in microglia, even though FAAH is barely expressed in this cell type.
Microglial ablation using PLX5622 revealed significant alterations in microglial morphology,
dependent on their proximity to amyloid plaques. Specifically, microglia associated with
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plagues in 5xFAD/FAAH7-/CX3CR1%™/* mice exhibited a more stable morphology after
PLX5622 treatment compared to 5xFAD/CX3CR1¢™* mice, which displayed shorter, more
spherical, and less branched processes. Additionally, the percentage of MeO-X04* microglia
increased, and amyloid plague volume remained stable in 5xFAD/FAAH’-/CX3CR1C™/* mice

following microglial ablation.

These findings underscore the therapeutic potential of CBD and THC administration in amyloid
pathology and highlight the regulatory role of FAAH in microglial function in pathological
context. While further investigation is needed to elucidate the underlying molecular
mechanisms, these results could contribute to the development of novel therapeutic strategies

with relevant translational value.
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1. Enfermedad de Alzheimer
1.1. Aspectos generales

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa cronica considerada la
forma mas comun de demencia en todo el mundo, representando entre un 60 y un 70 % de
los casos (1). También existen otros tipos de demencia entre los que se encuentran: la
derivada de las patologias vasculares, la degeneracion frontotemporal, los cuerpos de Lewy,
etc. (figura 1) (2). Presentan una sintomatologia similar y, a menudo, coexisten en el paciente
formas mixtas, por lo que el diagndstico de cada tipo de demencia y, por ende, el estudio de

su epidemiologia resulta complejo.

Tipos de demencia

Enfermedad de Alzheimer precoz Otros
1-5% (incluyendo las enfermedades pridnicas y la
enfermedad de Huntington)

Demencia con cuerpos de Lewis

0
4% <1%

Demencia frontotemporal
10%

Enfermedad de Alzheimer

Demencia vascular 60-70%
10-20%

» Enfermedad de Alzheimer = Demencia vascular Demecia frontotemporal
Demencia con cuerpos de Lewy = Enfermedad de Alzheimer precoz Otros

Figura 1: Formas mas comunes de demencia en todo el mundo. La manifestacién predominante de
demencia es la enfermedad de Alzheimer (60-70 %), seguida de la demencia vascular (10-20 %), la demencia
frontotemporal (10 %), la demencia con cuerpos de Lewis (4 %), la enfermedad de Alzheimer precoz (1-5 %) y
otras variantes (<1 %), que incluyen las enfermedades pridnicas y la enfermedad de Huntington. Imagen
adaptada de (2).
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Uno de los criterios clinicos para el diagndstico de la EA es la presencia de cambios
estructurales, tanto macroscépicos como microscopicos, en el parénquima cerebral del
paciente (figura 2). El estudio postmortem de muestras cerebrales de pacientes con EA ha
permitido realizar un diagndstico definitivo de la patologia en un 85 % de los casos
examinados de personas que presentaban deterioro cognitivo (3). A nivel macroscépico, se
produce una dilataciéon ventricular y una atrofia de la amigdala, el hipocampo y la corteza
como consecuencia de la muerte neuronal que tiene lugar en estas areas cerebrales. A nivel
microscopico, se aprecian, principalmente, ovillos neurofibrilares intraneuronales de la
proteina tau hiperfosforilada y acimulos extracelulares del péptido B-amiloide (AB) en forma
de placa (4). El deposito de los ovillos neurofibrilares resulta en una alteracion de las funciones
fisioldgicas, apoptosis y pérdida neuronal, que desencadena el deterioro cognitivo y la
progresion de la enfermedad (5).

Paciente sano Paciente con EA

Muerte neuronal
Neurona

Placa neuritica

Ovillos neurofibrilares

\\ Atrofia

cerebral

Astrocito Microglia Sobreproduccién citoquinas Ashoglioss

Activacion microglial

Figura 2: Principales caracteristicas patoldgicas de la EA. Esquema de los cambios patoldgicos del
parénquima cerebral de un paciente con EA en comparacién con otro sano. A nivel macroscopico, se aprecia la
atrofia cerebral resultante de la pérdida neuronal en el contexto de la EA. A nivel microscdpico, cabe destacar los
depdsitos de A extracelulares, los ovillos neurofibrilares intraneuronales de tau hiperfosforilada, la pérdida
sinaptica, la activacion microglial, la astrogliosis, la sobreproduccién de citoquinas y la distrofia neuritica. Imagen
adaptada de (6).
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Las primeras observaciones de estos cambios patoldgicos las realizd Aloysius “Alois”
Alzheimer, psiquiatra y patdlogo aleman que diagnosticd un nuevo subtipo de demencia
presenil en la paciente Auguste Deter en 1906. Un afo después, estos hallazgos fueron
publicados bajo el titulo Uber eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde (del aleman, “Sobre
una extrafa enfermedad de la corteza cerebral”) en Allegemeine Zeitschrift fiir Psychiatrie
und psychisch-gerichtliche Medizin (del aleman, “Revista general de Psiquiatria y Medicina
Psiquiatrica Forense”) (7,8). No fue hasta 1910 cuando Emil Kraepelin, director de tesis de
Alois Alzheimer, empled por primera vez el término “enfermedad de Alzheimer” en honor a

sus observaciones (9).

La EA ocupa el séptimo lugar entre las principales causas de mortalidad y representa una de
las principales fuentes de discapacidad y dependencia entre las personas de edad avanzada
en todo el mundo (1). En Espana, actualmente, mas de 700.000 personas padecen esta
enfermedad y se estima que, en 2050, esta cifra se vea ampliamente duplicada, rondando los
2 millones de personas (10). La prevalencia de la EA es:

En cuanto al sexo (11):

e 11,1 % en mujeres.

e 7,5 % en hombres.
En cuanto a la edad (11):

e 4,2 % en personas de 65 a 74 afios.
e 12,5 % en personas de 75 a 84 anos.

e 27,7 % en personas con mas de 85 afos.

1.2. Etiologia

Existen dos subtipos de EA conocidos como demencia presenil o FAD (del inglés, Familial
Alzheimer’s Disease) y demencia senil o SAD (del inglés, Sporadic Alzheimer’s Disease) (12).
La FAD es de aparicion temprana, es decir, se manifiesta en personas menores de 65 afios
quienes presentan mutaciones autosémicas dominantes en alguno de estos tres genes,

principalmente implicados en la sintesis del péptido AB (13):

e App, en el cromosoma 21, que codifica para la proteina precursora del péptido AB.
e Ps1, en el cromosoma 14, que codifica para la presenilina 1.

e Ps2 en el cromosoma 1, que codifica para la presenilina 2.
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Aunque la FAD representa tan solo el 5 % de los casos, su estudio ha permitido profundizar
en la patogénesis de la SAD, ya que ambos subtipos de EA presentan caracteristicas comunes
entre si (13-15).

La SAD, por el contrario, es la manifestacion mas comun y tardia de la EA, afectando a
personas mayores de 65 anos. Ademas de la edad y el sexo, otros factores de riesgo que
favorecen el desarrollo de esta enfermedad son (16):

e Factores genéticos: se han identificado mas de 20 locus de riesgo genético para el
desarrollo de la EA mediante estudios de asociacion de genoma (GWAS, del inglés
Genome-wide association studies) (17,18). Uno de los mas destacados es la presencia
de polimorfismos (€2, €3 y €4) en la apoliproteina E (APOE), siendo €4 la que conlleva
un mayor riesgo de desarrollar SAD (19).

e Factores psicosociales: el bajo nivel académico (20), la poca actividad cognitiva (21),
el aislamiento social (22), la depresién (23) y el estrés (24).

e Otras enfermedades concomitantes: tales como la diabetes (25), la hipertension (26),
la dislipidemia (27), la obesidad (28), las enfermedades cardiovasculares (29) y el dafio

traumatico cerebral (30).

e Estilos de vida: la inactividad fisica (31), la alteracion del suefio (32), el tabaco (33),

el consumo de alcohol (34) y la contaminacion ambiental (35).

1.3. Fisiopatologia de la enfermedad

La EA se caracteriza, principalmente, por la formacion extracelular de depésitos de amiloide y
la presencia de ovillos neurofibrilares intraneuronales en el parénquima cerebral de los
pacientes (36). Junto a la aparicion de estos acimulos proteicos, se desencadena la respuesta
inflamatoria, acentuada por la activacion exacerbada de las células gliales, el estrés oxidativo,
la alteracién de los vasos sanguineos, la disfuncién mitocondrial, la degeneracién axonal y la
disfuncion sinaptica. Todos estos procesos patoldgicos favorecen la pérdida neuronal y la
consecuente atrofia del parénquima cerebral del paciente (37).

Atendiendo a la complejidad de la EA, se han postulado diversos modelos patoldgicos para
tratar de esclarecer los mecanismos moleculares que subyacen al origen y la progresién de la
enfermedad. Caben ser mencionadas la hipdtesis amiloidogénica, la propagacién de tau y la

14



Introduccion

inflamatoria, entre otras, tales como la alteracién de la transmisién colinérgica, de la cascada

mitocondrial, de la homeostasis del calcio, de la funcién neurovascular, etc. (38).

1.3.1. Hipétesis amiloidogénica

La hipdtesis de la cascada amiloide (figura 3), postulada por John Hardy y David Allsop en
1991, identifica al AB como el agente desencadenante de la neurodegeneraciéon y del
consiguiente deterioro cognitivo progresivo en el paciente con EA (39,40). Particularmente,
los depositos de la isoforma insoluble del AB provocarian la agregacion de tau hiperfosforilada,
formando ovillos neurofibrilares (41). Esta teoria es la mas aceptada en la actualidad y sirve
de guia para el desarrollo de potenciales tratamientos para la enfermedad (42).

Acumulacion y oligomerizacién del ABy.4>
en la corteza limbica y asociativa *
Alteraciones de la sinapsis neuronal
v 7 Depositos de oligdmeros de AB,.4, en
forma de placas difusas 6'

Mutaciones en App, Alteracion en los )
Psio Ps2 mecanismos de degradacion Activacion microglial y astrocitaria,
de AB (APOE4) respuesta inflamatoria %
Alteracion de la homeostasis neuronal,
' estrés oxidativo
Aumento de AB;.4; Aumento de AB;.4» Alteracion de quinasas/fosfatasas

produciendo ovillos neurofibrilares &
Disfuncién sinaptica y muerte neuronal,
déficits de neurotransmisores

Figura 3: Hipotesis de la cascada amiloide. Secuencia de los principales eventos patoldgicos que conducen
a la enfermedad de Alzheimer de tipo familiar (FAD) o esporadico (SAD). Imagen adaptada de (42).

1.3.1.1. Sintesis del péptido AB

La proteina precursora del amiloide o APP (del inglés, amyloid precursor protein) es una
glicoproteina transmembrana que tiene 8 isoformas diferentes. Las 3 mas comunes son la
isoforma compuesta por 695 aminoacidos, que se expresa predominantemente en el sistema
nervioso central (SNC), y las que contienen 751 y 770 aminoacidos, cuya expresion es ubicua.
Aunque su funcion fisioldgica se desconoce con exactitud, APP se localiza, principalmente, en
la sinapsis neuronal (43). Esta proteina presenta diversas vias de protedlisis conocidas como
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ruta amiloidogénica o no amiloidogénica, en funcién de si se obtiene entre sus productos el

péptido B-amiloide o no (figura 4):
e En el procesamiento no amiloidogénico de APP (44):

> Primeramente, APP es proteolizada por una a-secretasa (ADAM). Los productos
que se obtienen son un fragmento C-terminal de 83 aminoacidos (C83) y un
fragmento N-terminal soluble (sAPPa). sAPPa, al liberarse al medio
extracelular, es capaz de modular la transmision sinaptica a través de los

receptores GABA, mientras que C83 permanece anclado a la membrana celular.

> Posteriormente, una y-secretasa actua sobre C83, liberando el dominio
intracelular de APP (AICD) y el péptido p3 al medio extracelular.

e En el procesamiento amiloidogénico de APP (44):

> En esta ocasion, una B-secretasa (BACE) actlia sobre APP produciendo un
fragmento N-terminal soluble (SAPPR) y otro C-terminal (C99), que quedara en

la membrana.

> A continuacién, C99 actia como sustrato de una y-secretasa y, como productos
finales de esta reaccion enzimatica, se obtienen el dominio intracelular de APP
(AICD) y el péptido AB.

El péptido amiloide es secretado como un mondmero al exterior celular con una longitud que
comprende desde los 27 hasta los 43 aminodacidos. En condiciones fisioldgicas, el AB
desempeia un papel relevante en procesos tales como la liberacion hormonal, la pigmentacién
de la piel y la memoria (45—49). Sin embargo, se desconoce el motivo por el cual algunas
isoformas del amiloide son patoldgicas. Concretamente, el AR de 40 (AB1-40) Y 42 aminoacidos
(ABi1-42) son las isoformas del péptido predominantes en la EA. Aunque el ABi4 €s mas
abundante en su isoforma soluble, el AB:-42 es el principal componente de las placas neuriticas,
ya que tiene mayor tendencia a formar agregados en funcion de su concentracién por ser una
isoforma con menor solubilidad (50). Estudios previos han demostrado que la ratio ABi-40:ABi-
42 es determinante en la agregacion, la toxicidad y la distribucion patoldgica del amiloide (51).
El AB presenta diferentes estados de agregacion (dimeros, trimeros, oligdmeros solubles y
protofibrillas) hasta que, finalmente, alcanza la conformacion de fibrilla insoluble en forma de
placa de AB (figura 5) (44).
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No amiloidogénica Amiloidogénica
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Figura 4: Procesamiento de APP. (A) Ruta no amiloidogénica en la que se obtienen como productos C83 y
sAPPa. (B) Ruta amiloidogénica que resulta en la sintesis de AICD y el péptido AB. Imagen adaptada de (52).
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Figura 5: Estados de agregacion del AB. Las especies de AB existen como mondmeros, dimeros, oligémeros,

protofibrillas, fibrillas y placas de amiloide. Imagen adaptada de (44).
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1.3.1.2. Dinamica de las placas de AB

El término “placa de AB” se emplea comUnmente para referirse a los depdsitos de amiloide en
el tejido. Estudios de protedmica han especulado con que los depdsitos de AB actian como
base para favorecer que otras proteinas se acumulen en las placas y, en consecuencia, se
induzca la aparicion de neuritas distréficas y la neurodegeneracion durante el transcurso de
la EA (53). Cuando las placas de AB se encuentran rodeadas por neuritas distroficas,

generalmente, se usa el término “placas neuriticas” para nombrar a estos depdsitos.

Existen diferentes técnicas de tincion para detectar las placas de AB y profundizar en el estudio
de su morfologia, incluyendo sondas fluorescentes de luz infrarroja cercana, como NIAD-4,
CRANAD-2, BAP-1 y 1,4-bis(4'-hidroxiestiril)-2-metoxibenceno (MeO-X04)) (54,55). Entre
estas sondas cabe destacar el MeO-X04, que es un derivado del rojo Congo y la crisamina-G,
caracterizado por su alta especificidad por el péptido amiloide, su gran capacidad de atravesar
la barrera hematoencefalica y su mayor penetracion en el tejido, minimizando, a su vez, la
fototoxicidad y el fotoblanqueo (56,57). El MeO-X04 se emplea profusamente en combinacion
con la microscopia intravital de dos fotones para la realizacion de estudios /7 vivo en la
investigacion preclinica. Esta novedosa técnica de microscopia evita la dispersion de la luz,
proporciona imagenes de mayor resolucion al excitar inicamente en el punto focal y evita la
fototoxicidad y el fotoblanqueo, empleando dos fotones de menor energia (58,59). Como
ejemplo de agente de marcaje con aplicacién clinica, cabe destacar el Pittsburgh B, que es un
derivado de la tioflavina T. Este compuesto es capaz de unirse a la conformacion fibrilar del
péptido AB, lo que permite visualizar los depdsitos de amiloide /in situ en el parénquima
cerebral de pacientes con EA mediante tomografia por emision de positrones (60-62).

Estas nuevas técnicas de tincién y de microscopia han permitido identificar y describir una
gran diversidad de morfologias asociadas a las placas de AB. Los 3 subtipos principales son:
el difuso (figura 6 A1), el compacto (figura 6 A2) y el nlcleo denso (figura 6 A3) (63).

Estudios previos han sugerido una estrecha relacién entre las diferentes conformaciones del
péptido AB y la morfologia de la placa (64-66). Por ejemplo:

e Las placas difusas se caracterizan por estar compuestas, mayoritariamente, por bajas
concentraciones de AB con una conformacién oligomérica y protofibrilar (figura 6 B1).

e Las placas compactas constituyen un grupo heterogéneo formado por fibrillas de AR
(figura 6 B2).
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e Las placas con nucleo denso presentan mayores concentraciones de AB en
comparacion con las compactas (figura 6 B3) (63).

Existe controversia respecto a cémo tiene lugar el proceso de formacion de las placas
amiloides. Algunas hipdtesis sostienen que las placas difusas desencadenan el desarrollo de
una nueva placa, mientras que otras destacan la relevancia de la participacion celular en el
desarrollo de la placa de nucleo denso. Esta Ultima teoria se postula tras observarse contenido
lipidico en los nucleos densos, que podria provenir de neuritas localizadas en torno a la placa,
de microglia activada o de procesos que integrarian el contenido de la membrana celular al
nucleo de la placa (63). Mayoritariamente, las placas neuriticas contienen neuritas distréficas
positivas para tau y presentan una fuerte activacion local del sistema inmune, en particular
de las células de microglia (67).

Placa difusa Placa compacta Nucleo denso
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Figura 6: Principales tipos de placas amiloides presentes en el tejido cerebral humano. Imagenes
representativas de una placa difusa (A1), compacta (A2) y nucleo denso (A3) obtenidas por inmunohistoquimica.
B) Propuesta de la composicién de cada tipo de placa atendiendo a los diferentes estados de agregacion del
péptido AB. Imagen adaptada de (63).
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1.3.2. Hipétesis de la propagacion de tau

La hipdtesis de la propagacion de tau, postulada en 2009, sostiene que la taupatia en la EA
comienza en areas localizadas del cerebro y, posteriormente, se extiende por el parénquima
cerebral de los pacientes (68). Estudios previos in vivo e in vitro han demostrado que la
inoculacion de tau de forma exdgena favorece el desarrollo de la patologia, sugiriendo que
tau podria comportarse como un patégeno enddgeno responsable de desencadenar el proceso

neurodegenerativo de la EA (69).

Tau es una fosfoproteina compuesta por 16 exones cuya expresion es elevada en el SNC. Su
fosforilacion regula la afinidad de unién de esta proteina a los microttbulos y participa en
procesos como la regulacion de la distribucién subcelular y el transporte axonal de las células
neuronales (70-72). Tau contiene ciertos residuos (treonina, serina y tirosina) susceptibles de
ser fosforilados (73). La hiperfosforilacion de esta proteina desencadena el desensamble de
los microtibulos y altera la organizaciéon del citoesqueleto neuronal. En consecuencia, tau
fosforilada se acumula en el citoplasma neuronal e induce la formacién de oligémeros solubles.
Estos se agregan formando filamentos insolubles helicoidales pareados y, finalmente,

constituyen los ovillos neurofibrilares caracteristicos de la EA (figura 7) (74,75).

Neurona Microtubulo Hiperfosforilacion de Filgmgntos Ovillos
U tau helicoidales neurofibrilares
pareados

Figura 7: Formacion de ovillos neurofibrilares de proteina tau hiperfosforilada en taupatias. En
condiciones patoldgicas, tau se hiperfosforila y se desensambla de los microttbulos, lo que resulta en su

agregacion formando filamentos helicoidales pareados y ovillos neurofibrilares. Imagen adaptada de (52).
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Con frecuencia, el nimero de ovillos de tau se asocia al grado de severidad de demencia en
los pacientes que sufren la EA (76). Se ha observado que la patologia de tau comienza al
menos una década antes de la formacion de las placas de AB y que la disfuncién sinaptica y
el deterioro cognitivo del paciente anteceden a la aparicion de los ovillos neurofibrilares. Por
tanto, se ha propuesto que los oligémeros solubles de tau sean posibles desencadenantes de
la neurodegeneracion (77).

1.3.3. Hipétesis neuroinflamatoria

El término “neuroinflamacion” hace referencia a la respuesta inflamatoria que tiene lugar en
el SNC por la acumulacién de células gliales en respuesta a un dafio (78). En pacientes con
EA, se ha observado un acimulo de astrocitos reactivos en torno a las placas neuriticas,
aunque el modo de contribucién de este tipo celular a la formacion de las placas esta adn por
esclarecer (79). También, se ha detectado un incremento de la actividad de las células
microgliales y una mayor concentracion de este tipo celular en torno a las placas de AR y a
neuronas con ovillos neurofibrilares (38,80). Por este motivo, la neuroinflamacién mediada,
principalmente, por la activacién microglial se ha convertido en el foco de las investigaciones
relativas a la EA (81).

Segun la hipdtesis neuroinflamatoria, la patologia se desarrolla debido a la reaccién de las
células gliales ante la presencia de los oligdmeros de tau o los depdsitos de AB en el contexto
de la EA (38,82).

En los primeros estadios de la enfermedad, las células inmunes desempefian un papel
neuroprotector. Sin embargo, a medida que progresa la EA, la activacion crénica de las células
gliales desencadena una respuesta inflamatoria exacerbada y neurotdxica (78). En
consecuencia, se induce la sobreexpresion de citoquinas proinflamatorias asociadas al estrés
oxidativo, que puede agravar la patologia amiloide y la taupatia mediante diferentes
mecanismos. Un ejemplo es la activacién de receptores neuronales, que desencadena la

hiperfosforilacién y agregacion patoldgica de tau (83).

Algunos investigadores consideran la muerte neuronal, con la consiguiente liberacion de su
contenido citoplasmico, como el principal desencadenante de la activacion de la microglia, la
cual se agrupa formando las placas neuriticas (84). Sin embargo, existen diversas opiniones

con relacion a la aparicion de las placas neuriticas. Otras investigaciones sugieren que la
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microglia se activa en torno a las placas debido a la neurotoxicidad de los oligdmeros de AB,
que provocan distrofia axonal (67).

El empleo de inhibidores de CSF1R (del inglés, colony stimulation factor 1 receptor), que
eliminan las células de microglia, ha mostrado un descenso de las neuritas distroficas en torno
a las placas de AB en modelos murinos, sugiriendo que la presencia de la microglia es
necesaria para la formacion de las neuritas distroficas (85). La microglia tiene receptores,
como TREM2 (del inglés, triggering receptor expressed on myeloid cells 2), implicados en la
fagocitosis de patdgenos y agentes extrafos presentes en el organismo. TREM2 se considera
un factor genético relevante en la EA, puesto que es el primer receptor microglial cuya
mutacién se ha asociado a una mayor probabilidad de desarrollar la enfermedad (86). Se ha
observado que la inactivacién de TREM2 favorece el desarrollo de neuritas distréficas positivas
para tau fosforilada en torno a las placas de amiloide (87). A su vez, la activacion crénica de
TREM2, paraddjicamente, reproduce los mismos efectos (88). Por tanto, tal y como refleja la
ejemplificacion previa con TREM2, la funcion de la microgliosis en la EA es objeto de debate
en la actualidad, ya que sus efectos dependen del contexto y el estadio de progresion de la
enfermedad.

1.4. Clinica y diagnéstico

La EA se desarrolla de forma progresiva en el paciente. Se caracteriza por una primera fase
preclinica asintomatica, con biomarcadores propios de la enfermedad, una segunda fase,
donde se producen las alteraciones cognitivas y/o comportamentales leves, y una tercera fase,
en la que el paciente desarrolla la demencia propia de la EA (89).

e Lafase preclinica: es de aparicién mas temprana. Aunque el paciente presenta algunas
caracteristicas patoldgicas de la EA, esta fase es asintomatica y no afecta a su vida
diaria (89). La duracion oscila entre 6 y 10 afios, dependiendo de la edad a la que se
inicie esta fase (90,91). Algunos estudios han demostrado que solo el 20-30 % de los
pacientes con EA preclinica desarrolla alteraciones cognitivas debido a la patologia
(91,92). Algunos factores de riesgo, como la edad, el sexo o APOE, favorecen la
progresion hacia la siguiente fase.

e La fase de alteraciones cognitivas y/o comportamentales: los sintomas iniciales
incluyen la pérdida leve de la memoria a corto plazo y de otras funciones, como el
lenguaje. Ademas, algunos casos desarrollan alteraciones comportamentales leves
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(93). Se ha descrito que el 43,4 % de los pacientes con este tipo de deterioro
desarrollan la demencia asociada a la EA (92).

e La fase de demencia caracteristica de la EA: los pacientes que se encuentran en esta
fase de la enfermedad tienen una sintomatologia que repercute negativamente en el

grado de independencia del paciente (94).

Algunas caracteristicas clinicas de la EA son la pérdida progresiva de la memoria, alteraciones
del lenguaje (afasia), imposibilidad de identificar los estimulos percibidos a través de los
sentidos (agnosia) y trastornos locomotores (apraxia). La enfermedad también puede
manifestarse en el paciente a través de sintomas psicoldgicos, como las alucinaciones,
alteraciones de la ansiedad, la depresion e incluso cambios de la personalidad. El 50 % de los
pacientes presentan sintomas depresivos (anhedonia, disforia, culpa, disminucién del apetito,
pérdida de peso y dificultad para concentrarse), tendencia a gritar y sintomas psicéticos
(alucinaciones, delirio y paranoia). Ademas, se ha reportado una conducta agresiva y violenta
asociada a la EA en el 20 % de los casos (95). La prevalencia y severidad de las alteraciones
del comportamiento varian en cada paciente y depende de la localizacién y severidad del dafo
cerebral, la personalidad premdrbida, el ambiente y la relacion con otras personas (96).

En 1984, el consorcio NINCDS-ADRDA (del inglés, National Institute of Neurological and
Communicative Diseases and Stroke/Alzheimer's Disease and Related Disorders Association)
establecié una serie de criterios para el diagndstico de la EA. Inicialmente, el diagndstico
clinico se realizaba en el estadio de demencia del paciente. Sin embargo, el prondstico
definitivo de la enfermedad tenia lugar tras la realizacién de analisis histopatoldgicos a biopsias

o autopsias (97).

Actualmente, la valoracién clinica de la EA se ha reforzado gracias al desarrollo de nuevas
técnicas de imagen y deteccion, como la resonancia magnética, que permite analizar la atrofia
tisular, y la fluorodesoxiglucosa, para estudiar alteraciones del metabolismo celular. Ademas,
la deteccidn y el descubrimiento de nuevos biomarcadores, tales como el péptido B-amiloide
y la proteina tau hiperfosforilada en el liquido cefalorraquideo, han permitido diferenciar la EA
de otras formas de demencia e, incluso, diagnosticar la enfermedad en la fase preclinica
(37,98).
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1.5. Tratamiento de la EA

Se han desarrollado diversos farmacos para tratar la EA, aunque aun no se ha encontrado
una terapia efectiva que cure la enfermedad. En enero de 2024, se registraron 164 ensayos
clinicos para analizar los efectos de 127 farmacos en pacientes con la EA. 96 de estas terapias
se centran en la modificacion de los mecanismos patoldgicos, mientras que 31 de ellas se
focalizan en el tratamiento de la sintomatologia de los pacientes con EA, incluyendo el
deterioro cognitivo, las alteraciones comportamentales y los trastornos psiquiatricos (99).

Los farmacos clasicos, empleados por excelencia, pertenecen a la familia de los inhibidores de
la colinesterasa (donepezilo, galantamina y rivastigmina) y los antagonistas de NMDA
(memantina). Se caracterizan por tratar el deterioro cognitivo de la enfermedad sin modificar
los mecanismos moleculares responsables de la patologia. Se han identificado posibles efectos
secundarios asociados a este tipo de farmacos, tales como nauseas o dolores de cabeza (100).

Ademas, se ha aprobado el uso del brexpiprazol y el suvorexant para el tratamiento de las
alteraciones comportamentales del paciente. Por un lado, el brexpiprazol se emplea para tratar
la agitacion asociada a la EA, gracias a su capacidad de interaccién con los receptores de
dopamina y serotonina. Es un antipsicético atipico cuyo uso se restringe a aquellos casos en
los que no haya funcionado otro tipo de intervenciéon no farmacoldgica, puesto que se ha
observado un aumento del riesgo de infarto y de la mortalidad en personas de edad avanzada
(101,102). Por otro lado, el suvorexant se utiliza para tratar el insomnio asociado a la
enfermedad, ya que inhibe la actividad de las orexinas (103). Entre los posibles efectos
secundarios de este tratamiento se encuentran la alteracion de la coordinacion motora, que
impide al paciente conducir , asi como la paralisis del suefo y los trastornos respiratorios
(100).

Actualmente, ha incrementado la diversidad de las estrategias terapéuticas centradas en la
modificacién de los mecanismos moleculares subyacentes a la patologia (tabla 1). Un ejemplo
es el empleo de anticuerpos, como aducanumab y lecanemab, para la eliminacién de las placas
y de las protofibrillas del péptido AB (100).
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Tabla 1: Estrategias terapéuticas para la EA. Resumen de las diferentes terapias propuestas en la
actualidad, mencionando el mecanismo de accién correspondiente y algunos ejemplos de cada una de ellas.
Tabla modificada de (104).

Terapia Mecanismo de accion Ejemplos
Inhibir enzimas (colinesterasas y BACE- Derivados de tacrina,
1), quelar iones metalicos e inhibir la deferiprona y derivados de
agregacion del péptido AB triazina
N N Derivados de tacrina,
Modular la expresion, la agregacion y la ) S
o, _ derivados de metiltioninio,
modificacion postraduccional de tau, y .
. N o memantina, salsalato, MK-
Pequenas estabilizar los microtubulos
) 8719, TPI 287 y BPN14770
moléculas : : :
o Luteolina, epigalocatequina-
multidiana
3-galato, melatonina,
Controlar el estrés oxidativo coenzima Q10, berberina,
(neurodegeneracion y disfuncién edaravona, hiperdsido,
mitocondrial) vitamina E, curcumina,
resveratrol, quercetina y
acido rosmarinico
Gosuranemab, tilavonemab,
Especificidad de unién por tau semorinemab y
_ zagotenemab
Anticuerpos
Solanezumab,
gantenerumab,

Especificidad de union por agregados de

AB. crenezumab, aducanumab y

lecanemab

Liberar de forma dirigida el farmaco o
, actuar como biosensores para el
Nanoparticulas | o
diagnostico temprano y el seguimiento no

Nanoparticulas magnéticas
de oro y plata

invasivo de la progresién de la patologia

Desencadenar una respuesta inmunitaria
AADvacl y ACI-35

Vacunas )
activa para tau
Vectores virales o no

terapéuticas y anticuerpos, y editar el virales, CRISPR-Cas9,

Terapia génica
genoma microRNAs y siRNA

Inducir la expresion de moléculas
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_ Regular la eliminacion de oligomeros
Agonistas y , .
_ toxicos de AR mediante la interaccion con CT1812
antagonistas .
receptores (como el receptor sigma 2)
_ Inducir la apoptosis en células
Terapia , o )
) senescentes para evitar la disfuncion Dasatinib y quercetina
senolitica )
cognitiva y reducir la inflamacion
Aplicar células, como las células madre
mesenquimales, para prevenir la muerte
Terapia celular , Lomecel-B
neuronal, reducir la neuroinflamacion y

mejorar la funcién cognitiva

1.6. Interaccion glia-neurona

Para lograr una mejor comprension de los mecanismos patoldgicos de la EA no solo es
importante considerar el comportamiento de cada tipo celular de forma aislada, sino también
cdmo la microglia y el astrocito se comunican entre si y, en paralelo, con la neurona (105).
Se ha descrito que las interacciones entre las células gliales y neuronales contribuyen al
mantenimiento de la homeostasis cerebral (106). Por ejemplo, los astrocitos proporcionan
soporte metabdlico y nutricional a las neuronas, mientras que las células microgliales regulan
la actividad sinaptica neuronal mediante la liberacién de citoquinas, quimiocinas y factores de

crecimiento en respuesta a un dafio (107).

1.6.1. Neurona

Las neuronas son células excitables, capaces de propagar sefales a través de sus potenciales
de membrana y de comunicarse con otras células mediante la liberacion de
neurotransmisores. Existe una gran diversidad de tipos neuronales con 4 regiones
morfoldgicamente y funcionalmente diferentes entre si: el cuerpo celular, las dendritas, el
axon y los terminales presinapticos Se calcula que el cerebro humano contiene mas de 100
billones de neuronas y que cada una es capaz de establecer miles de conexiones sinapticas

con otras células (108).

En etapas iniciales de la enfermedad, tiene lugar un proceso de muerte neuronal localizado
en areas cerebrales especificas y, a medida que avanza la patologia, se extiende por un gran
numero de estructuras del cerebro del paciente con EA (109). Se ha identificado una estrecha
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relacién entre la pérdida neuronal en la regién CA1 del hipocampo y la corteza entorrinal con
la severidad del deterioro cognitivo (110). Aunque se desconoce el mecanismo responsable
del proceso de muerte neuronal, se ha observado que los depdsitos de amiloide alteran la
liberacion de algunos neurotransmisores y, por ende, se ha propuesto al AB como posible
agente causante (111). A nivel presinaptico, se ha descrito que el AR disminuye la liberaciéon
de glutamato y aumenta la secrecién de GABA, produciendo un incremento del tono inhibitorio
neuronal y alteraciones en el transporte axonal. Mientras que, a nivel postsinaptico, el AB
desencadena la endocitosis y degradacion de los receptores NMDARs (del inglés, N-methyl-d-
aspartate receptors) y AMPARs (del inglés, a-amino-3-hydroxy-5- methyl-4-isoxazolepropionic
acid receptor), originando una depresion postsinaptica y una reduccion de la transcripcion de
genes asociados a la plasticidad sinaptica (112).

Los neurotransmisores, ademas de transmitir sefiales entre las neuronas, intervienen en la
comunicacion entre la neurona y la glia, ya que este tipo de células expresa receptores,
recaptadores para neurotransmisores y componentes neuroactivos. La presencia de los
depositos de AB, caracteristicos de la EA, desencadena alteraciones en el didlogo neurona-
glia (113). En la neurona, favorece la liberacion de glutamato y ATP, activando receptores
neuronales, como el NMDA, y receptores microgliales, como el purinérgico. En la microglia,
induce la sintesis de algunas moléculas implicadas en la sefalizacién glutamatérgica, como,
por ejemplo, el acido quinolinico, que posee efectos excitotdxicos. Simultaneamente, la
microglia secreta factores neurotroficos como el BDNF (del inglés, brain-derived neurotrophic
factor) y se estimula la liberacion neuronal de CX3CL1 (del inglés, C-X3-C motif ligand 1), que
es un ligando microglial (113). En el astrocito, desencadena la secrecidon exacerbada de GABA,
que inhibe la plasticidad sinaptica (114).

1.6.2. Astrocito

Los astrocitos son células gliales que pueden encontrarse en una conformacion fibrosa en la
materia blanca y en conformacién protoplasmatica en la materia gris del SNC (115). Entre sus
funciones cabe destacar la regulacion de la barrera hematoencefalica (BHE), la neurogénesis,
la sinaptogénesis, el mantenimiento de la homeostasis de los neurotransmisores y fluidos, y
la formacion de canales perivasculares en el sistema glinfatico para la eliminacién de residuos

neurotoxicos, tales como AB o tau (78,116).

Constituyen una poblacion celular muy heterogénea con multiples perfiles reactivos, entre los
gue se encuentran la subpoblacién proinflamatoria y la antiinflamatoria (117). Por un lado, los
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astrocitos adquieren un perfil proinflamatorio o neurotdxico al estar expuestos a mediadores
proinflamatorios microgliales, tales como IL1a, IL1B (del inglés, interleukin 1-alpha and beta),
TNFa (del inglés, tumor necrosis factor-alpha) y C1q (del inglés, complement component 1q),
esfingolipidos y neurotrofinas (116,118,119). Este perfil astrocitario sobreexpresa diversos
genes, como, por ejemplo, los asociados a la cascada del complemento (117,120). Se ha
observado que la unién de IL17 con su receptor astrocitario favorece el reclutamiento de NFkB
(del inglés, nuclear factor kappa B) y la sintesis de factores proinflamatorios como IL1B, TNFa
y NO (121). Por otro lado, algunas citoquinas responsables de la activacion del perfil
antiinflamatorio o neuroprotector son IL4, IL13 e IL10. Este fenotipo astrocitario se induce
por la activacion de STAT3 (del inglés, signal transducer and activator of transcription 3) y se
caracteriza por la sobreexpresion de factores neurotrdficos, trombospondinas y la secrecion
de IL4, IL10 y TGFB (del inglés, transforming growth factor B) (117,122,123).

Los astrocitos del parénquima cerebral de los pacientes con la EA sufren una serie de cambios
conformacionales, transcripcionales y funcionales. Este tipo de astrocito, denominado
“reactivo”, se caracteriza por la presencia de procesos hipertroficos y la sobreexpresion de las
proteinas GFAP (del inglés, glial fibrillary acidic protein), nestina y vimentina (115,124-128).
La conformacién patoldgica del amiloide aumenta la sensibilidad de los astrocitos en respuesta
a ATP y glutamato, incrementa los niveles de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y reduce
los de GSH (del inglés, glutathione), alterando el mecanismo de defensa celular contra el
estrés oxidativo. Estudios previos han demostrado que la activacion crénica de los astrocitos
contribuye al proceso neurodegenerativo y a la progresion de la EA (129-132).

1.6.3. Microglia

La microglia son células del sistema inmune innato del SNC. Entre sus principales funciones
se encuentran el mantenimiento de la homeostasis cerebral a través de sus procesos, la
remodelacidn sinaptica, la liberacién de mediadores inflamatorios y la fagocitosis de restos
celulares. Ademas, interacciona con diversos tipos celulares en otros procesos bioldgicos,
como, por ejemplo, la conexidn neuronal, la neurogénesis a partir de las células madre
neurales, la remieliniazaciéon y la mielinizacion realizada por los oligodendrocitos, la
vasculogénesis y la revascularizacién mediadas por las células endoteliales, y la permeabilidad
de la BHE regulada por los astrocitos (106,133,134).

El origen de la microglia en el cerebro humano fue estudiado, en primer lugar, por John

Kershman, quien observé la infiltracién de la microglia durante el desarrollo embrionario y
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describid los puntos de migraciéon celular (135). En los seres humanos, los precursores
microgliales invaden el primordio cerebral entre las semanas 4,5 y 5,5 de gestacién (136,137).
La poblacion microglial representa entre el 0,5-16 % del total celular y se mantiene en
equilibrio gracias a la regulacién de la proliferacion local y la apoptosis, sin contribucién de
progenitores periféricos. La cantidad de las células de microglia varia en funcién de su
localizacién cerebral, siendo mas abundante en el hipocampo, los ganglios basales y la

sustancia negra.

Dado que la microglia completa su maduracion en el SNC, presenta un perfil génico especifico
y diferente respecto a los macréfagos residentes en otros tejidos. Particularmente, se
caracteriza por una expresion reducida de algunas proteinas de la superficie celular, como
CD45 (del inglés, cluster of differentiation 45) y MHCII (del inglés, class II major
histocompatibility complex molecules), y un incremento de los niveles de TMEM119 (del inglés,
transmembrane protein 119), P2Y12R (del inglés, P2Y12 receptor) y SALL1 (del inglés, spalt
like transcription factor 1), entre otras proteinas (138—141).

El desarrollo, la diferenciacién y el mantenimiento microglial en el SNC estd mediado por
multiples interacciones celulares. Se ha observado que algunas citoquinas secretadas por los
astrocitos, como CCL2 y CXCL10, son responsables del reclutamiento de la microglia hacia las
zonas danadas (142,143). En cuanto a la interaccidén neuronal, se ha descrito que el receptor
microglial CSF1R (del inglés, colony stimulating factor 1 receptor) interacciona con IL34 y
CSF1L, que son ligandos eminentemente neuronales, para promover el desarrollo y la
supervivencia microglial (144-146). Ademas, el receptor CX3CR1 (del inglés C-X3-C motif
chemokine receptor 1), cuya expresion en el cerebro es especifica en las células de microglia,
interacciona con el ligando neuronal CX3CL1 para regular la proliferacién y activacion
microglial (147,148).

La activacion de la microglia media procesos de migracion, presentacion antigénica y
fagocitosis (142,149). En términos morfoldgicos, la microglia es una poblacion muy
heterogénea que presenta mdltiples formas intermedias. Sin embargo, se desconoce la
relacién existente entre la morfologia y la actividad de este tipo celular, de ahi la necesidad
de continuar profundizando en esta cuestion (137).
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1.6.3.1. Activacion microglial

Tradicionalmente, se ha empleado la terminologia M1 y M2 para clasificar la activacion de los
macrofagos. El término “M0” se empled para referirse a la microglia no activada. En funcién
de su polarizacién hacia uno de los dos fenotipos de activacion, se denomind M1 a la activacion
clasica considerada proinflamatoria y neurotdxica, y M2 a la activacion alternativa asociada a
la antiinflamacién y la neuroproteccion (150).

Actualmente, los términos M1 y M2 han quedado obsoletos, por tratarse de una categorizacion
reduccionista de la realidad. El desarrollo de nuevas técnicas, como el analisis single-cell, ha
permitido concluir que la microglia es capaz de coexpresar marcadores asociados a ambos
fenotipos de activacion microglial. Esto parece indicar que la microglia /in vivo no polariza
exclusivamente hacia estas categorias, sino que existen diversos fenotipos intermedios
(142,151).

Las células de microglia presentan dos modos de respuesta en funciéon del estadio de la
patologia amiloide. En etapas tempranas, previas a los depdsitos de AB en el parénquima
cerebral, la activacion de la microglia es moderada y neuroprotectora, ya que interviene en la
eliminacion del AB, la supresion de la hiperfosforilacion de la proteina tau y la liberacién de
factores neurotrdéficos. Sin embargo, durante la fase clinica de la EA, la activacién crénica de
la microglia favorece el proceso neurodegenerativo (142,152-156).

El péptido amiloide activa el inflamasoma candnico microglial NLRP3, que es un complejo
intracelular compuesto por NLRP3, la proteina adaptadora ASC y la proteina efectora caspasa-
1. Su activacién aumenta la produccidon de IL1B, induce neurotoxicidad e interviene en la
fagocitosis microglial. Ademas, se ha observado que la secrecién de la proteina ASC por la
microglia activada puede desencadenar la formacion de placas neuriticas, favoreciendo la
oligomerizacion y agregacion insoluble del amiloide (figura 8) (142,157-159).

No existe un consenso en la actualidad sobre los efectos, beneficiosos o perjudiciales, de la
respuesta microglial en la progresion de la EA (160-165). Se ha observado una mayor
microgliosis en torno a las placas neuriticas, lo que sugiere que la microglia podria actuar
secretando enzimas proteoliticas para degradar el péptido AR y expresando receptores
especificos de la actividad fagocitica (154,165-168). En este contexto, la fagocitosis se activa
tras la interaccién del péptido amiloide con los receptores microgliales TREM2, TLRs (del
inglés, toll like receptors), CD36, SR-A1 (del inglés, class Al scavenger receptors) y RAGE (del
inglés, receptor for advanced glycation end products). Dependiendo del receptor activado y
de la forma estructural del AB, se inducen diferentes rutas inflamatorias responsables de la
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secreciéon de citoquinas proinflamatorias, ROS y RNS (169,170). Por ejemplo, el complejo
CD36/TLR4/TLR6 activa la respuesta microglial proinflamatoria, mientras que RAGE promueve
el estrés oxidativo neuronal, ademas de la respuesta microglial (171,172).
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Figura 8: Activacion del inflamasoma NLRP3. La interaccion entre TLR4, el inflamasoma NLRP3 y el
complemento conduce a la neuroinflamacién en la EA. El descenso de los iones potasio y cloro, la liberacion al
citoplasma del AB fagocitado por la microglia y la activacién de NFkB participan en la activacion del inflamasoma.
Como resultado, se secreta IL1B y nlcleos de ASC, que favorecen la agregacion del AB. Imagen adaptada de
(173).

Aunque se ha descrito que la microglia actia sobre las placas de AB, aun se desconoce el
mecanismo responsable de este proceso. Los inhibidores de CSF1R han surgido como una
herramienta potencial para esclarecer la funcién de la microglia en los procesos
neurodegenerativos (174). Tras la activacion de CSF1R por sus ligandos, IL34 y CSF1L, se
produce la dimerizacion del receptor y la fosforilacion de sus residuos tirosina. Dependiendo
del sitio de fosforilacion, se activan diferentes rutas de sefalizacion. Los residuos T-721/T-
559 activan PI3K (del inglés, phosphoinositide 3-kinase)/Akt, JNK (del inglés, c-Jun N-terminal
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kinase) y ERK1/2 (del inglés, Extracellular signal-regulated kinase 1/2), que producen la
activacion y translocacion de factores de transcripcion al nucleo responsables de promover la

proliferacion y la supervivencia microglial (figura 9) (174).

T-697 1807

Proliferacion y supervivencia
microglial

Figura 9: Seiializacion mediada por CSF1R para la regulacion de la proliferacion y supervivencia
microglial. Tras la activacion de CSF1R por la interaccién con CSF1L o IL34, se produce la dimerizacién y
fosforilacion de los residuos tirosina. Dependiendo del sitio de fosforilacion, se activan diferentes rutas de

sefalizacion y, en consecuencia, se translocan factores de transcripcién al nlcleo para promover la supervivencia

y la proliferacién microglial. Imagen adaptada de (174).

Un inhibidor de CSF1R ampliamente empleado en estudios preclinicos es PLX5622. El
tratamiento de modelos murinos de la EA con este compuesto ha revelado efectos
contradictorios. Por un lado, se ha visto que la eliminacién de las células de microglia con este
inhibidor de CSF1R reduce la formacion de placas neuriticas en el hipocampo y la expresion
de genes antiinflamatorios (175,176). Por otro lado, otros estudios han destacado el papel
neuroprotector de la microglia, ya que, al eliminar este tipo celular con PLX5622, se ha
observado un incremento de las neuriticas distréficas y del nimero de placas de AB. Con
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respecto a tau, otra caracteristica patoldgica de la EA, otros autores han indicado que el
tratamiento con PLX5622 no detiene su propagacion (177,178). La dosis y la duracién del
tratamiento con inhibidores de CSF1R podrian explicar la disparidad de los resultados
obtenidos en los modelos de las enfermedades neurodegenerativas. Ademas de la
optimizacion del tratamiento, es importante profundizar en el estudio del impacto de la
eliminacién microglial sobre los astrocitos y las neuronas, dado que la microglia interacciona
con estos tipos celulares. Los inhibidores de CSF1R han permitido abordar el estudio de la
microglia y su activacién en el contexto patoldgico (174).

Los analisis de transcriptdmica han identificado un nuevo fenotipo microglial denominado DAM
(del inglés, disease associated microglia), presente no solo en la EA, sino también en otras
enfermedades neurodegenerativas, como la esclerosis lateral amiotréfica (179). En 2017,
Keren-Shaul y colaboradores realizaron estudios /n vivo empleando el modelo murino 5xFAD
e identificaron que la microglia asociada a las placas amiloides presentaba un perfil génico
DAM, el cual diferia del observado en la microglia en condiciones fisioldgicas (167). En 2021,
Grubman y colaboradores analizaron el perfil transcriptomico de la microglia que contenia
amiloide y de aquella que no lo contenia, observando diferencias funcionales entre ambas
(180).

La activacion del fenotipo DAM comprende dos pasos secuenciales:

e El primero da lugar a un estado intermedio y presenta una reduccién de la expresion

de marcadores homeostaticos, como P2RY12, por una via independiente de TREM2.

e El segundo es dependiente de TREM2 y muestra un incremento de la expresiéon de
genes involucrados en el metabolismo lipidico y en la actividad fagocitica (167).

Algunos autores establecen una estrecha relacion entre el perfil DAM, el incremento de la
actividad fagocitica y el papel neuroprotector de este fenotipo microglial (142). Sin embargo,
otros estudios apuntan que la microglia DAM es perjudicial, debido a las similitudes de su
perfil transcriptomico con la microglia neurodegenerativa MGnD (del inglés, microglial
neurodegenerative phenotype) (181).

En humanos, se han identificado 9 subpoblaciones microgliales enriquecidas en genes
asociados a la enfermedad, denominadas microglia HAM (del inglés, human Alzheimer’s
microglia) (182). Algunos estudios han destacado similitudes entre el perfil génico de la
subpoblacién HAM en humanos y DAM en ratones, especificamente en genes asociados con
en el transporte lipidico y lisosomal, como APOE, CLU y PLCG2 (182,183). Sin embargo, otros
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estudios han mostrado resultados contradictorios al revelar claras diferencias transcriptémicas
entre HAM y DAM (142,184-186).

1.6.3.2. Morfologia microglial

La microglia es un tipo celular muy dindmico que presenta multiples perfiles segun su
ontogenia, motilidad, morfologia, transcriptdmica y metabolismo. La morfologia de la microglia
se ha empleado frecuentemente como una medida indirecta de su estado funcional. Tras afos
de estudio, se han realizado esfuerzos para unificar la gran variedad de morfologias descritas
en la microglia y establecer una clasificacion mas estandarizada (tabla 2) (187). Esta nueva
tipificacion mas genérica incluye la microglia homeostatica (figura 10A), reactiva (figura 10B),
ameboide (figura 10C), hiperramificada (figura 10D) y alargada (figura 10E) (188,189).

Tabla 2: Términos definidos por Paolicelli y colaboradores, en relacion con la nomenclatura
tradicional de los diferentes morfotipos microgliales (187).
Términos definidos por Paolicelli y colaboradores Otros nombres
En reposo
Ramificada
Homeostatica No activa
En vigilancia
MO
Hiperramificada Frondosa o bushy
Activa
Inflamatoria
M1/M2

Hipertrofica

Reactiva

Desramificada
DAM
Completamente activa

Ameboide o~
Fagocitica
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Homeostatica Reactiva Ameboide Hiperramificada Alargada

Figura 10: Categorizacion de la morfologia microglial. A) Microglia homeostatica caracterizada por la
complejidad de sus procesos y el tamafio pequerio del soma. B) Microglia reactiva, con procesos retraidos y
somas mas grandes y redondeados. C) Microglia ameboide, carente de procesos. D) Microglia hiperramificada,
que es una morfologia intermedia entre la homeostatica y la reactiva, caracterizada por tener procesos retraidos
y engrosados. E) Microglia alargada, con somas finos y alargados, y procesos largos y extendidos. Imagen
adaptada de (187).

Tradicionalmente, la microglia del parénquima cerebral sano se clasificaba como “en reposo”
o resting. Hoy en dia, este término ha quedado obsoleto, ya que se conoce que la microglia
interviene en multiples procesos en este contexto, como el mantenimiento de la homeostasis
del SNC y el control del ambiente para detectar la presencia de patégenos, células necréticas
0 apoptdticas, ovillos neurofibrilares y depositos de AB (190-192). En condiciones fisioldgicas,
la microglia presenta, mayoritariamente, una morfologia homeostatica, es decir, su soma es
pequefo y sus procesos largos y muy ramificados para poder abarcar un area mayor donde
detectar la presencia de agentes extrafios o estructuras andmalas. Concretamente, cada célula
ocupa un area de entre 200 y 8000 pm? y tiene una longitud en el rango de 200-350 pm
(187,193,194).

Tras detectar un dafio, la célula reorganiza su citoesqueleto para adoptar una morfologia
microglial reactiva, que se caracteriza por tener un soma mas grande y procesos menos
ramificados y mas finos (195). Este tipo microglial es capaz de responder ante la secrecién de
citoquinas proinflamatorias, de fagocitar restos celulares y de migrar a las zonas dafnadas. La
microglia reactiva tiene un area entre 200-400 pm? y una longitud de 100-300 pym (187). Este
fenotipo microglial engloba diversos términos, tales como la microglia M1/M2, activada y DAM
(tabla 2). Aunque describen una morfologia microglial comin, estos términos han ido
surgiendo por falta de consenso entre los diferentes autores.
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Ademas, se han identificado morfologias intermedias entre la microglia homeostatica y la
reactiva, como, por ejemplo, la hiperramificada o bushy, que presenta procesos mas largos,
voluminosos y complejos (187,196,197). También, se han descrito otras formas intermedias
como la senescente o distrdfica, la satélite, la de tipo celular brillante y la microglia oscura
(198-201).

En el contexto neuroinflamatorio de la EA, la microglia reactiva retrae sus procesos
adquiriendo un fenotipo ameboide. Esta morfologia celular tiene un soma grande vy
redondeado, carece de procesos, ocupa un area de 50-150 pm? y tiene una longitud de 25-
50 pm (187,194,202). También, la microglia puede adoptar una morfologia muy polarizada
con pocas ramificaciones y un soma fino y alargado. Ocupa un area de 300-700 pm? y tiene
una longitud de 200-350 um (187,203). Esta tipologia microglial se ha observado cerca de
neuronas dafnadas, por lo que se ha sugerido que podria facilitar la reparaciéon neuronal o

promover su eliminacién (204).

1.7. Modelos murinos de la EA

Los modelos animales se han convertido en una herramienta experimental necesaria para
entender los mecanismos subyacentes a las diferentes patologias humanas, identificar dianas
terapéuticas y realizar ensayos preclinicos.

Actualmente, Alzforum tiene 221 modelos de ratdn reconocidos para el estudio de la EA (205).
Este gran nimero de modelos se debe a la necesidad de complementar unos modelos con

otros, ya que uno solo no logra reproducir todas las caracteristicas de la patologia.

Dado que los ratones sanos o wild-type (WT) no presentan ni placas neuriticas ni ovillos
neurofibrilares asociados a la edad, surge la necesidad de desarrollar ratones transgénicos
(Tg). Los primeros modelos se caracterizaban por la incorporacion de mutaciones hereditarias
asociadas a la FAD en genes como App, para abordar el estudio de la amiloidosis y procesos
relacionados, como la formacion de placas, la respuesta glial, las neuritas distréficas, el dafio
sinaptico, la muerte neuronal y la alteraciéon de la memoria (206—209). Respecto a tau, aunque
estos modelos presentaban cierta hiperfosforilacion de la proteina, no desencadenaba la
formacion de ovillos neurofibrilares intracelulares. Por este motivo, para estudiar la taupatia
caracteristica de la EA, surgieron nuevos modelos murinos que introdujeron mutaciones en el

gen Mapt (del inglés, microtubule-associated protein) (210).
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La identificacion de nuevas mutaciones génicas asociadas a la FAD ha permitido ampliar el
disefio de modelos murinos Tg para replicar, con la mayor exactitud posible, los mecanismos
subyacentes a la FAD /n vivo (211-214). Algunos modelos de la EA son mas agresivos, ya que
la amiloidogénesis y/o la taupatia, en funcion de las mutaciones que contenga, la pérdida
neuronal y el deterioro cognitivo ocurren con anterioridad en comparacién con otros modelos
(tabla 3). Un ejemplo de amiloidosis mas agresiva es el modelo 5xFAD, el cual muestra
depdsitos de AB a los 2 meses de edad y alcanza el maximo nimero de placas entre los 6-9

meses de edad, acompafado de una gliosis exacerbada y un deterioro cognitivo (214).

Tabla 3: Modelos murinos representativos de la patologia amiloide y/o la taupatia asociada a la EA
(214).

Mutacion L i Pérdida Deterioro
Modelo . Amiloidosis = Taupatia .
génica neuronal cognitivo

App
(KM670/671NL,
5xFAD 1716V, V7171) 2 meses - 6 meses 4 meses
Ps1 (M146L,
L286V)
App
APP/PS1 | (KM670/671NL) 6 meses - 8 meses 12 meses
Ps1 (delta9)

App
APP23 6 meses - 12 meses 3 meses

(KM670/671NL)
Mapt ON4R
JNPL3 - 5 meses 5 meses Se desconoce
(P301L)
Mapt ON4R

rTg4510 - 4 meses 6 meses 6 meses
(P301L)

App
(KM670/671NL)
Mapt ON4R
3xTg 6 meses 12 meses | Se desconoce 4 meses
(P301L)
Ps1 (M146V

knock-in)
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2. Sistema endocannabinoide
2.1. Generalidades del SEC

El sistema endocannabinoide (SEC) es un sistema complejo compuesto principalmente por
receptores cannabinoides, cannabinoides endégenos o endocannabinoides (eCBs), y proteinas
responsables de su transporte, sintesis y degradacién (figura 11) (215,216). La sefializacion
a través de este sistema participa en varios procesos fisioldgicos como la regulacion celular y
tisular, el mantenimiento de la homeostasis del organismo, el desarrollo cerebral, la memoria,
la liberacion de neurotransmisores, la plasticidad sinaptica, la percepcion del dolor, el apetito,

la motilidad gastrointestinal y la secrecion de citoquinas por parte de la microglia (217).
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Figura 11: Seiializacion eCBs en la sinapsis y en la comunicacion glia-neurona. Imagen adaptada de
(218).
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La planta Cannabis Sativa contiene una variedad de compuestos, incluyendo fenoles
cannabinoides y no cannabinoides, flavonoides, terpenoides, alcoholes, aldehidos y alcaloides
(219-223). Entre los mas de 120 terpenos o fitocannabinoides que tiene, cabe destacar el
cannabidiol (CBD) y el A°-tetrahidrocannabinol (A®-THC). Ademds, se han descrito
cannabinoides en otras especies vegetales como Echinacea, Helichrysum umbraculigerum y
Radula (224).

En 1963, Raphael Mechoulam caracterizé el CBD. Al ser un compuesto no psicoactivo, ha
ganado interés terapéutico para tratar enfermedades como la psicosis. Un afio después,
Raphael Mechoulam y Yechiel Gaoni identificaron el THC, que es el principal compuesto
psicotropico del cannabis (216,225-228). Durante miles de anos, la planta Cannabis Sativa se
ha empleado para uso recreacional o terapéutico, entre otros fines (219-223). Actualmente,
las autoridades sanitarias han restringido el uso terapéutico del cannabis al alivio del dolor
crénico en adultos, y el uso de cannabinoides orales como antieméticos durante el proceso de
la quimioterapia y para el tratamiento de la espasticidad en pacientes con esclerosis multiple
(216).

El empleo de analogos radiactivos de THC permitié la caracterizacion del primer receptor
cannabinoide CB:R (del inglés, cannabinoid receptor type 1) (229). Este receptor esta
acoplado a proteinas G (GPRs) y su expresion es abundante en el cerebro. Gracias a la
homologia con CB:R, se identifico el receptor CB;R (del inglés, cannabinoid receptor type 2),
cuya expresion es abundante en el sistema inmune (217,230). El descubrimiento de los
receptores cannabinoides permitid la deteccion de sus ligandos enddgenos, como, por
ejemplo, la anandamida (AEA, del inglés N-arachidonoylethanolamine) y 2-araquidonilglicerol
(2-AG, del inglés, 2-arachidonoyglycerol) (231,232). Posteriormente, se identificaron las
enzimas responsables de la sintesis y degradacion de estos eCBs. Respecto a AEA, su sintesis
estd mediada por NAPE-PLD (del inglés, N-acylphosphatidylethanolamine-specific
phospholipase D-like hydrolase) y su hidrolizacién esta catalizada por FAAH (del inglés, fatty
acid amide hydrolase) (233,234). En cuanto a 2-AG, DAGLa (del inglés, diacylglycerol lipase
a) y DAGLB son responsables de su biosintesis, mientras que MAGL (del inglés,

monoacylglycerol lipase) participa en su degradacién (235,236).

La modulacién del SEC se ha propuesto como posible estrategia terapéutica para el dafo
crénico, nauseas, esclerosis multiple, epilepsia, ansiedad, EA, enfermedad de Parkinson y
enfermedad de Huntington, ya que se han descrito diversas alteraciones de este complejo
sistema tanto en modelos experimentales como en pacientes con este tipo de patologias (237-
239).
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2.2. Cannabinoides

Los cannabinoides son una clase de compuestos quimicos con capacidad de interaccionar con

los receptores cannabinoides, como CB:iR y CB:R, los receptores no cannabinoides, como

GPR55 y GPR3, y los canales idnicos (240). Originalmente, el término cannabinoide hacia

referencia Unicamente a los fitocannabinoides (241). Actualmente, se han descrito los

siguientes tipos de cannabinoides atendiendo a su origen:

Los fitocannabinoides son de origen vegetal. Algunos tienen propiedades psicotrdpicas,
como el THC, el cannabinol (CBN) y el A8-THC, mientras que otros son no
psicotropicos, como el CBD, el cannabicromeno (CBC) y el cannabigerol (CBG)
(220,224).

Los eCBs se sintetizan de forma natural en el organismo de los mamiferos. Los

principales endocannabinoides son AEA y 2-AG (217).

Los cannabinoides sintéticos, también conocidos como cannabinoides miméticos, son
un grupo de compuestos desarrollados mediante la modificacion de la especificidad de
unién de este tipo de cannabinoides por un receptor concreto. Originalmente,
surgieron para potenciar la actividad terapéutica y reducir los posibles efectos
secundarios asociados a su consumo. Este tipo de cannabinoides también incluye
aquellas drogas de abuso desarrolladas de forma ilegal por laboratorios clandestinos,
como el Spice/K2, que es un analogo sintético del THC (242).

2.2.1. Fitocannabinoides

Los fitocannabinoides son los principales compuestos del Cannabis, siendo el THC y el CBD

los mas abundantes (242).

El THC es el principal componente psicoactivo y su consumo se asocia al deterioro
cognitivo, la paranoia, el incremento del riesgo de padecer trastornos psicéticos, el
aumento de la dependencia al cannabis y el desarrollo del trastorno por consumo del
cannabis (243-245). No obstante, también posee propiedades neuroprotectoras,

antiespasmadicas y antiinflamatorias (246).

El CBD presenta propiedades antieméticas, antiinflamatorias, ansioliticas vy
antipsicdticas (247). Ademas, el tratamiento con CBD se ha aprobado para nifios con

epilepsia refractaria (248).
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El THC y el CBD producen efectos diferentes en el organismo dependiendo de su interaccion
con determinados receptores (tabla 4 y 5). Por ejemplo, el THC es un agonista parcial de los
CBRs, mientras que el CBD es un modulador alostérico negativo de estos receptores, es decir,
reduce la activacion de los CBRs por THC y otros eCBs. Estas observaciones sugieren que el
CBD podria contrarrestar los efectos adversos del tratamiento con THC (218,249).

Tabla 4: Efectos del THC sobre receptores cannabinoides y no cannabinoides (218).

Cannabinoide | Agonista parcial Agonista Antagonista
PPARa-y, GPR55, GPR18,

THC CBiR y CB:R ]
Y TRPV2-4 y TRPAL TRPMB y 5-HT3A

Tabla 5: Efectos del CBD sobre receptores cannabinoides y no cannabinoides (218).

Modulador .
_ . _ ) Agonista
Cannabinoide alostérico Agonista Antagonista )
) inverso
negativo
TRPA1, TRPV1-3,
GPR55, GPR18 y | GPR3, GPR6 y
CBD CB:Ry CB:R | PPARy, 5-HT1Ay

5-HT3A GPR12
A

Debido a la capacidad de interaccién de los fitocannabinoides con milltiples dianas
farmacoldgicas, surge la necesidad de profundizar en los mecanismos subyacentes para poder
esclarecer las propiedades terapéuticas del CBD y THC en el contexto patoldgico (218).

2.2.2. Endocannabinoides

Los endocannabinoides son ligandos cannabinoides enddgenos compuestos, principalmente,
por derivados del acido araquiddnico conjugados con etanolamina o glicerol, que se
encuentran presentes en el plasma, los tejidos periféricos y el cerebro (250). Se caracterizan
por actuar como mensajeros retrogrados en la sinapsis neuronal, es decir, su sintesis tiene

lugar en neuronas postsinapticas en respuesta a diversos estimulos para, posteriormente,
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activar los receptores cannabinoides de las neuronas presinapticas e inhibir la liberacion de
los neurotransmisores (251).

Los primeros endocannabinoides en ser identificados fueron AEA, que se forma como producto
final de la escision de fosfolipidos de la membrana, y 2-AG, que es un intermediario metabdlico
de la degradacidn lipidica (252). En condiciones fisioldgicas, el nivel de AEA en el cerebro es
aproximadamente 200 veces inferior a los de 2-AG, cuya sintesis es dependiente de la
concentracion de calcio e independiente de la produccion y secrecion de AEA (252-254). Se
ha descrito que la interaccién de ambos endocannabinoides con los CBRs produce analgesia,
catalepsia, hipolocomocién e hipotermia. Concretamente, AEA es un agonista parcial de CBiR,
mientras que 2-AG es un agonista completo de CB:R y CB;R (255). Ademas, actlan como
ligandos de otros receptores, tales como los GPCRs, los receptores nucleares y los canales
idnicos (256).

También se han identificado otras N-acetiletanolaminas (NAEs) denominadas no
cannabinoides, ya que interaccionan con otros tipos de receptores que no son los CBRs.
Algunos ejemplos son PEA (del inglés, palmitoylethanolamide) y OEA (del inglés, oleoyl-
ethanolamide). OEA produce sensacion de saciedad y favorece la pérdida de peso, mientras
que PEA tiene propiedades antiinflamatorias, analgésicas, antiepilépticas y neuroprotectoras,
por lo que se ha empleado para el tratamiento del eczema, el dolor y la neurodegeneracion
(257-260).

2.3. Receptores cannabinoides

Los principales receptores cannabinoides son CB:Ry CB;R, que estan codificados por los genes
Cnrl 'y Cnr2, respectivamente. Ambos receptores estan acoplados a las proteinas G y se
componen de 7 dominios transmembrana, un extremo N-terminal extracelular y otro C-
terminal intracelular (261). La activacion de los CBRs inhibe los canales de calcio sensibles al
voltaje y la adenilato ciclasa (AC) y, en paralelo, estimula las quinasas MAP (ERK1/2, INK y
p38), que regulan la proliferacion, el ciclo y la muerte celular (figura 12) (226).

La funcionalidad de este tipo de receptores es selectiva, ya que se pueden inducir distintas
rutas de senalizacion dependiendo del ligando con el que interaccione (262). Por ejemplo,
como se ha descrito previamente, experimentos /in vitro han demostrado que CBD es un
modulador alostérico negativo de CB1R, lo que explicaria por qué la coadministracién de CBD
y THC podria reducir los efectos psicoactivos (263,264).
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Ademas, los receptores cannabinoides pueden formar dimeros con otros GPCRs, como, por
ejemplo, CB:R que puede asociarse con los receptores de dopamina D, orexina A, adenosina
2A y delta opioides, entre otros (265,266).

Expresion génica

[ o) —» DOVOX

Proliferacién, control
ciclo celular y muerte

Extracelular

CB, y CB, Agonista

Figura 12: Mecanismo de sefalizacion intracelular mediado por CB;R y CB2R. Imagen adaptada de
(226).

CB;Ry CB;R difieren entre si en la secuencia de aminoacidos de la cadena polipeptidica y en
su distribucion tisular (figura 13) (267-270). CB:R se expresa, mayoritariamente, en el SNC.
Este receptor abunda en las neuronas, concretamente en el soma, las dendritas, los terminales
sinapticos, para modular la transmision sinaptica, e incluso se ha descrito la expresion de este
receptor a nivel mitocondrial (271-275). Se ha observado una expresion leve de CB1R en otros
tipos celulares, como los astrocitos, los oligodendrocitos y la microglia (276,277). Respecto a
CBJR, originalmente se consideraba un receptor exclusivamente periférico. Sin embargo,
diversos estudios han reportado la expresion de este receptor en el parénquima cerebral en
condiciones fisioldgicas, aunque a unas concentraciones inferiores al umbral de deteccién de
la mayoria de los métodos convencionales. En condiciones patoldgicas, como la
neuroinflamacion de la EA, se ha descrito una induccion de la expresion de CB2R en las células
microgliales (228).
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Figura 13: Distribucion de CB;Ry CB.R en el cuerpo humano. Imagen adaptada de (226).

Existen otros receptores que no pertenecen al SEC candnico y que pueden interaccionar con
los eCBs, los fitocannabinoides y otros mediadores lipidicos. Algunos de estos receptores son
PPARa, PPARyY, GPR18, GPR55, GPR119, los canales idnicos que participan en la nocicepcion
(TRPV1 y TRPV2) y algunos transportadores (HTR1A, ADORA2A y ADGRF1) (278,279).

2.4. Metabolismo de los cannabinoides

Los endocannabinoides se sintetizan “bajo demanda” a partir de los precursores localizados
en la membrana lipidica. A diferencia de los neurotransmisores, no se almacenan en las
vesiculas, sino que se liberan en un lugar y momento precisos tras la activacion de enzimas
por senales especificas, como el aumento de los niveles intracelulares de calcio (276,280). En
el proceso de sintesis de 2-AG y AEA intervienen las siguientes reacciones enzimaticas (figura
14):

e Respecto a la sintesis de 2-AG, PLC (del inglés, phospholipase C) actia sobre un
fosfolipido de la membrana obteniéndose DAG (del inglés, 1,2-diacylglycerol), que es
esterificado por DAGL para formar 2-AG. Esta Ultima enzima consta de dos isoformas
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(DAGLa y DAGLB) abundantes en el cerebro: DAGLa participa en la produccion
sinaptica de 2-AG, mientras que DAGLP es importante en la sintesis microglial de este
eCB (281).

e La sintesis candnica de AEA comprende: 1) la liberacion de los fosfolipidos de la
membrana celular, que siguen la ruta NAT (del inglés, N-acyltransferase) dependiente
o independiente de Ca?*, 2) la formacion de NArPE (del inglés, N-arachidonoyl
phosphatidyl ethanolamine) y 3) la activacion de NAPE-PLD para obtener AEA (282).
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Figura 14: Metabolismo de AEA y 2-AG. Principales rutas metabdlicas involucradas en la sintesis y
degradacién de AEA y 2-AG. Imagen adaptada de (226).

Los eCBs se sintetizan en el interior celular y se secretan al exterior a través de los
transportadores EMT (del inglés, endocannabinoid membrane transporter) para poder actuar
sobre las células adyacentes (283). Ademads, se ha especulado sobre la existencia de
recaptadores de eCBs en el organismo. Actualmente, se han desarrollado inhibidores
selectivos de los recaptadores de eCBs para profundizar en su caracterizacion. Un ejemplo es
WOBE437, que ha demostrado inducir /n vivo e in vitro un incremento moderado y selectivo
del tono endocannabinoide, sin afectar a las enzimas responsables de su degradacién, a otros
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componentes del SEC y a proteinas relevantes del SNC. Estudios previos han reportado
propiedades analgésicas, ansioliticas y antiinflamatorias asociadas a este inhibidor (284).

Diversas enzimas intervienen en la degradacién de los eCBs, concretamente, FAAH participa
en la hidrdlisis de AEA y otras NAEs (PEA y OEA) y MAGL en la degradacion de 2-AG (285,286).
El acido araquiddnico resultante de este proceso actia como sustrato en la sintesis de
prostaglandinas, lo que sugiere que la degradacion de los eCBs puede activar otros tipos de
sefializacion (287).

MAGL es una enzima anclada a la membrana celular presente en ciertos tejidos como el
adiposo y el cerebral, donde se expresa especificamente en neuronas presinapticas (288,289).
Interviene en la senalizacion mediada por los eCBs y el metabolismo del acido araquiddnico
en el cerebro, higado y pulmones. Ademas de metabolizar selectivamente 2-AG, MAGL
también hidroliza otros monoacilglicéridos y, en consecuencia, altera los niveles de acidos
grasos libres, que actian como precursores para la sefalizacién de lipidos protumorogénicos
(290). Existen tres tipos de inhibidores de MAGL: inhibidores no competitivos, inhibidores
parcialmente reversibles y agentes que reaccionan con serina o cisteina. Estudios previos han
reportado una regulacion del metabolismo lipidico y una reduccién de la inflamacién asociados
a estos inhibidores (291,292). La inhibicién de MAGL se ha postulado como una potencial
diana terapéutica en varias patologias, como la neurodegeneracién, los trastornos

psiquiatricos, el dano crénico y el cancer (290,293).

FAAH es una enzima anclada en la membrana celular responsable de hidrolizar AEA, PEA y
OEA, entre otras NAEs (234,294). Se expresa en los tejidos periféricos, como los rifiones, los
pulmones y el tracto gastrointestinal, y, mayoritariamente, en el SNC. FAAH se localiza
principalmente en los astrocitos y las neuronas postsinapticas del hipocampo, el cerebelo, la
corteza y el bulbo olfatorio (288,289,295-300).

Para profundizar en el estudio de las funciones especificas de la enzima, se han desarrollado
inhibidores farmacoldgicos de FAAH. Diversos estudios han revelado que la inactivaciéon de
esta enzima aumenta la transmision neuronal y regula la neuroinflamacion y el dolor, sin
producir los efectos secundarios asociados a la administracién de cannabinoides, como la
catalepsia, el descenso de la temperatura corporal, el aumento del apetito y la alteracion de
la motilidad y el suefio. Algunos ejemplos de inhibidores de FAAH son:

e URB59, que presenta efectos analgésicos, ansioliticos y antidepresivos (301-307).
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e PF-04457845, desarrollado por Pfizer, es el primer inhibidor de FAAH en alcanzar la
fase II de los ensayos clinicos. Se caracteriza por inhibir la enzima de forma covalente
e irreversible, y por presentar una farmacocinética excelente en ratas, perros y
humanos. El tratamiento de ratas con PF-04457845 (0,1 mg/kg) ha logrado inhibir
FAAH casi por completo (>98 %) e incrementar entre 7-8 veces los niveles de AEA en

el plasma y el parénquima cerebral de estos animales (308,309).

La inhibicién de la actividad de FAAH produce efectos bioldgicos duraderos incrementando el
tono endocannabinoide y, por tanto, se ha propuesto como una potencial estrategia
terapéutica en diversas patologias.

3. Alteraciones del SEC en el contexto de la EA

Se han descrito una serie de alteraciones del SEC asociadas a la progresion de la EA, aunque
su relevancia biolégica es todavia controvertida. Algunos autores sostienen que la
sobreexpresion de algunos componentes del SEC permite contrarrestar la hiperactividad
neuronal y el proceso neuroinflamatorio en el contexto patoldgico, mientras que otros
defienden que las alteraciones del SEC desencadenan el deterioro cognitivo y la clinica
caracteristica de la EA (310).

Se desconoce con exactitud la relacion entre CB;iR y la EA. Se ha descrito un descenso de la
expresion de este CBR en areas cerebrales con activacion microglial, el hipocampo y la corteza
frontal de los pacientes con EA (311). Algunos autores sostienen que la expresion de este
receptor varia en funcién de la progresion de la EA; incrementando en etapas tempranas vy,
posteriormente, disminuyendo en fases mas avanzadas de la patologia (312). Benito y
colaboradores no identificaron alteraciones de la expresion de CB:R ni en la microglia ni en
los astrocitos asociados a las placas neuriticas. Sin embargo, observaron que la expresion de
CBJR se induce especificamente en la microglia localizada en torno a las placas amiloides
(313). El empleo de agonistas de CB.R ha reflejado la participacion de este receptor en la

activacion microglial y la eliminacion del péptido AB (311,314,315).

Ademas, se ha identificado un incremento de DAGLa particularmente cerca de las placas
seniles, lo que sugiere un incremento de los niveles de 2-AG y de la pérdida sinaptica mediada
por este eCB (316). Estas especulaciones se confirmaron gracias al empleo de modelos
animales de la EA (317). Sin embargo, también se ha observado un reclutamiento de la enzima
MAGL, responsable de la degradacion de 2-AG, en tejidos postmortem de los pacientes con
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EA, indicando que la progresion de la enfermedad podria reducir la senalizacién mediada por
2-AG (317).

Diversos estudios han mostrado un descenso de AEA en la corteza cerebral asociado al
deterioro cognitivo de los pacientes y al aumento de los niveles del péptido amiloide
neurotoxico 1-42 (318). En linea con estos hallazgos, se ha observado una induccion de la
expresion de la enzima responsable de su degradacion (FAAH) de forma selectiva en los
astrocitos reactivos asociados a las placas neuriticas (313). El aumento de la actividad de
FAAH, ademas de alterar el tono eCBs, interviene en el proceso inflamatorio de la EA, ya que
el acido araquiddnico resultante de la degradacion de los eCBs favorece la sintesis de las
prostaglandinas y otros mediadores inflamatorios en torno a las placas seniles (319,320).
Dado que los patrones de expresion de CB;R y de FAAH se asocian con los depdsitos amiloides,
estos elementos del SEC podrian actuar regulando la funcién microglial en el contexto de la
EA (292). Ademas, se ha identificado una estrecha relacion entre la reduccién de la expresion
de FAAH y el aumento de AEA y otras NAEs en la corteza frontal media y temporal con mejoras
cognitivas en condiciones patoldgicas (300,321). En este contexto, la inhibicion de la actividad
de FAAH podria ser beneficiosa para la prevencion del proceso neuroinflamatorio y neurotdxico
asociado a la EA (322).

4. Modulacion del SEC como estrategia terapéutica para la EA

Los cannabinoides se han considerado un tratamiento potencial para la EA gracias a sus
propiedades inmunosupresoras, antiinflamatorias y neuroprotectoras (322). Actualmente, las
estrategias terapéuticas para la regulacion del SEC en el contexto de la EA comprenden: 1) la
modulacién de los receptores CBRs con fitocannabinoides o cannabinoides sintéticos y 2) la
inhibicién de las enzimas responsables de la degradacion de los eCBs para aumentar el tono
endocannabinoide (tabla 6) (323,324).

El tratamiento de los modelos animales de la EA con fitocannabinoides ha mostrado efectos
beneficiosos, tales como mejorias comportamentales, reduccion de las placas neuriticas y de
la neuroinflamacién (325). Concretamente, se ha observado que la administracion de dosis
bajas de A’>-THC mejora la memoria (326-328). Ademas, la coadministracion de THC y CBD
en fases avanzadas de la patologia amiloide ha reportado mejoras cognitivas en el modelo
murino APP/PS1 (329). Desde un punto de vista clinico, el Unico analogo sintético aprobado
por la FDA es la nabilona, conocido como Cesamet, para el tratamiento de las nduseas y los
vomitos causados por la quimioterapia en pacientes oncoldgicos (330). En el contexto de la
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EA, los pacientes tratados con este compuesto presentan un aumento del peso corporal y una

reduccién de la agitacion en fases avanzadas de la EA, entre otras mejorias en la clinica del

paciente (331).

Tabla 6: Principales compuestos empleados para la modulacién del SEC en el contexto de la EA y los

efectos beneficiosos y perjudiciales asociados a cada tratamiento (325).

Compuestos

THC

CBD

WIN 55,212-2
HU 210
CP 55,940
JWH-018

JWH-133
AM-1241
MDA7

URB597
PF-04457845
JZ1.184
JZL195

Mecanismo .
., Efectos beneficiosos
de accion
Inhibicion de la
Agonista de acetilcolinesterasa, reduccién del
CBiR y CB,R AB, neurogénesis en el
hipocampo y liberacion de BDNF
No efectos psicoactivos,
_ neuroproteccién, menor
Agonista de L _
activacion microglial y retraso de
CBsRy CB:R o _
la aparicion del deterioro
cognitivo
_ Eliminacién del AB, neurogénesis
Agonista de . _
y prevencion del deterioro
CBsR y CB:R N
cognitivo
. Eliminacidn del AB, mejora
Agonista . .,
) cognitiva, prevencion de la
selectivo de L _ .
activacion microglial y reduccion
CB;R

de la hiperfosforilacién de tau

Supresion de la toxicidad por
. glutamato inducida por ABi-4,
Modulacion de y o
_ reduccion de la sintesis de
los niveles de

interleuquinas proinflamatorias,
AEA y 2-AG

restauracion de LTP y reduccion
de las placas amiloides
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Efectos adversos

Efectos psicdticos,
deterioro cognitivo y
disminucion de la
liberacién de

dopamina

Hipotension (dosis
altas) y efecto

ansiogénico

Alteracién de la
memoria de trabajo y
de la LTP, y efecto
sedante

Inmunosupresion

Rigidez diastolica
cardiaca
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Otra estrategia consiste en el incremento del tono endocannabinoide a través de la inhibicion
de las enzimas responsables de la degradacién de los eCBs, sin la administracion exdgena de
cannabinoides. La inhibicién farmacoldgica de FAAH y MAGL en modelos murinos de la EA ha
reflejado un incremento de los niveles de anandamida y 2-AG, y un descenso de los depdsitos
amiloides. Concretamente, el PF, que es un inhibidor de FAAH, ha alcanzado los ensayos
clinicos y ha mostrado una buena tolerancia en personas sanas (308,325).
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Hipotesis y objetivos

La presente tesis doctoral postula que el sistema endocannabinoide desempefia un papel

relevante en el proceso neuroinflamatorio asociado a la patologia amiloide y, por ende, su

modulacién se plantea como una potencial estrategia terapéutica para la EA. Para contrastar

esta hipdtesis se plantean dos aproximaciones experimentales: 1) administrar dosis bajas de
cannabinoides (THC, CBD y CBD:THC) de forma crdnica a ratones 5xFAD; e 2) inactivar FAAH
para elevar el tono endocannabinoide en el organismo de este modelo animal de la EA.

1. Administracion cronica de dosis bajas de cannabinoides a ratones 5xFAD

Para evaluar los efectos antiinflamatorios y neuroprotectores de la administracion de THC,

CBD y una combinacion de ambos en el contexto de la EA, se plantearan los siguientes

objetivos:

Evaluar la memoria espacial, el estado ansioso y depresivo, la coordinaciéon motora y
la locomocidén de los ratones 5xFAD tras la exposicion a cada tratamiento.

Realizar estudios moleculares para analizar marcadores asociados a la inflamacion, la
gliosis y al dafio neuronal, y cuantificar los niveles de la isoforma soluble e insoluble
del péptido ABi-42 en el parénquima cerebral en cada grupo experimental.

2. Incremento del tono endocannabinoide mediante la inactivacion genética

de FAAH en el contexto de la EA

Para lograr una mejor comprension de los efectos paraddjicos descritos en el modelo

5xXFAD/FAAH-, en cuanto a la exacerbacion de la respuesta inflamatoria y la neuroproteccion,

se propondran los siguientes objetivos:

Evaluar las consecuencias de la inactivacién genética de FAAH sobre el aprendizaje
espacial de los animales.

Analizar las diferencias en la expresion génica a nivel transcriptdmico en el modelo
5XFAD/FAAH".

Identificar y cuantificar cambios moleculares asociados a la inactivacion genética de
FAAH, tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas, y tras la ablaciéon microglial
con PLX5622.

Caracterizar el perfil morfoldgico de la microglia en los ratones 5xFAD/FAAH” en el

contexto de ablacién microglial y posterior repoblacion.
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Materiales y métodos

1. Aproximaciones experimentales

El presente trabajo consta de dos disefios experimentales, que comprenden una amplia
variedad de técnicas (pruebas de comportamiento, analisis moleculares, transcriptomica y
microscopia /n vivo dos fotones) y de grupos experimentales, para cumplir con los objetivos

propuestos (tabla 7):

Tabla 7: Aproximaciones experimentales realizadas en el presente trabajo, detallando los estudios

realizados y los grupos experimentales empleados.

Disenos . .
) Estudios Grupos experimentales
experimentales
I.
Evaluacion del WT (VEH)

potencial efecto Pruebas de comportamiento | g, -apy (yEH, CBD, THC y CBD:THC)

antiinflamatorio y
neuroprotector de

los cannabinoides i WT (VEH)
sobre la patologfa Analisis moleculares 5XFAD (VEH, CBD, THC y CBD:THC)
amiloide
WT
Pruebas d rtamient FAAR'
ruebas de comportamiento S\FAD
5XFAD/FAAH"-
WT
Andlisis de t iotomi FAAH'
nalisis de transcriptomica S\FAD
IL. 5XFAD/FAAH-
Estudio del impacto
de la inactivacion WT (VEH y PLX)

FAAH- (VEH y PLX)
5xFAD (VEH y PLX)
5XFAD/FAAH (VEH y PLX)
WT/CX3CR1*/6F (VEH y PLX)
FAAH-/CX3CR1*/S% (VEH y PLX)
5xFAD/CX3CR1*/S (VEH y PLX)
5xFAD/FAAH-/CX3CR1*/S7 (VEH y PLX)

genética de la
enzima FAAH en el

contexto de la EA Anélisis moleculares

: N 5XFAD/CX3CR1*/6 (VEH y PLX)
magen /n vivo SXFAD/FAAH/CX3CR1*/57 (VEH y PLX)
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1.1. Diseiio experimental 1

El disefio experimental I consistié en la evaluacion del potencial efecto antiinflamatorio y
neuroprotector del CBD y THC sobre la patologia amiloide. Para su consecucién, se trataron
ratones 5xFAD macho de 8 meses de edad con vehiculo (VEH), CBD, THC o CBD:THC, y
ratones WT con VEH, que sirvieron como control del experimento. Para evaluar los efectos de

la administracion crénica de dosis bajas de cannabinoides, se realizaron:

1. Pruebas comportamentales a los animales tratados. Para ello, se empled una N

minima de 16 ratones por grupo experimental, siendo aleatorizados por el peso y el

tratamiento, para evaluar:

e La memoria espacial (BM, del inglés, Barnes Maze).
e La ansiedad (EPM, del inglés, Elevated Plus Maze).
e La depresion (TS, del inglés, Tail Suspension test).
e La coordinacion motora (RR, del inglés, Rotarod).

e La actividad locomotora (OF, del inglés, Open-Field test).

2. Andlisis moleculares para estudiar los niveles de expresion de los receptores

cannabinoides, los marcadores de inflamacién, la gliosis y el dafio neuronal en el
parénquima cerebral tras el tratamiento con cannabinoides. Los estudios realizados

contaron con una N minima de 8 animales por grupo experimental y comprendieron:

e La determinacion del ARNm de la corteza y del hipocampo mediante RT-qPCR

(del inglés, Reverse Trancription Quantitative Polymerase Chain Reaction)
e El andlisis de diversas proteinas de la corteza cerebral por Western-blot (WB).

e La cuantificacion de la fraccion soluble e insoluble del péptido ABi-4 del

hipocampo mediante ELISA.

1.2. Diseiio experimental II

En el disefio experimental II se abordd el estudio del impacto de la inactivacion genética de
la enzima FAAH en el contexto de la EA. Estudios previos han mostrado una exacerbacion de
la respuesta inflamatoria paraddjicamente asociada a efectos neuroprotectores en el modelo
5xFAD/FAAH-(300,332-335). Con el fin de profundizar en esta cuestion, se llevo a cabo esta
segunda aproximacion experimental, que consta de los siguientes estudios:
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Pruebas de comportamiento. Concretamente, se realizé la prueba de BM para evaluar

el impacto de la inactivacién genética de FAAH en el aprendizaje espacial de los
animales en el contexto de la EA. Para su realizacion, los animales se aleatorizaron
por peso y genotipo. La N minima empleada fue de 8 ratones macho de 7 meses de
edad WT, FAAH"", 5xFAD y 5xFAD/FAAH"".

Andlisis de transcriptémica para determinar los genes diferencialmente expresados

(DEG) y los procesos bioldgicos potencialmente alterados (GSEA, del inglés Gene Set
Enrichment Analysis) por la inactivacion genética de FAAH en el hipocampo de los
animales. Para ello, se emplearon 3 ratones macho de 6 meses de edad por genotipo
(WT, FAAH”-, 5xFAD y 5xFAD/FAAHT").

Andlisis moleculares para profundizar en la comprensidon de la neuroinflamacién

asociada a la inactividad de FAAH en la patologia amiloide. Ademas, el tratamiento
de los ratones con PLX5622 (PLX) permitié detallar el grado de contribucion de la
microglia a los cambios moleculares observados. Se emplearon ratones (WT, FAAH”-
, 5XFAD, 5xFAD/FAAH”-, WT/CX3CR1*/¢F?, FAAH7-/CX3CR1*/¢*P, 5xFAD/CX3CR1*/6F,
5xXFAD/FAAH"-/CX3CR1*/67") macho de 7 meses de edad tratados con comida control
(VEH) o PLX para:

e La determinacion del ARNm del hipocampo mediante RT-qPCR.

e El andlisis de proteinas de la corteza cerebral por WB.

Imagen /n vivo empleando microscopia dos fotones (2PE) para el estudio de las

diferencias morfoldgicas de las placas amiloides y de la microglia por la inactividad
de FAAH en el contexto de la EA, tras la ablacion microglial con PLX5622 y la posterior
repoblacion de este tipo celular. Para la consecucion de este analisis, se emplearon
ratones macho de 6 meses de edad de los siguientes genotipos 5xFAD/CX3CR1+/GFP
y 5XFAD/FAAH7-/CX3CR1*/¢"P (N minima=8).

2. Animales de experimentacion

La estabulacion y manipulacion de los animales de experimentacién se realizd en las
instalaciones del animalario de la Universidad Francisco de Vitoria (nUmero de autorizacion
281150000013). Los ratones se mantuvieron en jaulas con enriquecimiento ambiental, acceso
a agua y a dieta estandar ad /ibitum, ciclos constantes de luz/oscuridad (12 h/12 h), presion
positiva, temperatura constante (23 °C) y humedad relativa (55-60 %). Los procedimientos
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experimentales se llevaron a cabo con la autorizacién del comité ético local (PROEX 149/18)
y cumpliendo con la normativa espafiola (RD 1201/2005 y RD 53/2013) y europea
(2010/63/EU) para la proteccidon de animales de experimentacion.

El presente trabajo se realiz6 con ratones macho de 6-8 meses de edad con el fondo genético
C57BL/6. Los genotipos empleados fueron los siguientes: WT, FAAH7", 5xFAD, 5xFAD/FAAH"
, WT/CX3CR1+/6FP FAAH7-/CX3CR1+/6"P 5xFAD/CX3CR1*/6FP y 5xFAD/FAAH7-/CX3CR1+/CFP,

2.1.WT

C57BL/6 es la cepa cominmente empleada para la generacion de ratones transgénicos y
knockout, ya que permite la maxima expresion de muchas mutaciones (336). Dado que estos
animales carecen de modificaciones genéticas, se utilizaron como controles en los diferentes

procedimientos experimentales.

2.2. 5xFAD

5xFAD es un modelo de ratén doble transgénico que expresa los transgenes humanos App y
Ps1 en heterocigosis, bajo el control del promotor murino especifico de neuronas 7AyZ, con
un total de 5 mutaciones asociadas a la FAD (figura 15) (337,338):

e 3 mutaciones en el gen de App: sueca (K670N/M671L), Florida (I716V) y Londres
(V7171).
e 2 mutaciones en el gen de Ps1: M146L y L286V.

Estos ratones desarrollan una amiloidosis muy similar a la EA, pero sin presentar ovillos
neurofibrilares de la proteina tau hiperfosforilada. La severidad en las hembras es mayor que
en los machos, probablemente debido a la presencia de un elemento sensible a estrégenos
en el promotor 7Ayl.

La evolucién de la patologia en este modelo animal comprende:

e Elincremento del péptido ABi-4; en el interior de las neuronas al mes y medio de edad

de los animales.

e La exacerbacion de la astrogliosis, la microgliosis y los depdsitos de amiloide
extracelulares en el subiculo y la capa V cortical a los dos meses de edad.
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e La diseminacion de las placas amiloides por toda la corteza e hipocampo, el proceso
de pérdida neuronal y el deterioro de la memoria espacial a los 6 meses de edad
(337,338).

: Thy1-APP —— =15'UTR AB B :
A A
Sw FI

Lon
Thy1-PS1
]  PS1 I ) i

4 A
M146L L286V

Figura 15: Esquema de las mutaciones presentes en los transgenes humanos Appy Ps1 del modelo
murino 5xFAD. Las mutaciones asociadas a la FAD en ambos transgenes estan indicadas con flechas. Sueca
(Sw), Florida (Fl), Londres (Lon). Los rectangulos grisaceos pequefios simbolizan los exones de 7Ay1. Las
regiones codificantes de Appy Psl1, representadas con rectangulos de mayor tamafio, estan insertadas en el
exén 2 de Thy! (337).

La linea 5xFAD (B6/SJL) se obtuvo de Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine, EE. UU.) y se
cruzd durante mas de 10 generaciones con ratones C57BL/6 para cambiar su fondo genético.

2.3. FAAH/-

Este modelo fue generado y cedido por el Dr. Benjamin F. Cravatt y se caracteriza por la
inactivacion genética de la enzima FAAH de forma constitutiva en el organismo del ratdn (339).
La estrategia para disefar este modelo knockout se basa en la eliminacién del exén 1 (E1) del
gen de Faah mediante recombinacién homodloga con el fin de truncar e inactivar esta enzima
(figura 16). Como consecuencia, el parénquima cerebral de estos animales muestra unos
niveles de AEA 15 veces superiores, una regulacion positiva de otras NAEs (OEA y PEA) y una
menor sensibilidad al dolor respecto a los controles (339).

Con el fin de profundizar en el papel que desempeia la enzima FAAH en la modulacion de la
neuroinflamacion en el contexto de la EA, se generd la linea 5xFAD/FAAH", cruzando ratones
5XFAD con el modelo FAAH",
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Figura 16: Esquema del constructo génico para la obtencion de ratones FAAH/-. Imagen adaptada de
(339).

2.4. CX3CR11*/GFP

Esta linea transgénica fue obtenida de Jackson Laboratories y se caracteriza por tener las
primeras 390 pares de bases (pb) de una de las copias del gen Cx3cr! sustituidas por GFP
mediante recombinacidon homodloga, cuya expresion se encuentra controlada por el promotor
de CX3CR1 (figura 17). Este receptor es caracteristico de los monocitos, las células natural
killer, las células dendriticas y la microglia (339).

A partir de este modelo, se generaron las lineas WT/CX3CR1*/¢"P, FAAH7/-/CX3CR1*/6F,
5XFAD/CX3CR1+/6FP y 5xFAD/FAAH7-/CX3CR1*/¢*P para analizar la morfologia y la respuesta
microglial en el contexto de la patologia amiloide en presencia y ausencia de la actividad de
la enzima FAAH.
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Figura 17: Esquema del constructo génico para la obtencion de ratones CX3CR1+/SFP, Imagen
adaptada de (339).

3. Genotipado

El genotipado de los animales de experimentacion se realizd mediante la técnica PCR (del
inglés, polymerase chain reaction) a partir de ADN gendmico obtenido de un pequefio
fragmento de tejido procedente del marcaje en la oreja de los ratones.

Para la extraccion del ADN gendmico, la porcion de tejido se incubd con un tampén de lisis
alcalina (25 mM NaOH y 0,2 mM EDTA) durante 30 minutos a 95 °C, que, posteriormente, se
neutralizé empleando un tampdn Tris-HCL 40 mM. Las muestras se conservaron a -20 °C
hasta su analisis por PCR.

La PCR se realiz6 en el termociclador LabCycler 48 (SensoQuest, Gottingen, Alemania) a partir
de 30-50 ng de ADN gendmico, primers especificos (tabla 8), desoxinucledtidos trifosfatos
(dNTPs), tampon de reacciéon 1X y ADN polimerasa (Biotools, Madrid, Espafia), siguiendo los
programas de temperatura correspondientes (tabla 9).

Los productos resultantes de la reaccion se analizaron mediante electroforesis en un gel de

agarosa al 1,5 % en TAE 1X (del inglés, tris-acetate-EDTA), afiadiendo el agente de tincién
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GreenSafe Premium 1X (MF13201, Nzytech, Lisboa, Portugal). Las muestras se corrieron en
una cubeta con TAE 1X a 120 V durante 30 minutos.

Tabla 8: Secuencias de los primers empleados para el genotipado de los modelos murinos 5xFAD,
FAAH/- y CX3CR1+/GFP,

Genes Primers Secuencias (5'-3')
hAPP-S AGA GTA CCA ACT TGC ATG ACT ACG
hApp hAPP-A ATG CTG GAT AAC TGC CTT CTT ATC
hPS1-S GCT TTT TCC AGC TCT CAT TTA CTC
hps1 hPS1-A AAA ATT GAT GGA ATG CTA ATT GGT
FAAH 1 TAA CTA GGC AGT CTG ACT CTA G
Faah FAAH 2 ACT CAA GGT CAG CCT GAA ACC
NEO 3 TTT GTC ACG TCC TGC ACG ACG
CX3 WT TTC ACG TTC GGT CTG GTG GG
Cx3cr1 CX3 Het GGT TCC TAG TGG AGC TAG GG
CX3 Mut GAT CAC TCT CGG CAT GGA CG

Por Ultimo, el patrén de bandas obtenido se visualizé utilizando el transiluminador UV
(GelDoc™ EZ System, Bio-Rad, Hercules, California, EE. UU.) y se determind su tamafio a
partir del marcador de pesos moleculares de referencia (MWD100, NIPPON Genetics EUROPE,

Diren, Alemania):

e Los ratones 5xFAD, caracterizados por la presencia en heterocigosis de los transgenes
humanos Appy Psi con las 5 mutaciones, mostraron una banda de 500 pb para cada
transgén, mientras que los WT no presentaron banda alguna.

e Los animales FAAH'", caracterizados por la delecién en homocigosis del exén 1 de
Faah, mostraron una banda de 300 pb, los WT (FAAH*/*) una banda de 200 pb y los
FAAH*- presentaron ambas bandas.

e Los ratones con CX3CR1 intacto o WT (CX3CR1*/*) presentaron una banda de 970
pb, aquellos que carecian de ambas copias (CX3CR1¢7P/6F) tuvieron una banda de
1200 pb, mientras que los animales con solo una copia de CX3CR1 (CX3CR1+/6F)

mostraron ambas bandas.
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Tabla 9: Programa de PCR para genotipar los ratones 5xFAD, FAAH/- y CX3CR1+/GFP,

Genotipado Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 96 °C 3 mins
Desnaturalizacion 94 oC 30 seg (x29)

Anillado 55 oC 45 seg (x29)
5xFAD
Polimerasa 72 °C 1 min (x29)
Polimerasa fin 72 °C 7 mins
Fin 4 0C o0
Desnaturalizacion 95 oC 3 mins
Desnaturalizacion 94 oC 1 min (x35)
Anillado 53 0C 1 min (x35)
FAAH
Polimerasa 72 °C 1 min (x35)
Polimerasa fin 72 °C 10 mins
Fin 4 0C o
Desnaturalizacion 95 oC 3 mins
Desnaturalizacion 94 oC 30 seg (x35)
Anillado 60 °C 30 seg (x35)
CX3CR1
Polimerasa 72 °C 2 min (x35)
Polimerasa fin 72 °C 2 mins
Fin 10 °C o0

4. Tratamientos farmacoldgicos
4.1. Cannabinoides

Algunos ensayos clinicos han empleado CBs y extractos de cannabis para tratar los sintomas
de la demencia, observandose una eficacia potencial y segura tras la administracién diaria de
THC (0,75-12 mg) por via oral a personas de tercera edad (340). Teniendo en cuenta este
potencial efecto, en el disefio experimental I se testaron los efectos del CBD y THC sintetizados
con alta pureza (>97 %) por Purisys, LLC (Atenas, Georgia, EE. UU.) y suministrados por
Medicane health Inc. (Kfar Sava, Israel) en el modelo murino de amiloidosis cerebral 5xFAD.
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La dosis de tratamiento cronico se establecié extrapolando la dosis empleada en humanos a
la equivalente en ratones, siguiendo las indicaciones de la FDA (del inglés, Food and drug
administration). Para ello, se selecciond la dosis minima empleada en ensayos clinicos en
humanos con demencia, teniendo en cuenta la via de administracion, ya que en humanos era

oral y en ratones seria una dosis cronica intraperitoneal.

La solucién vehiculo y los diferentes cannabinoides se prepararon a partir de etanol, se
suplementaron con alfa-tocoferol al 0,05 % y se conservaron a -20 °C en oscuridad. A partir
de estas soluciones etandlicas, se prepararon diariamente los tratamientos a una ratio 1:1:18
(etanol:Kolliphor® (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EE. UU.):suero salino fisioldgico) y se
administraron intraperitonealmente (i.p.) las siguientes dosis a los animales durante 28 dias

consecutivos:

e 0,273 mg/kg de CBD.

e 0,205 mg/kg de THC.

e 0,273:0,205 mg/kg de una combinacién de CBD y THC (CBD:THC). Esta combinacién
se determind en base a una evaluacién previa realizada en pez cebra patentada por
MediCane.

4.2. PLX5622

PLX5622, suministrado por Plexxikon Inc. (Berkeley, California, EE. UU.), es un inhibidor de
CSF1R con gran biodisponibilidad por via oral. La formulacién de este farmaco se realizé en la
comida estandar para roedores AIN-76A (Research Diets Inc., New Brunswick, Nueva Jersey,
EE. UU.) a 1200 mg/kg. En el disefio experimental II, se realizaron estudios que incluyeron
una fase de pérdida microglial crénica, en la que los ratones tuvieron acceso a la dieta
PLX5622 ad libitum durante 28 dias, y una fase de repoblacion de este tipo celular, tras 9 dias
de exposicion ad /ibitum a dieta estandar.

La sintesis de este compuesto se realizé a partir de PLX3397, introduciendo mejoras como el
incremento de la especificidad de PLX5622 por CSF1R hasta 20 veces respecto al anterior
compuesto. Otra propiedad destacable de PLX5622 es que presenta una permeabilidad
cerebral del 20 %, en comparacion con el 5 % que presenta PLX3397, gracias a su menor
peso molecular, mayor lipofilicidad y mejor permeabilidad celular. Por tanto, es capaz de
atravesar la BHE para unirse al sitio activo de CSF1R e inhibir la sefalizacién a través de este
receptor, que es necesaria para la supervivencia celular (145,341). Se ha demostrado que la
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inhibicién de CSF1R produce la eliminacion del 90 % de la microglia tras 5 dias de tratamiento
con PLX5622 en ratones. Ademas, la pérdida microglial persiste en el parénquima cerebral
mientras dure el tratamiento, es decir, una vez sea sustituido por la dieta estandar y cese la
inhibicién de CSF1R, la microglia repoblara rapidamente en tan solo 7 dias (341-343).

Todas estas propiedades hacen de PLX5622 una herramienta clave y novedosa en nuestro
estudio para esclarecer el papel de la poblacidn microglial en los efectos derivados de la
inactivacion de FAAH en el contexto de la patologia amiloide.

5. Pruebas comportamentales

5.1. Barnes Maze

BM permite evaluar la memoria espacial en los ratones gracias el empleo de estimulos
ligeramente aversivos (luz directa y superficie blanca y abierta) y positivos (escondite oscuro
con enriquecimiento ambiental), a diferencia de otras pruebas que requieren de agentes
estresores, como el agua en el laberinto acuatico de Morris. Para la realizacion de esta prueba
comportamental, en el diseno experimental I y II, se siguié el protocolo descrito por Sunyer
y colaboradores en 2007 y se optimizd el nimero de pruebas a 2 diarias (344).

Antes de comenzar cada ensayo, se ajustaron las condiciones de luz (directa, 600 lux)
utilizando un luxémetro y se dispusieron las diferentes sefiales visuales (triangulo rojo, circulo
amarillo, cuadrado verde y el propio investigador que realiza la prueba) en los puntos
cardinales, sirviendo como referencia visual para el raton (figura 18). Al finalizar cada prueba,
se limpi6 el aparato con agua destilada y se rotd la plataforma, manteniendo el escondite en
la misma posicion respecto a las sefales visuales, para evitar que los animales se guiaran por

el olfato.

1. Fase de aprendizaje: Se realizaron 2 ensayos diarios durante 4 dias, siguiendo los

siguientes pasos:

1.1.  Colocar al raton dentro de un cilindro cerrado en el centro de la plataforma
durante 10 segundos.

1.2.  Dejar al ratén explorando libremente por la plataforma durante 3 minutos.

1.3. Si el ratdn ha encontrado el escondite antes de que finalicen los 3 minutos,

cerrar el escondite para que permanezca en su interior durante 1 minuto. En
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caso contrario, guiar al ratdn hasta el escondite y esperar 1 minuto antes de

devolverlo a la zona de estabulacion.

2. Evaluacion de la memoria: Se realizd un Unico ensayo al quinto dia, pero, en esta

ocasion, con el agujero del escondite cerrado. Para ello, se repitid el paso 1.1y 1.2,
reduciendo el tiempo del ensayo a 1,5 minutos.

Todas las pruebas se grabaron y analizaron utilizando el sistema de seguimiento de video
SMART v.3 (Panlab, Barcelona, Espafia). En los resultados obtenidos se muestra la latencia,
que es el tiempo que tarda cada ratén en encontrar el agujero del escondite.

()
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Figura 18: Esquema del aparato empleado para realizar la prueba de Barnes. Se colocaron sefiales

visuales en los cuatro puntos cardinales de la plataforma (circulo amarillo, cuadrado verde, tridangulo rojo y el

investigador que realiza la prueba). El escondite de la plataforma (objetivo) aparece indicado con un circulo
verde en la figura. Imagen creada con BioRender.com.
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5.2. Elevated Plus Maze

El EPM es una de las pruebas realizadas en el disefio experimental I para estudiar la ansiedad.
Se basa en dos tendencias naturales de los roedores: la aversion a superficies abiertas y
elevadas, y la exploracion de nuevos entornos. El aparato se elevo 50 cm del suelo y constaba
de una zona central, dos brazos abiertos y dos cerrados, entrecruzados perpendicularmente
(figura 19).

Para la realizaciéon de esta prueba, fue necesario:

e Ajustar las condiciones de luz (indirecta, 100 lux) empleando un luxémetro.

e Dejar al animal explorar libremente el aparato durante 5 minutos, que se limpié con
agua destilada una vez finalizado el ensayo.

e Grabar todas las pruebas, que, posteriormente, se analizaron por un investigador
independiente. Los resultados del EPM reflejan el tiempo que el ratén estuvo en el
brazo abierto, expresado como porcentaje del tiempo total (345,346).

Figura 19: Aparato para la prueba EPM. Se analizo el tiempo que permanecid el animal en el brazo abierto
del aparato. Imagen creada con BioRender.com.

5.3. Tail Suspension Test

El objetivo de esta prueba es abordar el estudio del comportamiento depresivo en los ratones

tras la administracion de cannabinoides en el disefio experimental 1.

En primer lugar, se ajustaron las condiciones de luz (indirecta, 89 lux) y se colocé un

dispositivo antirrotacién en la base de la cola de los animales. Seguidamente, se suspendieron
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en el aire durante 6 minutos, de tal modo que no pudieran escapar o sujetarse a superficies
cercanas (figura 20). Al finalizar cada prueba, se limpid el aparato con agua destilada.

Todas las pruebas se grabaron y, posteriormente, se cuantificaron por un investigador
independiente. Los resultados del TST muestran el tiempo de inmovilidad de cada ratén (347).

Figura 20: Esquema del aparato empleado para realizar la prueba TS. El animal se suspendid en el aire

por la cola, tal y como refleja la imagen. Imagen creada con BioRender.com.

5.4. Rotarod

Para evaluar la coordinacién motora de los ratones tratados con cannabinoides en el disefio
experimental I, se realiz6 la prueba RR (Panlab; figura 21). Esta prueba evalla el equilibrio y
la capacidad de los animales para mantenerse sobre una plataforma rotatoria acelerada.
Concretamente, se incremento la velocidad de 4 revoluciones por minuto (rpm) a 40 rpm a lo

largo de 10 minutos.

Se ajustaron las condiciones de luz (indirecta, 250 lux), se realizaron 3 ensayos por animal
con un intervalo de 15 minutos entre pruebas. Una vez finalizada cada una, se limpid el

aparato con agua destilada.

Los resultados del RR reflejan el tiempo de latencia correspondientes al tercer ensayo, que es

el tiempo que permanecid cada animal en la barra giratoria (348).
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Figura 21: Aparato empleado para realizar la prueba RR. Imagen creada con BioRender.com.

5.5. Open-Field test

La prueba OF se realizd en el disefio experimental I para estudiar el impacto del tratamiento
con cannabinoides sobre el estado la actividad locomotora del animal.

Tras ajustar las condiciones de luz (directa, 500 lux), se colocd al ratén en el centro de la
superficie circular del aparato, que explord libremente durante 10 minutos (figura 22). El
aparato se limpid con agua destilada al finalizar cada ensayo. Todas las pruebas se grabaron
y, posteriormente, se analizaron por un investigador independiente utilizando el Software
SMART Video Tracking System, v.3 (Panlab). Los parametros cuantificados en la prueba OF
fueron: el tiempo empleado en la zona central y periférica del aparato, y la distancia recorrida
en ambas areas (349).

Periferia

Figura 22: Esquema del aparato empleado para realizar la prueba OF. Se diferenci6 entre el centro y la
periferia del aparato en el andlisis de los datos. Imagen creada con BioRender.com.
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6. Transcriptomica

Para realizar el andlisis transcriptomico (bulk RNA-seq) del diseno experimental II, se

sacrificaron los animales por dislocacion cervical para aislar el hipocampo, que se congeld

rapidamente en nitrégeno liquido y se conservé a -80 °C hasta su procesamiento. EI ARN del

hipocampo se purificd usando el Mini kit de RNeasy® (cat. 74104, Qiagen, Hilden, Alemania),

siguiendo el protocolo establecido por el fabricante. Brevemente, los pasos que comprende

son:

4.

Lisado y homogeneizacién de la muestra en un volumen de 350 pl del buffer de lisis
(RLT) y etanol para mejorar la unién a la membrana.

Purificacion de la muestra mediante columnas con membranas de silice.

Eliminacién del ADN residual usand o columnas tratadas con DNasas.

Elucién del ARN purificado con agua libre de RNasas.

Las muestras se secuenciaron usando la plataforma NovaSeq 6000 (Macrogen, Seul, Corea

del Sur) para, posteriormente, llevar a cabo el estudio de transcriptomica, que incluyo:

1. El control de la calidad de las muestras para asegurar la integridad de los datos brutos

secuenciados antes de su procesamiento mediante FastQC (version 0.11.9). Las
regiones indeseadas (la secuencia adaptadora y las lecturas de baja calidad), que
fueron identificadas tras evaluar la calidad de las muestras, se eliminaron empleando

Trim Galore (version 0.6.10).

El mapeo de las lecturas de alta calidad mediante su alineamiento con el genoma de
referencia mm39 usando el alineador STAR (version 2.7.10b) (350). Para cuantificar
los niveles de expresion génica se empled FeatureCounts del paquete Subread
programado en R (version 2.01) (351).

El analisis de componentes principales (PCA, del inglés, Principal Component Analysis)
permiti6 evaluar la presencia de muestras atipicas. Es una técnica estadistica
caracterizada por reducir la dimensionalidad de un conjunto de datos, es decir,
simplificarlos en pocas componentes principales ortogonales, preservando la mayor

cantidad de informacion posible.

El andlisis de la expresién diferencial de genes, empleando el paquete DESeq?2 (version
1.38.0) para analizar los perfiles de expresion comparativamente entre las diferentes
condiciones (352). Este analisis se caracteriza por el empleo de un modelo basado en
la distribucion binomial negativa para identificar genes diferencialmente expresados
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(352). El p-valor se corrigi6 para multiples comparaciones siguiendo el método
Benjamini-Hochberg FDR (del inglés, False Discovery Rate), y se consider6
estadisticamente significativo p < 0,05.

El analisis funcional utilizando el paquete GSEAPy programado en Python para realizar
el analisis GSEA (353), el cual permiti6 la identificacion de cambios en conjuntos de
genes relacionados con procesos bioldgicos tras comparar dos fenotipos diferentes
(WT/FAAH'- vs. WT y 5xFAD/FAAH- vs. 5xFAD). Para ello, se seleccionaron algunas
firmas génicas (anexo I) de la base de datos MSigDB (del inglés, Molecular Signatures
Database; version 7.0), que es una coleccion de grupos de genes anotados
procedentes de otras bases de datos como Gene Ontology, KEGG pathway, etc. (354).
Ademas, se empled la firma “Microglia DAM” descrita por Grubman y colaboradores en
2021, que recoge los genes sobreexpresados en este fenotipo microglial (anexo 1)
(180).

Para dar mas robustez a los resultados, se realizaron 1000 permutaciones por firma
en el andlisis GSEA y se consideraron estadisticamente significativos el valor FDR p-
valor ajustado < 0,05 y el p-valor nominal < 0,05.

7. Analisis moleculares

7.1. Obtencion de las muestras

Para llevar a cabo los analisis moleculares (WB, RT-gPCR y ELISA) de los disefios

experimentales I y II se sacrificaron los animales por dislocacién cervical, se aislaron la corteza

y el hipocampo de cada hemisferio del parénquima cerebral, y se guardaron las muestras a -

80 °C.

7.2. RT-qPCR

La RT-qPCR permitio identificar diferencias de expresidn en genes concretos relacionados con:

Disefio experimental I: los receptores cannabinoides y los marcadores de inflamacion
tras el tratamiento con cannabinoides mediante el analisis del ARNm del hipocampo y
la corteza de los diferentes grupos experimentales.
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e Diseflo experimental II: el inflamasoma, el eje CSF1R-CSF1L, las citoquinas
proinflamatorias, los receptores microgliales y algunos componentes del SEC mediante
el analisis del ARN mensajero del hipocampo de cada grupo experimental.

En primer lugar, se extrajo el ARN mensajero usando el reactivo de aislamiento Tripure®
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Este
protocolo comprende: 1) el lisado y la homogeneizacién mecanica (Ultra-Turrax, IKA, Staufen,
Alemania) del hipocampo con 500 pl de Tripure, y 2) el aislamiento, la precipitacion y la
reconstitucion del ARN en 20 pl H,O con DEPC (del inglés, dietilpirocarbonato; Sigma-Aldrich)
para eliminar ribonucleasas que puedan degradar el ARN. Las muestras se almacenaron a -

80 °C hasta su uso.

En segundo lugar, se comprobé la calidad del ARN obtenido y se cuantificd su concentracion
utilizando el Nanodrop (SimpliNano™, Biochrom, Holliston, Massachusetts, EE. UU.). La RT-
PCR se realizd a partir de 1 ug de ARN y el kit comercial 7rancrijptor First Strand cDNA
Synthesis (Roche Diagnostics). Se empled el protocolo especificado por el fabricante y el
programa de PCR especifico (tabla 10) en el termociclador LabCycler 48 (SensoQuest).

En tercer lugar, las PCR cuantitativas (qPCRs) se realizaron con la mezcla de reaccién (tabla
11) compuesta por: ADNc, H,O DEPC, sondas PrimePCR ™ Probe Assay (Bio-Rad) conjugadas
con el fluoréforo FAM (tabla 12 y 13) y el kit QuantiMix Easy Probes (Biotools). Se empled el
programa especifico (tabla 14) en el sistema CFX Connect ® Real-Time PCR Detection (Bio-
Rad) y placas de 96 pocillos con duplicados de los diferentes ensayos y controles negativos

para garantizar la ausencia de contaminacion de la muestra.

Para analizar los datos obtenidos, se calculé el promedio de los valores del ciclo umbral Ctdel
duplicado de cada muestra. El dato resultante se relativizd al valor de la subunidad 18
ribosomal, que, al expresarse de forma estable, se utilizd como gen de referencia. Por Ultimo,
se siguid el método de célculo 2722 para obtener los valores de cuantificacion relativa

empleados en el andlisis estadistico.
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Tabla 10: Programa de PCR para retrotranscribir el ARN mensajero extraido del hipocampo del
raton a ADN complementario (ADNCc).

Temperatura Tiempo
250C 10 mins
50 °C 1h
85 0C 5 mins
4 0C 00

Tabla 11: Volimenes de cada componente por reaccion de qPCR.

Componente Volumen

Sonda 1l
QuantiMix 10 pl
H.O DEPC 7 Ml

ADNc 2yl

Total 20 pl

Tabla 12: Sondas empleadas para la cuantificacion de la expresion génica por qPCR del disefio
experimental 1.

Gen Sonda Referencia
cnrl PrimePCR™ Probe Assay: Cnrl, Mouse gMmuCEP0038879
anr? PrimePCR™ Probe Assay: Custom, Mouse -
/1B PrimePCR™ Probe Assay: Il1b, Mouse gMmuCEP0054181
16 PrimePCR™ Probe Assay: 116, Mouse gMmuCEP0054186
Rps18 PrimePCR™ Probe Assay: Rps18, Mouse gMmuCEP0053856
Tnfa PrimePCR™ Probe Assay: Tnf, Mouse gMmuCEP0028054
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Tabla 13: Sondas empleadas para la cuantificacion de la expresion génica por qPCR del disefio
experimental II.

Gen Sonda Referencia
Asc PrimePCR™ Probe Assay: Pycard, Mouse gMmuCEP0056295
Caspl PrimePCR™ Probe Assay: Caspl, Mouse gqMmuCIP0037127
anr? PrimePCR™ Probe Assay: Custom, Mouse -
Csf1 PrimePCR™ Probe Assay: Csfl, Mouse qMmuCIP0032398
Csflr PrimePCR™ Probe Assay: Csflr, Mouse gMmuCEP0054028
Faah PrimePCR™ Probe Assay: Faah, Mouse gMmuCEP0055480
Illla PrimePCR™ Probe Assay: Il1a, Mouse qMmuCIP0030741
/1B PrimePCR™ Probe Assay: Il1b, Mouse gMmuCEP0054181
134 PrimePCR™ Probe Assay: 1134, Mouse gMmuCEP0056163
Nirp3 PrimePCR™ Probe Assay: NIrp3, Mouse qMmuCIP0031558
Rps18 PrimePCR™ Probe Assay: Rps18, Mouse gMmuCEP0053856
Tird PrimePCR™ Probe Assay: TIr4, Mouse qMmuCIP0035732
Tnfa PrimePCR™ Probe Assay: Tnf, Mouse gMmuCEP0028054

Tabla 14: Programa de ciclos para cada reaccion de qPCR.

Paso Temperatura Tiempo
Activacién 95 oC 2 min
Desnaturalizacion 95 oC 5 seg (x40)
Alineamiento/extension 60 °C 30 seg (x40)
Fin 4 0C 00

7.3. Western-blot

Las proteinas de la corteza cerebral se cuantificaron mediante Western-blot (WB). En primer
lugar, se homogeneizaron las muestras mecanicamente (Ultra-Turrax, IKA), empleando 200
ul de MLB (del inglés, Magnesium Lysis Buffer) como solucién de lisis (25 mMHEPES, pH 7,5,
150 mM NadCl, 1 % Igepal CA-630, 10 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 10 % glicerol, 1 mM NazVO4,

25 mM NaF e 1X inhibidor de proteasas; Ref. 04693132001, Roche Diagnostics).
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Tras su centrifugacion a 9000 g durante 20 minutos a 4 °C, se cuantific la concentracién de
proteinas obtenida en el sobrenadante mediante el ensayo BCA (del inglés, Bicinchoninic Acid;
Protein Assay Kit; ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EE. UU.). La recta de
calibrado se realizd a partir de distintas concentraciones de BSA (del inglés, bovine serum
albumin): 0 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 750 pg/ml, 1000 pg/ml, 1500 pg/ml y
2000 pg/ml. Se prepararon diluciones 1:30 de cada muestra por duplicado en una placa de
96 pocillos y se midié su absorbancia a una longitud de onda de 562 nm en un lector de placas
(Sunrise, Tecan, Mannedorf, Suiza). Las muestras se preservaron a -80 °C hasta su

procesamiento.

Posteriormente, se realizd la electroforesis SDS-PAGE (del inglés, sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis) a partir de 50 ug de proteinas de cada lisado con tampdn
de carga 1X (laemmli 8X: 520 nM Tris-HCI pH 6,8, 16 % SDS, 40 % Glicerol, 0,8 % azul de
bromofenol, 8 % B-mercaptoetanol). Las muestras se hirvieron a 95 °C durante 5 minutos
para favorecer la desnaturalizacién proteica y se cargaron en geles de poliacrilamida con SDS.

Tras separar las proteinas a un voltaje constante (120 V), se transfirieron con amperaje
constate (400 mA) durante 50 minutos a membranas de nitrocelulosa con un tamafio de poro
de 0,45 pm (Bio-Rad) para las proteinas de mayor tamafio o de PVDF (del inglés,
Polyvinylidene Difluoride) con un tamafio de poro de 0,2 um (Bio-Rad) para las proteinas de
menor tamafo. Las membranas de nitrocelulosa se bloquearon con leche al 5 % en solucion
TTBS (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1 % Tween 20) y las de PVDF con BSA al 5 %
en TTBS durante un minimo de 3 horas a temperatura ambiente (RT, del inglés, room
temperature).

Para la visualizacion y cuantificacion de las proteinas de interés, primero se incubaron las
membranas con el anticuerpo primario correspondiente durante toda la noche a 4 °C vy,
seguidamente, con el anticuerpo secundario especifico para cada especie animal, conjugado
con la enzima HRP (del inglés, horseradish peroxidase), durante 1 hora a RT (tabla 15 y 16).

Las membranas se revelaron utilizando el reactivo de deteccion quimioluminiscente Western
Lighting ECL Plus (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, EE. UU.; GE Healthcare, Chicago,
Illinois, EE. UU.) y el equipo ChemiDoc® (Bio-Rad). Finalmente, se cuantifico la intensidad de
la senal de cada banda correspondiente a cada proteina con Image] (Fiji) y su expresién se
relativizd a los niveles de GAPDH, que fue el control de carga empleado.
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Tabla 15: Anticuerpos primarios y secundarios empleados para realizar el WB del disefio

Anticuerpo
Anti-GAPDH
Anti-GFAP

Anti-Ibal

Anti-mouse IgG-HRP
Anti-PSD95
Anti-rabbit IgG-HRP
Anti-synaptophysin

experimental 1.

Casa comercial Referencia Dilucion
Abcam Ab8245 1:1000
Bio-rad MCA6305 1:500

FUJIFILM Wako Pure

Chemical 016-20001 1:1000

Abcam Ab97046 1:10000

Abcam Ab18258 1:1000

Cell Signalling Technology 7074S 1:5000
Abcam Ab52636 1:1000

Tabla 16: Anticuerpos primarios y secundarios empleados para realizar el WB del disefio

Anticuerpo
Anti-CSF1R
Anti-GAPDH

Anti-Ibal

Anti-mouse IgG-HRP
Anti-rabbit IgG-HRP

experimental II.

Casa comercial Referencia Dilucion
Abcam ab221684 1:1000
Abcam Ab8245 1:1000
FUJIFILM Wako Pure
016-20001 1:1000
Chemical
Abcam Ab97046 1:10000
Cell Signalling Technology 7074S 1:5000

7.4. ELISA para cuantificar el péptido ABi-42

En el disefio experimental I, se cuantificaron los niveles de ABi-4> del hipocampo de los

animales expuestos a CBD, THC o CBD:THC mediante ELISA.

Para la obtencion del ABi-4; se homogeneizé el tejido mecanicamente (Ultra-Turrax, IKA) con
200 pl del buffer de extraccion TBS (140 mM NaCl; 3 mM KCl; 25 mM Tris pH 7,4; 5 mM
EDTA), se centrifugd a 16000 g durante 20 minutos a 4 °C y se afadié el mismo volumen de
PBS 1X AEBSF 1 nM al sobrenadante para extraer la fraccion soluble. El pellet obtenido se

homogeneizdé mecanicamente con 200 pl de Tris-Guanidinio (50 mM Tris pH 8; 5 M Guanidinio-
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HCl), se centrifugd manteniendo las mismas condiciones y se afnadié el mismo volumen de
PBS 1X AEBSF 1nM al sobrenadante para obtener el ABi-4; insoluble.

Posteriormente, se cuantificd la concentracion proteica con un kit comercial (MicroBCA™
Protein Assay Kit, ref. 23235 Thermo Scientific) siguiendo las indicaciones del fabricante. Para
ello, se prepararon diluciones de la muestra (1:40) y una recta de calibrado con BSA (0,5
Mg/ml; 1 pg/ml; 2,5 pg/ml; 5 pg/ml; 10 pg/ml; 15 pg/ml; 25 pg/ml; 50 pg/ml; 100ug/ml; 200
pg/ml; 300 pg/ml). Tras una incubacién a 37 °C durante 30 minutos en oscuridad, se midi6

la absorbancia de cada muestra a 562 nm (Sunrise, Tecan).

Para la cuantificacion del ABi-4; soluble se emplearon 2 ug de proteina por pocillo, mientras
que para la fraccién insoluble se partié de 1 ug de proteina por pocillo. En ambos casos, se
siguid el protocolo detallado por el fabricante del kit comercial utilizado (Human AB42
Ultrasensitive ELISA ref. KHB3544, Invitrogen, Waltham, Massachusetts, EE. UU.).
Brevemente, se anadieron las muestras por duplicados en una placa de 96 pocillos y se
realizaron diluciones seriadas a partir de la solucién estandar (100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml,
12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml, 3,13 pg/ml, 1,56 pg/ml, 0 pg/ml). Se incub6 el anticuerpo primario a
RT durante 3 horas y, posteriormente, el anticuerpo secundario durante 30 minutos.
Transcurrido este tiempo, se afadié cromdgeno a las muestras durante 30 minutos a RT en
oscuridad. Una vez detenida la reaccion, se midid la absorbancia a 450 nm (Sunrise, Tecan)
y se calculd la concentracion de cada una de las muestras a partir de la recta patrén.

8. Imagen /n vivo 2PE

En el disefo experimental II, se realizaron estudios de imagen /n vivo utilizando microscopia

intravital dos fotones (2PE; figura 23), que incluyeron:

e La implantacion de una ventana craneal a los animales.

e La adquisicion de imagenes utilizando el microscopio 2PE de la Universidad Francisco
de Vitoria (UFV).

e El procesamiento de las imagenes obtenidas con el microscopio 2PE empleando el
software de reconstruccion tridimensional Imaris (V.10.0; Oxford Instruments,

Abingdon, Reino Unido).

79



Materiales y métodos
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Figura 23: Disefio experimental II. En primer lugar, se implantd la ventana craneal a los animales. Tras una
fase de recuperacion de 28 dias, se realizd la primera sesidon de imagen por microscopia 2PE (dia 0). Para
visualizar las placas de amiloide, se administré Me0O-X04 i.p. 24 horas antes de la adquisicion de imagen. En cada
sesion, se adquirid tanto las células microgliales como las placas neuriticas para su estudio. Los ratones se
trataron con PLX5622 durante 28 dias para producir un contexto de ablacién microglial. En este punto temporal
(dia 28) se adquirieron imagenes nuevamente. Posteriormente, se cambid la dieta PLX5622 por dieta estandar
durante 9 dias para favorecer la repoblacion microglial y realizar otra sesion de imagen (dia 37). Todas las
imagenes adquiridas se analizaron con el software de reconstruccién 3D Imaris 10.0. Imagen creada con

BioRender.com.

8.1. Cirugia de ventana craneal

Para la adquisicién de imagenes /in vivo 2PE, se implantd una ventana craneal a los ratones
(figura 24) (58). Brevemente, se realizd una craneotomia para reemplazar una porcion circular
del craneo por un cubre de cristal de 5 mm, permitiendo la visualizacion directa de la corteza

cerebral del hemisferio izquierdo y la realizacion de estudios crénicos de imagen in vivo.

Los animales se anestesiaron por via inhalatoria con una mezcla de oxigeno a un flujo de 2
Ipm y de isoflurano (IsoVet® 1000 mg/g; Ref. 469860, Piramal Critical Care, Belén, Pensilvania,
EE. UU.) a una concentracion del 5 % para la induccion y del 1,8-2 % para el mantenimiento
de la anestesia durante la cirugia. La temperatura del animal se mantuvo constante a 37 °C
utilizando una manta térmica para reducir el riesgo de hipotermia causado por la anestesia.
Ademas, se aplicd una pomada oftalmica para hidratar la cornea del ratén y evitar quemaduras
provocadas por el pegamento y el cemento dental durante la craneotomia.
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Figura 24: Ventana craneal para la adquisicion de imagenes /in vivo por microscopia 2PE.

Antes de comenzar el procedimiento quirtrgico, se inmovilizé la cabeza del animal, fijando las
barras del estereotaxico bajo el arco cigomatico, y se administré dexametasona
(Cortexonavet® 2 mg/ml, Syva, Ledn, Espafa) y carprofeno (Norocarp® 50 mg/ml, Karizoo,
Barcelona, Espana) por via subcutanea. Seguidamente, se expuso el craneo y se aplicd una
solucién hemostatica y analgésica de lidocaina y epinefrina (Anesvest® 20/0,02 mg/ml,
Ovejero Laboratorios, Ledn, Espafia) para retirar el periostio con un bisturi. Posteriormente,
se realizd la craneotomia de 4 mm de didmetro empleando un taladro dental y una lupa
binocular de gran aumento. A lo largo de la intervencion, se irrigd la zona con suero salino
fisioldgico para disipar el calor generado por la friccidn del taladro y retirar los restos dseos.
Al lograr la profundidad requerida en el surco, se retir6 el craneo, se aplicd Espongostan®
(Takeda, Osaka, Japdn) y se realizd un lavado meticuloso con suero salino. La zona expuesta
se cubrié con un cristal de 5 mm aplicando pegamento con cianocrilato, que también se
empled para cubrir el resto de la superficie craneal. En el mismo plano de la ventana craneal,
se fij6 una barra de titanio con cemento dental (Ortho-Jet® Liquid, Lang Dental, Wheeling,
Illinois, EE. UU.), que sirvid como soporte para asegurar una estabilidad éptima durante las
sesiones de imagen. Ademas, se realizd un pocillo en torno a la ventana capaz de contener la

gota necesaria para el empleo del objetivo de inmersion durante la adquisicion de imagenes.

Tras la implantacion de la ventana craneal, se mantuvo el flujo de oxigeno y la manta térmica

para garantizar la correcta recuperacion de la anestesia. Con el objetivo de asegurar el
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bienestar animal, se establecio un periodo de recuperacion de 4 semanas tras la implantacion

de la ventana craneal, durante el cual se monitorizd la evolucion del animal.

8.2. Adquisicion de imagenes por microscopia 2PE

Tras la fase de recuperacién del procedimiento quirdrgico, se procedié a la adquisicion de
imagenes utilizando microscopia intravital dos fotones. Entre los elementos que componen el

microscopio, cabe destacar:

e Un laser sintonizable de femtosegundos (Chamaleon Ultra II, Coherent, Inc.,
Saxonburg, Pensilvania, EE. UU.), capaz de emitir las longitudes de ondas
comprendidas en el rango 680-1050 nm.

¢ Un sistema de control de los motores del microscopio, que permite registrar las
coordenadas en X, Y, Z para el estudio de estructuras de forma prolongada en el
tiempo.

¢ Un controlador de espejos.
e Fotomultiplicadores (PMTs).

e Un medidor de potencia, para garantizar la misma energia de excitacion en cada sesion

de imagen.

e El software ScanImage 3.8 desarrollado en MATLAB (Mathworks; RRID: SCR_001622),

para el correcto funcionamiento del equipo.

Tal y como se detalla en el procedimiento experimental II (figura 23), se administré MeO-X04
(10 mg/kg; Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido) i.p. como agente de marcaje fluorescente
de las placas amiloides. Tras un periodo de 24 horas, se realizd la primera sesidon de imagen
(d0) para identificar las células de microglia y las placas amiloides (minimo 3 placas por campo

y 2-3 campos por ratdn), asi como estudiar su evolucion.

Para la induccién de la anestesia de los animales se administré una mezcla de isoflurano al 5
% en oxigeno a un flujo de 2 Ipm. Durante la adquisicion de imagen, se redujo la
concentracion de isoflurano al 1,5 % vy el flujo de oxigeno a 1,5 Ipm para mantener el plano
anestésico adecuado. Ademas, se aplicd una pomada oftalmica para hidratar los ojos del
animal y se mantuvo una temperatura constante de 37 °C, utilizando una manta térmica para

minimizar el riesgo de hipotermia. A continuacidn, se fijo la barra de titanio implantada en el
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animal a la pletina del microscopio para garantizar una mayor estabilidad de las imagenes y
realizar estudios cronicos de una misma estructura /n vivo. Para ello, primeramente, se limpid
la zona de observacién con etanol y se aplicé vaselina en torno a la ventana craneal para
contener la gota requerida por el objetivo de inmersion. Seguidamente, se dispuso la ventana
craneal perpendicular al objetivo, utilizando un objetivo 4X (Olympus, UPLFLN 4X/0.13, Tokio,
Japon) y el microscopio en formato Optico. Ademas, se fotografid el patron de vasos
sanguineos (figura 25A) con el objetivo de inmersién 40X (Olympus LUMPLFLN 40X/0.8 NA),

que sirviéo como referencia en el estudio temporal de una misma area.

Las longitudes de onda utilizadas fueron 950 nm y 720 nm para visualizar las células de
microglia y las placas neuriticas, respectivamente. Las imagenes se adquirieron a una
profundidad de 50 um respecto a la superficie cerebral empleando la misma potencia del laser.
Se observo:

e El patrén de placas (figura 25B) y la microglia (figura 25C) de cada area. Se adquirié
un stack de 100 imagenes consecutivas en Z con una distancia entre cada una de 2
um (step -2) utilizando el objetivo de inmersion 40X (zoom digital 2x; 0,36 um/pixel;
512 x 512 pixels) y las longitudes de onda correspondientes.

e Placas individualizadas (figura 25D) de cada area. El tamano del stack dependié del
volumen de la placa, es decir, se adquirieron tantas imagenes como fueron necesarias
para capturar la totalidad de la estructura. Para ello, se utilizd un step de -1, el objetivo
40X a mayor magnificacion (zoom digital 4x; 0,18 pm/pixel; 512 x 512 pixels) y una
longitud de onda de 720 nm.

El estudio /n vivo se llevd a cabo en 3 sesiones de imagen:

e Dia 0 (d0): es el primer dia de imagen, empleado como control para cada genotipo

puesto que no ha sido expuesto a ningun tratamiento.

e Dia 28 (d28): es el Ultimo dia de tratamiento con PLX5622 y, por ende, el Ultimo dia
de pérdida microglial.

e Dia 37 (d37): es el dltimo dia de repoblacion microglial tras la sustitucion del
tratamiento por la dieta control durante 9 dias.

83



Materiales y métodos

Figura 25: Esquema representativo de las imagenes adquiridas con el microscopio 2PE del campo
de observacion en un animal. A) El patrdn vascular y la escala de referencia observados con el objetivo de
inmersion 40X y el microscopio en modo éptico. B) El patron de placas neuriticas caracteristico de un area (720
nm). C) Las células de microglia de un area (950 nm). D) Adquisicién de una placa individualizada del campo de

observacion.
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8.3. Reconstruccion 3D y analisis de las imagenes

Las imagenes adquiridas con el microscopio 2PE se procesaron Yy analizaron
semiautomaticamente con el software de reconstruccion tridimensional Imaris (V.10.0). Para
ello, primeramente, se convirtieron las imagenes al formato ims utilizando Imaris File
Converter (V.10.0.1) y especificando el tamafio de pixel correspondiente a la magnificacion
empleada.

Un aspecto importante para el analisis de las imagenes fue la identificacion de los subtipos
microgliales atendiendo a su localizacion respecto a la placa (figura 26). Tras fusionar las
imagenes adquiridas a 950 nm y 720 nm, se establecid la siguiente clasificacion:

e Microglia asociada a placa: aquellas células cuyo soma se encontraba a menos de 20
Mm de distancia del centro de la placaen X, Y, Z.

e Microglia no asociada a placa: aquellas células cuyo soma se localizaba a mas de 20
KMm de distancia respecto al centro de la placaen X, Y, Z.

Microglia no
asociada a placa

Microglia
asociada a placa

Figura 26: Clasificacion de los subtipos microgliales en funcion de su cercania a la placa amiloide.
Las imagenes de las células de microglia (verde) y las placas amiloides (azul), obtenidas en el estudio /n vivo por
microscopia 2PE, se reconstruyeron tridimensionalmente con el médulo Surface de Imaris. EI soma microglial
ubicado a menos de 20 um (X, Y, Z) del centro de la placa neuritica se clasifico como microglia asociada a placa,
mientras que aquel situado a mas de 20 um (X, Y, Z) se considerd microglia no asociada a placa.
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Con el fin de mejorar la calidad de las imagenes, se empled la herramienta Attenuation
Correction, que permitid igualar la intensidad de la sefal en todo el stack. Tanto el soma de
la microglia como las placas amiloides se reconstruyeron con el médulo Surface (figura 27B y
D; anexo II). Esta herramienta también sirvidé para calcular el nimero de células MeO-X04
positivas (figura 27C), que se expresaron como porcentaje respecto al nimero total de células
de microglia en cada area. Ademas, el moédulo Filament tracer permitio la caracterizacion de

los procesos de este tipo celular (figura 27A; anexo II).

Figura 27: Esquema representativo de los analisis de reconstruccion 3D realizados con Imaris. A)
Renderizado de las proyecciones de una célula microglial utilizando el médulo Filament tracer. B) Reconstruccion
del soma microglial (verde) y de las placas amiloides (azul) utilizando el médulo Surface. C) Imagen
representativa de la identificacion de las células de microglia (verde) MeO-X04 positivas (azul) con el médulo
Surface. D) Caracterizacion 3D de una placa amiloide utilizando el médulo Surface.
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El andlisis de la morfologia microglial comprendié la caracterizacién del soma y de las
proyecciones celulares. Se excluyeron del andlisis aquellas células localizadas a menos de 10
um de los bordes de la imagen para garantizar la reconstruccién 3D de la estructura completa.

Respecto al soma, se cuantificd automaticamente:

e Esfericidad (w): es una medida de cuan esférico es un objeto.
En 1932, Wadell definid este concepto como la relacion entre el area superficial de una
esfera (con el mismo volumen que la particula dada) y el area de la superficie de la
particula.

e Volumen: es el espacio que ocupa la superficie de un objeto.

En cuanto a las proyecciones de la microglia, se cuantificd su esfericidad y volumen, ademas
de:

e Longitud total: es la suma total de las distancias entre los vértices de la estructura

renderizada.

e Indice de ramificacién: es el valor de maxima ramificacion de la reconstruccion. Se

trata de una estructura numérica que empieza con el punto de origen del filamento y
se extiende hacia los puntos terminales de la reconstruccién, asignando un nivel

adicional a cada punto de ramificacion (figura 28).

o> @ Terminacion

Ramificacion

Oriden Nivel 4

Figura 28: Esquema representativo de la determinacién del indice de ramificacién de una
reconstruccion 3D realizado automaticamente por Imaris. El circulo azul representa el origen de
la reconstruccién, el circulo rojo es el punto de ramificacion y el circulo verde es el punto terminal de la

estructura.
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Andlisis Sholl: se basa en crear una serie de circulos concéntricos en torno al centro
del filamento reconstruido. El nUmero de intersecciones sholl se define como el nimero
de intersecciones de cada proyeccion con una esfera concéntrica. De este modo, se
puede estudiar la complejidad celular y cuanto de lejanas se encuentran las
ramificaciones respecto al soma (figura 29).

Figura 29: Esquema representativo del analisis Sholl calculado automaticamente por
Imaris. El circulo azul representa el soma celular, los circulos negros son los puntos de ramificacion y
las lineas curvas con trazado discontinuo representan las circunferencias concéntricas a una distancia de

5 pm de distancia entre si.

Porcentaje de la microglia MeQ-X04*: se calculé mediante el contaje de las células

microgliales con sefial MeO-X04* en su interior. El valor resultante se expresé en

porcentaje respecto al nimero total de células presentes en cada area de observacion.

Con relacion al andlisis de las placas amiloides, se excluyeron aquellas con un volumen

inferior a 58 pm? y se cuantifico su volumen y esfericidad, ademas de:

Densidad de proteina: se calcula dividiendo la intensidad total del fluoroforo entre el

volumen de la placa. A mayor densidad, mayor concentracion de proteina en la placa

amiloide.

Coeficiente de variacion de la intensidad: es el resultado de la desviacion estandar

entre la intensidad media. Cuanto mayor sea este valor, mas heterogénea sera la

placa.
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9. Analisis estadisticos

El analisis estadistico de los datos se llevd a cabo utilizando el Software GraphPad Prism
version 10.0 (GraphPad Software, San Diego, California, EE. UU.). Los resultados se
expresaron como la media + error estandar (SEM, del inglés, standard error of the mean). La
distribucion de los datos se evalud mediante los tests de D’Agostino-Pearson o de Shapiro-
Wilk. Para aquellos que seguian una distribucion normal, se utilizd la prueba t de Student, la
ANOVA de una via, seguida de un analisis post-hoc de Tukey, o una ANOVA de dos vias,
seguida de esa misma prueba o la de Sidak. Los datos que no seguian una distribucién normal
se analizaron mediante el test de Mann-Whitney o el de Kruskal-Wallis, seguido del test de
Dunn para comparaciones multiples. Se considerd que las diferencias eran estadisticamente
significativas al alcanzar un valor de p < 0,05. El nimero de animales empleados en estos
estudios fue de minimo 8 ratones para las pruebas comportamentales, 8 ratones para los
estudios de biologia molecular, y de 8-11 ratones para los estudios de imagen mediante
microscopia multifotdn. El analisis /n vivo de las placas de AB se realizé sobre una muestra de

6-10 placas por animal.
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Resultados

1. Evaluacion del potencial efecto antiinflamatorio y neuroprotector del CBD, THC

y una combinacion de ambos sobre la patologia amiloide

En el disefio experimental I se evaluaron los efectos de la modulacién del sistema
endocannabinoide sobre la patologia amiloide, concretamente, a través del tratamiento
cronico del modelo murino 5xFAD con dosis bajas de cannabinoides (CBD, THC y CBD:THC).

Para ello, se realizd una bateria de pruebas comportamentales para caracterizar el impacto de
cada tratamiento sobre la memoria espacial, el estado ansioso y depresivo, la coordinacion
motora y la locomocién de los animales. Ademas, se llevaron a cabo estudios moleculares
para determinar los efectos de la administracion de cannabinoides con respecto a la
inflamacion, la gliosis, el dafio neuronal y la concentracion del péptido ABi-4;, tanto en su

isoforma soluble como insoluble, en el parénquima cerebral de cada grupo experimental.

1.1. Datos comportamentales
1.1.1. Memoria espacial

Los resultados obtenidos en la prueba BM muestran 1) la latencia al escondite de la fase de
aprendizaje (dia 1-4), expresada en porcentaje respecto al dia 1, 2) el area bajo la curva de
la fase de aprendizaje y 3) la latencia de la evaluacién de la memoria a corto plazo (dia 5),
expresada en segundos. La latencia al escondite se empled como indicador del deterioro de
la memoria espacial y, en este contexto, hace referencia al tiempo transcurrido hasta que el
animal encontré el escondite de la plataforma; valores elevados de latencia se asociaron con

un deterioro de la memoria espacial mayor.

Los ratones 5xFAD mostraron mayor latencia en los dias 3 y 4 (figura 30A), mayor area bajo
la curva (AUC, del inglés, Area Under the Curve) durante la fase de aprendizaje y mayor
latencia a dia 5 (figura 30B) en comparacion con los controles. En linea con estudios previos,
estos resultados confirmaron el deterioro de la memoria espacial descrito en la patologia

amiloide.

La exposicion de ratones 5xFAD a dosis bajas de cannabinoides no produjo cambios en la
latencia al escondite durante la fase de aprendizaje (figura 30C). El area bajo la curva revel6
diferencias significativas por el tratamiento con dosis independientes de CBD o THC en
comparacion con el VEH (figura 30D). Sin embargo, la coadministracion de CBD y THC sugirié
un potencial beneficio en la memoria espacial a corto plazo de los animales tratados,
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evidenciado por una reduccion significativa de la latencia al escondite en comparacion con el
VEH (figura 30D). Estos datos revelaron un posible mecanismo sinérgico entre el CBD y el

THC en el contexto de la patologia amiloide, respaldando los hallazgos previos descritos en la
literatura.
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Figura 30: Efectos de la patologia amiloide y de la exposicion crénica a CBD, THC o CBD:THC sobre
la memoria espacial de los ratones 5xFAD. A) Latencia durante la fase de aprendizaje (dia 1-4) de ratones
WT y 5xFAD, expresada en porcentaje respecto al dia 1. Los andlisis estadisticos consistieron en un ANOVA de
dos vias seguido de un test post-hoc de Sidak. B) Analisis del area bajo la curva de la fase de aprendizaje (dia 1-
4) (t de student) y la latencia al escondite (segundos) en el 5° dia de la prueba BM para evaluar los efectos de la
patologia amiloide sobre la memoria (test de Mann-Whitney). C) Latencia durante la fase de aprendizaje (dia 1-
4), expresada en porcentaje respecto al dia 1, para analizar los efectos del tratamiento con CBD, THC y CBD:THC
sobre la funcién cognitiva de los animales. D) Analisis del area bajo la curva de la fase de aprendizaje (dia 1-4)
(ANOVA de una via seguido de un test post-hoc de Tukey) y la latencia al escondite (segundos) en el 5° dia de la
prueba BM (Kruskal-Wallis test seguido de un test post-hoc de Dunn) para evaluar la memoria de los ratones tras
el tratamiento con CBD, THC o CBD:THC. N=43 (WT) y N=16-24 (5xFAD). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 y

****p<0,0001. Los datos representan la media + SEM.
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1.1.2. Ansiedad

En la prueba EPM se evalud la ansiedad de los ratones a través de la cuantificacién del tiempo
de exploracion en el brazo abierto del aparato. Este parametro se expresé en porcentaje con
respecto a la duracion total de la prueba y sirvié como marcador de la ansiedad de los ratones
por las superficies abiertas y elevadas. El tiempo en el brazo abierto se correlacioné de forma
inversamente proporcional al nivel de ansiedad del animal. Por tanto, valores mas altos del

porcentaje de tiempo en el brazo abierto del EPM reflejaron niveles mas bajos de ansiedad.

Por un lado, el modelo 5xFAD permanecié mas tiempo en el brazo abierto del EPM que el WT,
lo que indicd un perfil de ansiedad reducido como consecuencia de la patologia amiloide
(figura 31A).

Por otro lado, el tratamiento de este modelo de amiloidosis con dosis bajas de cannabinoides
no revelo alteraciones de la ansiedad inducidas por CBD o CBD:THC en comparacién con el
VEH (figura 31B). Sin embargo, la exposicién de ratones 5xFAD a THC desencadend un perfil
de mayor ansiedad que el VEH, evidenciado por el menor tiempo de exploracién de este grupo
experimental en los brazos abiertos del EPM (figura 31B).
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Figura 31: Prueba EPM para el estudio del estado ansioso de los animales. A) Efectos por la patologia
amiloide (test Mann-Whitney). B) Efectos asociados al tratamiento del modelo 5xFAD con cannabinoides (ANOVA
de una via seguido del test post-hoc Tukey). Se grafico el tiempo que permanecié cada animal en el brazo
abierto, expresado como porcentaje del tiempo total de la prueba. N=43 (WT) y N=16-24 (5xFAD). *p<0,05 y
**p<0,01. Los datos representan la media + SEM.
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1.1.3. Depresion

El TST se empled como técnica para evaluar la tendencia depresiva de los ratones en
respuesta a una situacion de estrés moderado, concretamente, inducido por la suspension en
el aire de los animales. Los resultados de esta prueba muestran el tiempo que los ratones
permanecieron inmoviles en el aparato. Se consideré inmovilidad a la ausencia de
comportamiento de tipo escapatorio, de tal forma que, a mayor inmovilidad, mayor sera el
perfil depresivo del animal.

El modelo 5xFAD no presentd cambios significativos en cuanto al tiempo de inmovilidad en
comparacion con el WT, lo que sugirié una ausencia de alteraciones del perfil depresivo de
los ratones desencadenadas por la patologia amiloide (figura 32A).

La administracién crénica de dosis bajas de THC en ratones 5xFAD exacerbd su
comportamiento depresivo, evidenciado por un aumento en el tiempo de inmovilidad en
comparacion con el grupo VEH (figura 32B). Sin embargo, la exposicidén de ratones 5xFAD a
CBD o CBD:THC no report6é cambios estadisticamente significativos en el TST.
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Figura 32: Prueba TST para el estudio del comportamiento depresivo de ratones 5xFAD. A) Impacto
de la patologia amiloide. B) Efectos del tratamiento con CBD, THC y CBD:THC (ANOVA de una via seguido del
test post-hoc Tukey). Se cuantifico el tiempo que cada ratén permanecié inmdvil en el aparato del TST,
expresado en segundos. N=43 (WT) y N=16-24 (5xFAD). *p<0,05. Los datos representan la media + SEM.

96



Resultados

1.1.4. Coordinacion motora

La prueba RR permitié estudiar los efectos de la patologia amiloide y del tratamiento con
cannabinoides sobre la coordinacién motora de los ratones. Concretamente, se midié el tiempo
total que los animales permanecieron en el aparato antes de caerse. Para la interpretacion de
los resultados, se asumid una relacion directa entre el tiempo de realizacion de la prueba y el
nivel de coordinacion motora, es decir, a mayor tiempo de permanencia en el aparato, mejor

coordinacion motora.

Por un lado, los ratones 5xFAD permanecieron mas tiempo en el aparato sin caerse, lo que
indicé una mejoria en su coordinacion motora con respecto a los WT (figura 33A). Por otro
lado, el tratamiento con diferentes cannabinoides no reflejé cambios significativos en la prueba
RR en comparacién con el grupo VEH en el contexto de la patologia amiloide (figura 33B).
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Figura 33: Prueba RR para evaluar la coordinacion motora de los animales. A) Impacto de la patologia
amiloide (t de student). B) Efectos del tratamiento con CBD, THC o CBD:THC en los ratones 5xFAD. Se analizo el
tiempo (segundos) que cada raton permanecio en el aparato sin caerse. N=43 (WT) y N=16-24 (5xFAD).
****p<0,0001. Los datos representan la media + SEM.

1.1.5. Actividad locomotora

Para el andlisis de la prueba OF se cuantifico la distancia recorrida en la zona central y
periférica del aparato, como medida directa de la actividad locomotora de los ratones. A mayor
distancia recorrida, mayor sera el nivel de actividad locomotora. Adicionalmente, se analizo el

tiempo de permanencia en cada zona del aparato para corroborar que las diferencias
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observadas no se debian a la inactividad de los animales, sino a cambios especificos asociados

al modelo animal o a los tratamientos empleados.

El modelo 5xFAD presentd un deterioro de la actividad locomotora, evidenciado por la menor
distancia recorrida tanto en el centro como en la periferia del aparato en comparacién con los
ratones WT (figura 34A y 34B). La exposicidon de ratones 5xFAD a diferentes cannabinoides
no alterd la distancia recorrida en el aparato en comparacidn con el grupo VEH (figura 34A y
34B). Ademas, no se observaron diferencias en cuanto al tiempo de permanencia en el centro
y la periferia del aparato ni por la patologia amiloide ni por el tratamiento con dosis bajas de
cannabinoides (figura 34C y 34D). Estos resultados indicaron que la reduccion de la actividad
locomotora en el modelo 5xFAD estaba asociada especificamente a la patologia amiloide y no
a la inactividad de los animales en comparacién con los WT.
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Figura 34: Evaluacion de la actividad locomotora asociada a la patologia amiloide y al tratamiento
con CBD, THC o CBD:THC en los ratones 5xFAD. A) Distancia recorrida (centimetros) en la zona periférica (t
de student). B) Distancia recorrida (centimetros) en el centro del OF (t de student). C) Tiempo (segundos) que
estuvieron los animales en la periferia del aparato OF. D) Tiempo (segundos) que permanecié cada grupo
experimental en el centro del aparato. N=43 (WT) y N=16-24 (5xFAD). *p<0,05 y ****p<0,0001. Los datos
representan la media + SEM.
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1.2. Caracterizacion molecular
1.2.1. Expresion de receptores cannabinoides y marcadores inflamatorios

Para evaluar el impacto de la patologia amiloide y del tratamiento crénico con cannabinoides
a nivel molecular, se cuantific6 por RT-qPCR la expresion del ARNm de los receptores
cannabinoides CB:R y CB;R, y los marcadores inflamatorios TNFa, IL1B e IL6 en el hipocampo
(figura 35) y la corteza (figura 36) de ratones 5xFAD. Los datos de expresion génica se

normalizaron con el gen de referencia 18S.

La patologia amiloide no altero los niveles de expresion de CB:R ni en el hipocampo (figura
35A) ni en la corteza (figura 36A) de ratones 5xFAD en comparacion con los controles. Sin
embargo, se observé una sobreexpresion de CB.R, TNFa, IL1B e IL6 en el modelo 5xFAD con
respecto al WT, tanto en el hipocampo (figura 35B-E) como la corteza cerebral (figura 36B-
E).

En el contexto patoldgico, la exposicion a CBD, THC o CBD:THC no indujo alteraciones de la
expresion de CB;iR, TNFa, IL1B e IL6 ni en el hipocampo (figura 35A, 35C-E) ni en la corteza
cerebral (figura 36A, 36C-E) de los diferentes grupos experimentales. Los niveles de CB.R
tampoco se vieron alterados en ambas regiones cerebrales (figura 35B y 36B) por el
tratamiento con cannabinoides en comparacién con el grupo VEH. Sin embargo, se apreciaron
diferencias en la expresién hipocampal de CBR en algunos grupos experimentales.
Concretamente, la exposicion del modelo 5xFAD a CBD desencadend niveles mas altos de
CB2R en comparacién con los tratamientos con THC o la combinacién CBD:THC en el contexto

patoldgico (figura 35B).
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Figura 35: Analisis del ARNm hipocampal de los receptores cannabinoides y marcadores
inflamatorios por RT-qPCR tras el tratamiento de ratones 5xFAD con CBD, THC o CBD:THC. A)
Cuantificacion de la expresion de CBiR. B) Cuantificacién de la expresion de CB;R. C) Cuantificacion de la

expresion de TNFa. D) Cuantificacion de la expresion de IL1B. E) Cuantificacion de la expresion de IL6. El andlisis
estadistico consistid en t de student. N=8 por grupo experimental. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 y
**x*p<0,0001. Los datos representan la media, expresada en unidades arbitrarias (u.a.), + SEM.
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Figura 36: Analisis del ARNm cortical de los receptores cannabinoides y marcadores inflamatorios
por RT-qPCR tras el tratamiento de ratones 5xFAD con CBD, THC o CBD:THC. A) CB;R. B) CB;R. C)
TNFa. D) IL1B. E) IL6. El analisis estadistico consistid en t de student. N=8 por grupo experimental. ***p<0,001
y ¥***p<(,0001. Los datos representan la media (u.a.) + SEM.

1.2.2. Activacion glial y daiio neuronal

Otro estudio molecular consistié en la cuantificacion de proteinas relacionadas con procesos
caracteristicos de la patologia amiloide por WB, como la gliosis (IBA1 y GFAP) y la
neurodegeneracion (sinaptofisina y PSD95). Estos marcadores se analizaron en el hipocampo
(figura 37) y la corteza (figura 38) de ratones 5xFAD para evaluar el impacto del tratamiento
con cannabinoides sobre la progresion de la patologia. Los datos obtenidos se normalizaron

con la proteina de referencia GAPDH.
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La patologia amiloide indujo niveles proteicos mas elevados de GFAP e IBA1 en la region
hipocampal y cortical (figura 37A-B y 38A-B) del modelo 5xFAD en comparacion con el WT,
confirmando la exacerbacion de la astrogliosis y la microgliosis en este modelo animal de
amiloidosis cerebral descrita en la literatura. Ademas, se detectaron niveles mas bajos de
sinaptofisina en la corteza de ratones 5xFAD en comparacién con los controles (figura 38C).

Los resultados no mostraron alteraciones de los niveles de expresion de los parametros
analizados en el hipocampo (figura 37) y la corteza (figura 38) del modelo 5xFAD por el
tratamiento con CBD, THC o CBD:THC, sugiriendo, en este contexto, la ausencia de efectos

sobre la gliosis y la integridad sinaptica tras la exposicién a cannabinoides.
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Figura 37: Cuantificacion de proteinas hipocampales relacionadas con la gliosis y la integridad
neuronal por WB tras el tratamiento con CBD, THC o CBD:THC en el contexto de la patologia
amiloide. A) IBA1. B) GFAP. C) Sinaptofisina. D) PSD95. El analisis estadistico consistié en t de student. N=8

por grupo experimental. *p<0,05 y **p<0,01. Los datos representan la media (u.a.) + SEM.
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Figura 38: Cuantificacion de proteinas corticales relacionadas con la gliosis y la integridad neuronal

por WB tras el tratamiento con CBD, THC o CBD:THC en el contexto de la patologia amiloide. A)
IBA1. B) GFAP. C) Sinaptofisina. D) PSD95. El analisis estadistico consistio en t de student. N=8 por grupo
experimental. *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001. Los datos representan la media (u.a.) + SEM.

1.2.3. Niveles de ABi.42

Se cuantificaron los niveles de ABi4, tanto en su conformacion soluble como insoluble,

mediante ELISA para evaluar los efectos del tratamiento con cannabinoides sobre la

amiloidosis de la region hipocampal de ratones 5xFAD.

Por un lado, la fraccion soluble del péptido ABi-4; en el modelo 5xFAD no mostrd alteraciones

tras el tratamiento con cannabinoides (figura 39A).

Por otro lado, la conformacién insoluble del ABi-42 presentd un incremento creciente de su
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5xFAD en comparacién con el grupo VEH (figura 39B). Concretamente, la coadministracion de
CBD y THC produjo la concentracion mas elevada de AB:-4; insoluble con respecto al vehiculo
en el contexto patoldgico.
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Figura 39: Cuantificacion del AB;-s> hipocampal en el modelo 5xFAD tratado con CBD, THC o
CBD:THC. A) Fraccion soluble. B) Fraccion insoluble. El analisis estadistico consistié en ANOVA de una via
seguido del test post-hoc Tukey. N=8 por grupo experimental. ****p<0,0001. Los datos representan la media
(pg/ml) + SEM.

2. Estudio del impacto de la inactivacion genética de la enzima FAAH en el contexto
dela EA

En el diseio experimental II se abordd la inactivacion genética de FAAH como nueva estrategia
para estudiar el impacto de la modulacién del sistema endocannabinoide sobre la patologia
amiloide. Para ello, se empled el modelo 5xFAD/FAAH", caracterizado por la elevacion del
tono endocannabinoide y la exacerbacion de la respuesta inflamatoria, paraddjicamente

asociada a efectos neuroprotectores.

Con el fin de esclarecer los efectos descritos en este modelo animal, se realizé la prueba BM
para evaluar los efectos de la inactivacion genética de la enzima FAAH sobre la memoria
espacial de los ratones en condiciones patoldgicas. También, se llevaron a cabo analisis de
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transcriptomica y otros estudios moleculares para profundizar en el impacto de la inactivacion
genética de FAAH sobre el proceso neuroinflamatorio caracteristico de la patologia amiloide.
Adicionalmente, se determind el grado de contribucién de las células microgliales con respecto
a los cambios moleculares observados mediante la ablacidon de la microglia durante 28 dias
con el compuesto PLX5622, que se formuld en la dieta de los animales. Por ultimo, se
realizaron sesiones de imagen /n vivo 2PE en el contexto de ausencia de la actividad de FAAH
y de ablacién microglial utilizando PLX5622, con posterior repoblacién de este tipo celular, en
condiciones patoldgicas.

2.1. Datos comportamentales
2.1.1. Memoria espacial

Para profundizar en la caracterizacion del modelo 5xFAD/FAAH", se analizd el aprendizaje
espacial de los animales realizando la prueba comportamental Barnes Maze. Se empled el
tiempo de latencia al escondite como indicador del deterioro cognitivo, es decir, a mayor

tiempo de latencia, mayor sera la disfuncion cognitiva en los animales.

Los modelos 5xFAD y 5xFAD/FAAH- presentaron un deterioro del aprendizaje espacial por la
patologia amiloide en el cuarto dia de la prueba BM, evidenciado por el mayor tiempo de
latencia al escondite en comparacion con el grupo WT (p<0,0001) y FAAH”- (p=0,0325),
respectivamente (figura 40).
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Figura 40: Analisis del aprendizaje espacial del modelo 5xFAD/FAAH/- utilizando la prueba BM. Se
muestra la latencia al escondite durante la fase de aprendizaje (dia 1-4) expresada en porcentaje respecto al dia
1. Los analisis estadisticos consistieron en un ANOVA de dos vias seguido de un test post-hoc de Sidak. N=8-16

ratones. Los datos representan la media + SEM.
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La inactivacion genética de FAAH no alterd el aprendizaje espacial de los animales en el
contexto fisioldgico. Sin embargo, el modelo 5xFAD/FAAH- present6 un tiempo de latencia al
escondite menor con respecto al grupo 5xFAD (figura 40; p=0,0124). Esto sugiri6 efectos
neuroprotectores ligados a la inactivacion genética de la enzima FAAH en el contexto de la
patologia amiloide.

2.2. Perfil transcriptomico

Tras confirmar la idoneidad de la calidad de las muestras por PCA (anexo III), se llevé a cabo
el andlisis de RNA-seq para investigar las alteraciones transcriptdmicas asociadas a la
inactivacion genética de FAAH en el contexto de la EA.

En primer lugar, se identificaron los genes diferencialmente expresados en condiciones
fisioldgicas y patoldgicas. En la comparativa WT/FAAH”- vs. WT, se observaron 17 genes
sobreexpresados y 30 infraexpresados (figura 41A), mientras que en la comparativa
5XFAD/FAAH"- vs. 5xFAD se detectaron 17 genes sobreexpresados y 16 infraexpresados
(figura 41B).
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Figura 41: Volcano-plots de genes diferencialmente expresados por la inactivacion de FAAH. A)
Contexto fisioldgico. B) Contexto patoldgico. Los puntos de color rojo representan genes sobreexpresados, el
color azul indica genes infraexpresados y el gris refleja aquellos cambios de expresion que no son
estadisticamente significativos. Se considero significativo aquellos valores de FDR inferiores a 0,05. N= 3 por
grupo experimental.
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Algunos de los genes diferencialmente expresados guardaron estrecha relacion con la
respiracion celular (Ndufs5), la regulacion de la transcripcion (Ndn, Med8, Trmpl o Hdacl), el
metabolismo lipidico (Aldh1al), la adhesidn celular (Col16al o Ccn2), el metabolismo de
carbohidratos (Ap)), la regulacion de la sefalizacién via TLR3 y 4 (Wdfy1) y el transporte de

iones (GabraZ2), entre otros procesos bioldgicos.

En segundo lugar, se realizaron GSEAs para identificar procesos bioldgicos potencialmente
alterados por la inactivacion de FAAH, tanto en condiciones fisioldgicas (figura 42A) como

patoldgicas (figura 42B).

A WT/FAAH/-vs. WT
, Oxidoreductasas activas donantes de
Oxidoreductasas activas donantes de Actividad de la aldehido
os aldehido u oxo, NAD o NADP
grupos aldehido u oxo deshidrogenasa NADP+ arup s

como aceptor

=]
=]

'}
e
o

o

8 e 8
G 4 5 o2 S
SE™ SE SE®
=5 w8 o4l =T
o o o
Kl §IH NES: -2.125 o § NES: -1.991 © §na NES: -1,987
- g Pval: 0.000e+00 > T g6l  Pual 2.079e-03 =g Pval: 0.000e+00
e FOR: 0.000e+00 H FDR: 1.617e-03 | c FOR: 1,078e-03
@061 . SE Bt 7] | - Do N T
‘ LTI T .lI.:Il\..‘.”| [ [TTT T [0
W00 znol o ‘ 20.0 | l
S 100 S 100 o
= = =
8 00 Cero a 14684 B o0 Cero a 14684 D oo
= =
10.0 - 10.0 wi 10.0
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 0 5000 10000 15000 20000 25000 30000
Rango génico Rango génico Rango génico
B 5xFAD/FAAH/-vs. 5XFAD
Respuesta inflamatoria Enfermedad de Alzheimer Fenotipo microglial DAM
. 0 0.6
0.4
£ g g
P 0.31 P 1 o . U 04
B 02 - pg- Cero a 15251
s NES: 1.747 5y *? NES: -1.409 S g o2 NEs: 16105 0
8 2 917 | peak 0.000e+00 s A Fual, 1.829e-02 82 Pval: 4 522e-02
= | | FOR: 2.851e-02 a £ 34 FDR: 3.936e-02 ; = podd FDR: 4,522¢-02 &
¢ ‘ 1 N1 M 11 I I ¢ ’J_glAJ;][LUIIHJUH,UI,IHLUIUIIUJ_?_‘ ¢ o M1 11 1
100 | [T 100 "™ 100 | Ao
g g 8
B 00 Ceroa 15251 5 00 Cero a 15251 5= 00 Cero a 15251
£ 2 @
= 10.0 » Z.100 " z—xo.o 2
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 5 5000 10600 35000 20500 25000 30000
Rango génico Rango génico Rango génico

Figura 42: Graficos GSEAs de las firmas descritas en GO alteradas por la inactivacion genética de
FAAH. A) Condiciones fisioldgicas. B) Condiciones patoldgicas. El eje de la X representa el rango de genes, el eje
de la Y muestra el valor de enriquecimiento y cada linea vertical indica la posicién que ocupa cada gen. Los
genes que se encuentran en el pico de la grafica son aquellos que contribuyen a la puntuacion de
enriquecimiento. Se considera FDR significativo a los valores inferiores a 0,05. N= 3 por grupo experimental.
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Al comparar el perfil transcriptdmico de ratones WT/FAAH’ y WT, se observd un
enriquecimiento negativo de algunas firmas génicas relacionadas con el metabolismo celular
por la inactivacion genética de FAAH (figura 42A y anexo III). En linea con el efecto paradéjico
descrito en el modelo 5xFAD/FAAH, se describid un enriquecimiento positivo de la firma
génica representativa de la respuesta inflamatoria y un enriquecimiento negativo de los genes
asociados a la enfermedad de Alzheimer (figura 42B), entre otros procesos bioldgicos (anexo
III), por la inactivacion genética de FAAH en condiciones patoldgicas. Ademas, el genotipo
5XFAD/FAAH”- presentd un enriquecimiento positivo del fenotipo microglial DAM en
comparacion con el modelo 5xFAD (figura 42B).

2.3. Caracterizacion molecular
2.3.1. Inflamasoma canonico NLRP3

Para estudiar los efectos de la inactivacion genética de FAAH sobre la neuroinflamacion, se
analizaron por RT-qPCR los componentes del inflamasoma canénico NLRP3, ya que es una de
las principales fuentes de citoquinas proinflamatorias. Concretamente, se cuantificd la
expresion del ARNm de NLRP3, Caspasa 1 (CASP1), ASC y TLR4 (figura 43), por ser un
receptor implicado en la activacion del inflamasoma. Adicionalmente, se determiné el grado
de contribucion de las células microgliales sobre los cambios moleculares observados
mediante la ablacién de este tipo celular con PLX5622 durante 28 dias en el contexto
fisiolégico (figura 44) y patoldgico (figura 45).

Los ratones 5xFAD y 5xFAD/FAAH" presentaron niveles mas elevados de NLRP3 (figura 43A),
CASP1 (figura 43B) y TLR4 (figura 43D) por la patologia amiloide en comparacién con los WT
y WT/FAAH”", respectivamente. A diferencia de lo observado con los otros parametros
analizados, la patologia no tuvo un impacto significativo sobre la expresién de ASC (figura
43C).

La inactivacion genética de FAAH en el genotipo WT/FAAH”" indujo una atenuacion de la
expresion de ASC (figura 43C) y mayores niveles de TLR4 (figura 43D) en comparacion con
el grupo WT, mientras que el ARNm de NLRP3 (figura 43A) y CASP1 (figura 43B) no se vio
alterado en este marco. En condiciones patoldgicas, la inactivacion de la enzima en ratones
5XFAD/FAAH”- no produjo cambios de la expresion de TLR4 (figura 43D) con respecto al
modelo 5xFAD, pero desencadend una sobreexpresion de NLRP3 (figura 43A) y una
infraexpresion de CASP1 (figura 43B) y ASC (figura 43C) en este contexto.
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Figura 43: Caracterizacion de los efectos de la patologia amiloide en la expresion del ARNm de los
componentes del inflamasoma NLRP3. A) NLRP3. B) CASP1. C) ASC. D) TLR4. El analisis estadistico
consistio en ANOVA de dos vias seguida del test post-hoc de Sidak. N=8 por grupo experimental. *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos representan la media (u.a.) + SEM.

La exposicidon de ratones WT a dieta PLX5622 durante 28 dias desencadend el descenso de
los niveles del ARNm de NLRP3 (figura 44A) en comparacion con el grupo tratado con comida
control (VEH). Ademas, el grupo WT/FAAH"" tratado con PLX5622 mostrd una atenuacion de
la expresion de NLRP3 (figura 44A) y TLR4 (figura 44D) en comparacion con el VEH. Sin
embargo, el tratamiento con PLX5622 no afectd a la expresion ni de CASP1 (figura 44B) ni de
ASC (figura 44C). Ademas, la inactivacion genética de FAAH en el contexto de ablacion
microglial indujo una reduccién de los niveles de NLRP3 (figura 44A) en los ratones WT/FAAH"

I~ con respecto a los WT expuestos a dieta PLX.
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Figura 44: Estudio de los cambios de expresion génica de parametros relacionados con el
inflamasoma NLRP3 tras el tratamiento con PLX5622 en condiciones fisiologicas. A) NLRP3. B) CASP1.
C) ASC. D) TLR4. El analisis estadistico consistié en ANOVA de dos vias seguida del test post-hoc de Sidak. N=8
por grupo experimental. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos representan la media
(u.a.) £ SEM.

En el contexto patoldgico tras la ablacion microglial, se detecté un descenso de los niveles de
NLRP3 (figura 45A) y TLR4 (figura 45D) en ratones 5xFAD tratados con PLX en comparacion
con el VEH. La exposicion del modelo 5xFAD/FAAH7- a PLX produjo una reduccion significativa
de la expresion de NLRP3 (figura 45A), CASP1 (figura 45B) y TLR4 (figura 45D) con respecto
a la dieta VEH. Sin embargo, ASC no presento alteraciones de su expresion tras el tratamiento
con PLX5622 en el contexto de la patologia amiloide (figura 45C). Ademas, la inactivacion
genética de FAAH en ratones 5xFAD/FAAH’- tratados con PLX produjo un descenso

significativo de los niveles de CASP1 (figura 45B) en comparacion con el modelo 5xFAD.
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Figura 45: Estudio de los cambios de expresion génica de parametros relacionados con el
inflamasoma NLRP3 tras el tratamiento con PLX5622 en condiciones patoldgicas. A) NLRP3. B)
CASP1. C) ASC. D) TLR4. El analisis estadistico consistié en ANOVA de dos vias seguida del test post-hoc de
Sidak. N=8 por grupo experimental. *p<0,05, ***p<0,001 y ****p<(0,0001. Los datos representan la media
(u.a.) £ SEM.

2.3.2. Citoquinas proinflamatorias

Otro estudio para caracterizar la exacerbacion de la respuesta inflamatoria en el modelo
5XFAD/FAAH- fue la cuantificacion por RT-gPCR del ARNm de las citoquinas proinflamatorias

IL1B, TNFa e IL1a.

El modelo 5xFAD mostrdé un incremento de los niveles de TNFa (figura 46B) e IL1a (figura
46C) en comparacion con el grupo WT, como era de esperar por la exacerbacion del proceso
neuroinflamatorio asociado a la patologia amiloide. Los ratones 5xFAD/FAAH’- presentaron
una sobreexpresion de todas las citoquinas proinflamatorias analizadas con respecto al grupo
WT/FAAH" (figura 46A-C).
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Ademas, la expresion de IL1B se vio exacerbada por la inactivacion genética de FAAH tanto
en ratones WT/FAAH”- como 5xFAD/FAAH”- en comparacion con los WT y 5xFAD,
respectivamente (figura 46A). TNFa e IL1a no mostraron diferencias en los niveles de ARNm
por la inactivacién genética de FAAH ni en condiciones fisioldgicas ni patoldgicas (figura 46B
y 46C).
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Figura 46: Analisis del ARNm de citoquinas proinflamatorias tanto en condiciones fisiolégicas como

patolégicas. A) IL1B. B) TNFa. C) IL1a. El andlisis estadistico consistié en ANOVA de dos vias seguida del test

post-hoc de Sidak. N=8 por grupo experimental. *p<0,05, ***p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos representan
la media (u.a.) + SEM.

El tratamiento de ratones WT con PLX5622 desencadend una reduccidon de la expresion de
IL1a en comparacion con el grupo WT expuesto a dieta vehiculo (figura 47C). El modelo
WT/FAAH" también mostrd menores niveles de IL1a en comparacion con el grupo VEH,
ademas de un descenso de la expresion de IL1B, bajo estas condiciones (figura 47A). Sin
embargo, TNFa permanecid estable tras el tratamiento con PLX5622 en condiciones

fisioldgicas (figura 47B).

En condiciones patoldgicas, el tratamiento con PLX5622 reprodujo los mismos resultados
descritos previamente en el contexto fisioldgico con respecto a IL1B e IL1a (figura 48A y 48C),
a excepcion de TNFa, cuya expresion disminuyd significativamente tras la exposicion de
ratones 5xFAD/FAAH- con PLX en comparacion con el grupo VEH (figura 48B).
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Figura 47: Estudio de los efectos derivados del tratamiento con PLX5622 en condiciones
fisiolégicas. A) IL1B. B) TNFa. C) IL1a. El andlisis estadistico consistié en ANOVA de dos vias seguida del test
post-hoc de Sidak. N=8 por grupo experimental. **p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos representan
la media (u.a.) + SEM.
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Figura 48: Estudio de los efectos derivados del tratamiento con PLX5622 en el contexto de la
patologia amiloide. A) IL1B. B) TNFa. C) IL1a. El analisis estadistico consistié en ANOVA de dos vias seguida
del test post-hoc de Sidak. N=8 por grupo experimental. **p<0,01 y ****p<0,0001. Los datos representan la

media (u.a.) £ SEM.

2.3.3. Componentes del SEC

Adicionalmente, se analizd la expresion de algunos elementos del SEC por RT-gPCR.
Concretamente, se cuantificé el ARNm de CB;R, por ser un receptor cuya expresion se induce
en la microglia asociada a placa en el contexto neuroinflamatorio de la patologia amiloide, y
de la enzima FAAH, por ser la diana propuesta en el disefo experimental II para modular el

SEC en condiciones patoldgicas.
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La patologia amiloide produjo un incremento del ARNm de CB,R (figura 49A) y un descenso
de FAAH (figura 49B) tanto los ratones 5xFAD como los 5xFAD/FAAH"-en comparacion con el
grupo WT y WT/ FAAH", respectivamente.

La inactivacion genética de FAAH redujo la expresion CB;R en ratones 5xFAD/FAAH7 con
respecto a los animales con la enzima intacta (figura 49A). Conforme a lo previsto, los modelos
WT/FAAH’" y 5xFAD/FAAH’- mostraron niveles significativamente mas bajos de la enzima

FAAH en comparacion con el grupo WT y el 5xFAD, respectivamente (figura 49B).
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Figura 49: Analisis por RT-qPCR de los niveles de expresion de elementos del SEC en ratones con
patologia amiloide y controles. A) CB;R. B) FAAH. El andlisis estadistico consistio en ANOVA de dos vias
seguida del test post-hoc de Sidak. N=8 por grupo experimental. *p<0,05, **p<0,01 y ****p<0,0001. Los datos
representan la media (u.a.) £ SEM.

La ablacién microglial inducida por PLX5622 desencadend un descenso de CBR (figura 50A)
y de FAAH (figura 50B) en ratones WT/FAAH”- en comparacion con los expuestos a dieta
control. La exposicion de ratones WT a PLX incrementd los niveles de FAAH con respecto al
grupo VEH (figura 50B). Ademas, la inactivacion genética de FAAH en ratones WT/FAAH"
produjo una reduccién de la expresion de CB;R y FAAH en comparacion con el grupo WT en

el contexto de ablaciéon microglial (figura 50A y 50B).

En el contexto patoldgico, la exposicion de ratones 5xFAD/FAAH" a PLX5622 produjo un
descenso de la expresion de CB.R en comparacién con el grupo VEH (figura 51A). Sin
embargo, no se detectaron cambios de la expresion de FAAH tras el tratamiento con PLX5622

en condiciones patoldgicas (figura 51B). Los resultados obtenidos en el contexto patoldgico
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de ablacién microglial corroboraron los efectos previamente descritos en condiciones

fisiolégicas: una disminucién en los niveles de CB;R y de FAAH (figura 51A y 51B).
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Figura 50: Analisis por RT-qPCR de los niveles de expresion de los componentes del SEC tras la
exposicion a dieta PLX5622 en condiciones fisiologicas. A) CB;R. B) FAAH. El analisis estadistico consistid
en ANOVA de dos vias seguida del test post-hoc de Sidak. N=8 por grupo experimental. *p<0,05, **p<0,01 y
**x*p<0,0001. Los datos representan la media (u.a.) + SEM.
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Figura 51: Analisis por RT-qPCR de los niveles de expresion de elementos del SEC en ratones con
patologia amiloide expuestos a PLX5622. A) CB,R. B) FAAH. El andlisis estadistico consistio en ANOVA de
dos vias seguida del test post-hoc de Sidak. N=8 por grupo experimental. *p<0,05, **p<0,01 y ****p<0,0001.

Los datos representan la media (u.a.) £ SEM.
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2.3.4. Seiializacion via CSF1R

Dado que PLX5622 se empled como inhibidor de CSF1R en el disefo experimental II, se
cuantificd el ARNm de este receptor y sus respectivos ligandos (CSF1L e IL34) por RT-gPCR
para determinar los efectos de la patologia amiloide y la inactivacion genética de FAAH sobre

la expresion de estos parametros.

Los resultados reflejaron un aumento de CSF1R y CSF1L (figura 52A y 52B), y un descenso
de IL34 (figura 52C) en ratones 5xFAD y 5xFAD/FAAH” en comparacion con el grupo WT y
WT/FAAH", respectivamente.

Se observd un incremento de IL34 por la inactivacion genética de FAAH en condiciones
fisiolégicas (figura 52C). La expresion de CSF1R fue significativamente mayor en el modelo
5XFAD/FAAH"- en comparacion con los ratones 5xFAD (figura 52A), mientras que los niveles
de CSF1L fueron menores en este contexto como consecuencia de la inactivacion genética de
FAAH (figura 52B).

A B C

Hkkk Fkkk

Kokkk *kkk

*k
ok sk —
010+ T | 0.25- ¥k *okok - WT
g ':‘; 0.08 T 020- | _ | 0 5xFAD
- = 3
£ £ 006 = 0.15-
Z Z E
4 - z
< < 0.04- X 0.10-
/4 _1 <
- - <
L L 0.02- ® 0.05-
0 7] =
o o
0.00- 0.00-
& o X 5 Q
£ PR & oL
& S & F&
\ o\ \ Q\
@ <¥ @ Al
o "

Figura 52: Analisis del impacto de la patologia amiloide y la inactivacion genética de FAAH en el eje
CSF1R-CSF1L por RT-qPCR. A) CSF1R. B) CSF1L. C) IL34. El analisis estadistico consistié en ANOVA de dos
vias seguida del test post-hoc de Sidak. N=8 por grupo experimental. **p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001.

Los datos representan la media (u.a.) £ SEM.

El tratamiento de ratones WT con PLX5622 provoco un descenso significativo del ARNm de
CSF1R en comparacion con los controles (figura 53A). EI modelo WT/FAAH tratado con
PLX5622 también presentd una reduccion de la expresion de CSF1R con respecto al VEH
(figura 53A). Sin embargo, la exposicién a PLX5622 no alteré el ARNm de CSF1L ni de IL34
(figura 53B y 53C).
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Figura 53: Cuantificacion de la expresion del eje CSF1R-CSF1L por RT-qPCR tras el tratamiento con
PLX5622 en condiciones fisioldgicas. A) CSF1R. B) CSF1L. C) IL34. El analisis estadistico consisti6 en
ANOVA de dos vias seguida del test post-hoc de Sidak. N=8 por grupo experimental. **p<0,01 y ****p<0,0001.
Los datos representan la media (u.a.) £ SEM.

En condiciones patoldgicas, la ablacién microglial de ratones 5xFAD redujo la expresidon de
CSF1R y CSF1L con respecto a los animales expuestos a la comida VEH (figura 54A y 54B).
Los niveles de CSF1R también descendieron tras el tratamiento de los ratones 5xFAD/FAAH-
con PLX5622 en comparacién con el grupo VEH (figura 54A). Sin embargo, PLX5622 no indujo

cambios en la expresion de IL34 en los diferentes grupos experimentales (figura 54C).
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Figura 54: Cuantificacion de la expresion del eje CSF1R-CSF1L por RT-qPCR tras el tratamiento con
PLX5622 en el contexto de la patologia amiloide. A) CSF1R. B) CSF1L. C) IL34. El analisis estadistico
consistio en ANOVA de dos vias seguida del test post-hoc de Sidak. N=8 por grupo experimental. **p<0,01 y
**x*p<0,0001. Los datos representan la media (u.a.) + SEM.
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Adicionalmente, se analizé6 mediante WB la expresion de CSF1R y del marcador microglial IBA1

para caracterizar el impacto de PLX5622 tras la ablacion microglial en el contexto patolégico.

Se empled como control de carga GAPDH, ya que su expresion es relativamente estable en

las diferentes condiciones estudiadas.

Tanto los ratones 5xFAD como 5xFAD/FAAH”" tratados con PLX presentaron un descenso

significativo de CSF1R y del marcador microglial IBA1 en comparacion con los VEH

correspondientes por la pérdida de las células de microglia (figura 55). Ademas, la inactivacion

genética de FAAH en ratones 5xFAD/FAAH"" expuestos a dieta control reveld menores niveles

de IBA1 (figura 55A y 55C) y mayores niveles de CSF1R (figura 55B y 55C) en comparacion

con el grupo 5xFAD.
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Figura 55: Evaluacion de los efectos de PLX5622 sobre la expresion de IBA1 y CSF1R por WB en el

contexto de la patologia amiloide. A) IBA1. B) CSF1R. C) Imagenes representativas de las bandas proteicas

asociadas a cada marcador analizado. GAPDH se empleé como control de carga para normalizar los resultados

obtenidos. El analisis estadistico consistié en ANOVA de dos vias seguida del test post-hoc de Sidak. N=8 por

grupo experimental. *p<0,05, **p<0,01 y ****p<0,0001. Los datos representan la media (u.a.) + SEM.
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3. Dinamica /in vivo de las células microgliales y placas amiloides

En el disefio experimental II, se emplearon los genotipos 5xFAD/CX3CR1+/6FP y 5xFAD/FAAH"
I-/CX3CR1%/* para realizar el estudio temporal /n vivo por microscopia 2PE. Previo a iniciar
las sesiones de imagen, se analizaron algunos parametros previamente cuantificados en los
ratones con CX3CR1 intacto, confirmandose la ausencia de grandes alteraciones moleculares
por la delecion parcial de CX3CR1 (anexo IV).

Para evaluar de forma mas exhaustiva la respuesta microglial por la inactivacion de FAAH, se
realizaron sesiones de imagen en tres puntos temporales diferentes: 1) antes de la exposicion
a PLX5622 (dia 0), 2) durante el tratamiento crénico con el inhibidor de CSF1R (dia 28), y 3)
tras la retirada del tratamiento, favoreciendo la repoblacion microglial (dia 37).

Se llevd a cabo un analisis detallado de los resultados, teniendo en cuenta la distribucion
espacial de las subpoblaciones microgliales con relacion al centro de la placa amiloide. De este
modo, se considerd “microglia asociada a placa” (AP) a aquellas células localizadas a <20 ym
(X, Y, Z) con respecto al centro de la placa y “microglia no asociada a placa” (NAP) a aquellas

células cuya distancia a la placa era >20 um (X, Y, 2).

En primer lugar, se cuantificd el porcentaje de células microgliales presentes en el campo
visual de cada sesion, normalizandose los valores obtenidos al dia 0 (figura 56). En linea con
estudios previos, se confirmé que cada subtipo microglial diferia en su sensibilidad a PLX5622.
Especificamente, el 69 % y 58 % de la microglia AP sobrevivid en ratones 5xFAD/CX3CR16F/*
y 5xFAD/FAAH7-/CX3CR1¢/*  respectivamente, tras el tratamiento durante 28 dias con
PLX5622 (figura 56B y 56D). Unicamente, el 14 % y 21 % de la microglia NAP resistié a dia
28 en ratones 5xFAD/CX3CR16F/* y B5xFAD/FAAH”/CX3CR16/*, respectivamente, con
respecto al dia 0 (figura 56C y 56D). Sin embargo, no se observaron diferencias en el
porcentaje de células microgliales ni AP ni NAP por la inactivacién genética de FAAH tras 28
dias de exposicidn a PLX5622 (figura 56D). Ademas, la sustitucién del tratamiento por la dieta
estandar (dia 37) desencadend la repoblacién de la microglia AP y NAP hasta igualar la
poblacion observada a dia 0 en ambos genotipos (figura 56B y 56C).

Estos resultados sugieren que la microglia AP tendria una sensibilidad menor a PLX5622 en
comparacion con la microglia NAP y que las ratios de repoblacién de ambas subpoblaciones
serian similares independientemente de la actividad de FAAH en el contexto de la patologia

amiloide.
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Figura 56: La ablacion microglial por PLX5622 revela diferentes subpoblaciones microgliales en
ratones 5xFAD. A) Parte superior: Imagenes representativas del efecto de PLX5622 sobre la supervivencia
microglial (verde) y las placas amiloides (azul) obtenidas por microscopia multifotén. Parte inferior:
reconstruccion 3D de las células microgliales (gris) y las placas amiloides (azul). B) Estudio crénico de la pérdida
microglial y la posterior repoblacion de la microglia asociada a placa (AP), <20 um de distancia (X, Y, Z) del
centro de la placa. C) Estudio crdnico de la pérdida microglial y la posterior repoblacion de las células de
microglia no asociadas a placa (NAP), >20 um de distancia (X, Y, Z) al centro de la placa. D) Porcentaje de
microglia AP y NAP tras 28 dias de tratamiento con PLX5622. El andlisis estadistico consistié en ANOVA de dos
vias seguida del test post-hoc de Sidak. N=8-9 ratones por grupo. **p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001. Los

datos representan la media + SEM.
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En segundo lugar, se caracterizd la morfologia de la microglia AP y NAP en ratones
5XFAD/CX3CR1+/6FP y 5xFAD/FAAH7/CX3CR1¢"/* para identificar los cambios asociados a la

inactivacion genética de FAAH en el contexto de la patologia amiloide y de ablacién microglial.

El analisis sholl de la microglia AP de ratones 5xFAD/FAAH7-/CX3CR1¢/* presentdé mayor
numero de intersecciones que la microglia de ratones 5xFAD/CX3CR1*/¢7 a dia 0, 28 y 37.
Concretamente, la microglia AP de ambos genotipos mostré el mayor nimero de
intersecciones a una distancia de 10 um con respecto al soma. Por tanto, la microglia AP
mostréd una estructura mas compleja por la inactivacion de FAAH en todos los puntos
temporales del estudio (figura 57A, 57B y 57C). Ademas, la microglia NAP de ratones
5XFAD/FAAH"-/CX3CR1%"/* mostré un nimero de intersecciones mayor a 15 ym de distancia
del soma por la inactivacion genética de FAAH a dia 0 en comparacion con el modelo
5XFAD/CX3CR1*/¢"" (figura 57D). Sin embargo, no se detectaron alteraciones de la
complejidad de la microglia NAP por la inactivacion genética de FAAH en el analisis Sholl ni a
dia 28 ni 37 del estudio (57E, 57F).
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Figura 57: Analisis Sholl para el estudio de la complejidad de la estructura microglial a dia 0, 28 y
37. A-C) Datos de la microglia AP en ratones 5xFAD/FAAH"-/CX3CR1GP/+ y 5xFAD/CX3CR1+/6FP, D-F) Datos de la
microglia NAP en ratones 5xFAD/FAAH/-/CX3CR167/*+ y 5xFAD/CX3CR1*/6"P, E| analisis estadistico consistio en
ANOVA de dos vias seguida del test post-hoc de Sidak. N=8-11 ratones por grupo experimental. *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos representan la media + SEM.
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Para la caracterizacion de los procesos y el soma microglial, se emplearon los mddulos

Filament tracer y Surface de Imaris 10.0, respectivamente. Al estudiar los procesos, se

identificaron alteraciones de la morfologia microglial AP en ratones 5xFAD/CX3CR1*/6F por la

exposicion a PLX5622, mientras que los procesos de la microglia AP de ratones 5xFAD/FAAH

-/CX3CR1%/+ permanecieron practicamente estables tras el tratamiento (figura 58A).

Concretamente, la microglia AP de ratones 5xFAD/CX3CR1*/6" mostrd procesos mas cortos,

mas esféricos y menos ramificados en comparacion con el modelo 5xFAD/FAAH”-/CX3CR16F/+,

Ademas, la microglia NAP de ratones 5xFAD/CX3CR1+/¢"? presentd procesos mas esféricos por

el tratamiento durante 28 dias con PLX en comparacion con el dia 0 de estudio, mientras que

el modelo 5xFAD/FAAH7-/CX3CR1%/* reveld procesos mas cortos y menos ramificados en

este contexto (figura 58B).
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Figura 58: Estudio temporal de los procesos de la microglia AP y NAP. A) Caracterizacion de la longitud,

la esfericidad y el indice de ramificacién de la microglia asociada a placa en ratones 5xFAD/FAAH/-/CX3CR16F/+ y

5XFAD/CX3CR1*/6FF, B) Caracterizacion de la longitud, la esfericidad y el indice de ramificacion de la microglia no
asociada a placa en ratones 5xFAD/FAAH/-/CX3CR16FP/+ y 5xFAD/CX3CR1+/GP, El analisis estadistico consistié en
ANOVA de dos vias seguida del test post-hoc de Sidak. N=8-11 ratones por grupo experimental. *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos representan la media + SEM.
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Adicionalmente, se cuantifico el volumen y la esfericidad del soma de la microglia AP de
ratones 5xFAD/CX3CR1*/6F" y 5xFAD/FAAH”/CX3CR1¢/*, sin observarse cambios por el
tratamiento con PLX5622 (anexo V-figura 72A). El soma de la microglia no asociada a placa
5XFAD/CX3CR1*/67 presentd un volumen mayor a dia 28 en comparacion con el observado a
dia 0 (anexo V-figura 72B). Ademas, el soma de la microglia NAP del modelo 5xFAD/FAAH"
JCX3CR1C/* mostrd una esfericidad mayor con respecto al 5xFAD/CX3CR1+/¢ tras 28 dias

de ablacién microglial con PLX (anexo V-figura 72B).

El estudio temporal in vivo permitié determinar la presencia o ausencia de MeO-X04 en el
interior del soma microglial, como medida indirecta de las células de microglia con potencial
capacidad fagocitica. Para ello, se cuantificé el nimero de microglia MeO-X04" y se expresd
como porcentaje con respecto al nimero total de células microgliales presentes en el campo
de observacion. A dia 28, los ratones 5xFAD/FAAH7-/CX3CR1¢/* mostraron un porcentaje

mayor de la microglia MeO-X04* por el tratamiento con PLX con respecto al dia 0 (figura 59).

Ademas, se observé un porcentaje mayor de la microglia MeO-X04+ por la inactivacion
genética de FAAH tras la ablacion microglial durante 28 dias en los ratones 5xFAD/FAAH"
/CX3CR16F7* con respecto a los 5xFAD/CX3CR1*/" (figura 59). Una vez transcurrido el
periodo de repoblaciéon microglial a dia 37, se perdieron las diferencias por la inactivacion de
FAAH descritas a dia 28 entre ambos genotipos (figura 59).

*%

I GFPI+
% kkk Hl 5xFAD / CX3CR1

— 1 5xFAD / FAAH--/ CX3CR1GFPH
60

Jd I
20+ ﬁ I

JHH BN wp

Dia 0 Dia28 Dia37

80 -

% Microglia X04+

Figura 59: Cuantificacion del porcentaje de microglia MeO-X04* a dia 0, 28 y 37 del estudio de
imagen. Estudio temporal del porcentaje de microglia MeO-X04* tras la ablacion microglial y su posterior
repoblacion en el contexto de la patologia amiloide. El analisis estadistico consistio en ANOVA de dos vias

seguida del test post-hoc de Sidak. N=8-11 ratones por grupo experimental. *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001.
Los datos representan la media + SEM.
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Por Ultimo, se analizaron las caracteristicas morfoldgicas de las placas de AB. Se observo que
los parametros empleados apenas se alteraron por el tratamiento con PLX5622 en ratones
5XFAD/FAAH”/CX3CR1*/67", a excepcion de la densidad a dia 28 que incrementd en
comparacion con el dia 0 del estudio (figura 60). El modelo 5xFAD/CX3CR1*/67 mostrd placas
de mayor volumen y menor esfericidad en comparacion con el 5xFAD/FAAH7/CX3CR1*/¢F en
el contexto de ablacion microglial (dia 28) y posterior repoblacion (dia 37) (figura 60). Por
tanto, estos resultados reflejaron un patrén de progresion de las placas amiloides diferente
por la inactivacion genética de FAAH tras el tratamiento con PLX5622.
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Figura 60: Caracterizacion de las placas amiloides a dia 0, 28 y 37 del estudio de imagen en ratones
5xFAD/CX3CR1*/6FPy 5XxFAD/FAAH/-/CX3CR1+/SFP, Cuantificacion del volumen, esfericidad, densidad y
desviacion estandar de la intensidad de las placas neuriticas con Imaris 10.0 tanto en los ratones
5XFAD/CX3CR1*/6FP como en los 5xFAD/FAAH-/CX3CR1*/G"P, El analisis estadistico consistié en ANOVA de dos
vias seguida del test post-hoc de Sidak. N=8-11 ratones por grupo experimental. *p<0,05, **p<0,01 y
***p<0,001. Los datos representan la media + SEM.
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Discusion

La enfermedad de Alzheimer es una patologia multifactorial y compleja cuya prevalencia crece
exponencialmente con el paso del tiempo en una poblacién cada vez mas envejecida. Algunas
caracteristicas principales de la fisiopatologia de la enfermedad son el desarrollo de los ovillos
intraneuronales de tau hiperfosforilada, el descenso de los niveles de acetilcolinesterasa y la
formacion de las placas neuriticas en el parénquima cerebral de los pacientes (37). Ademas,
se han descrito otros mecanismos asociados a la patogénesis de la EA como la
neuroinflamacion, que se encuentra exacerbada en este contexto (81). Actualmente, se ha
aprobado el uso de farmacos para paliar la sintomatologia de los pacientes, aunque no existe
una cura para la enfermedad (100). Durante afios, la comunidad cientifica no ha cesado en
sus esfuerzos por profundizar en los mecanismos moleculares subyacentes a la EA para

desarrollar nuevos métodos de diagndstico y plantear nuevas estrategias terapéuticas.

Una de las vias terapéuticas emergentes para la EA es la modulaciéon de la respuesta
inflamatoria a través del sistema endocannabinoide. El SEC desempena un papel importante
en la regulacion de la homeostasis del SNC al participar en procesos bioldgicos, como la
neurotransmision, la inflamacion y la proliferacién, diferenciacién, migraciéon y supervivencia
de las neuronas y las células gliales. Ademas, se han asociado propiedades inmunosupresoras,
antiinflamatorias y neuroprotectoras a los cannabinoides (322). En relacion con la EA, se han
descrito algunas alteraciones en los componentes de este sistema. A pesar de que todavia se
desconoce la relevancia clinica de muchos de estos cambios, hay un creciente interés por
estudiar el papel del SEC en la progresion de la EA. De hecho, algunos de sus componentes
se estan investigando como posibles dianas terapéuticas. Algunos ejemplos destacables son
la induccion de la expresidon de CB,R en la microglia proxima a los depdsitos de amiloide y la
acumulacion de la enzima FAAH de forma selectiva en los astrocitos reactivos asociados a las

placas neuriticas (313).

En relacién con la investigacion de la modulacién del SEC como nuevo abordaje terapéutico
en la EA, algunos estudios preclinicos han demostrado que la exposicion a fitocannabinoides
induce mejoras comportamentales, reduce las placas neuriticas y atenta el proceso
neuroinflamatorio en modelos animales de la EA (325). En paralelo, otras investigaciones han
desarrollado farmacos capaces de inhibir las enzimas catabdlicas de los eCBs para prolongar
su vida media y aumentar su efecto bioldgico (355). Concretamente, algunos inhibidores de
la enzima FAAH y MAGL han demostrado reducir la sintesis de interleuquinas proinflamatorias
y las placas amiloides gracias a la elevacion del tono endocannabinoide en el organismo
(356,357).
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Con el objetivo de profundizar en el potencial terapéutico de la modulacién del SEC en la EA,
en la presente tesis se llevé a cabo 1) la administracion crénica de dosis bajas de THC y CBD
a ratones 5xFAD y 2) la evaluacion de los efectos de la inactivacién genética de FAAH, con la
consecuente elevacion del tono endocannabinoide, en ratones 5xFAD.

Respecto a la administracion de THC y CBD, se observd que el tratamiento crénico con dosis
bajas de THC, CBD o CBD:THC afectaba significativamente al comportamiento de los ratones
5xXFAD con respecto a los controles. Concretamente, el tratamiento con THC exacerbaba el
estado ansioso y depresivo de los animales en las pruebas EPM y TS, respectivamente.
Ademas, el modo de administracion del CBD y THC, como dosis independiente o combinada,
resultd ser un factor determinante en los cambios observados en la memoria espacial del
modelo 5xFAD en la prueba de Barnes. A nivel molecular, el tratamiento con cannabinoides
aumento los niveles de la fraccion insoluble del péptido AB en condiciones patoldgicas, pero
sin alterar la expresion de los marcadores de inflamacidon analizados a nivel de ARNm vy
proteina (anexo VI; (358)).

El modelo de amiloidosis 5xFAD desarrolla placas de AB a partir de los 2 meses de edad y
presenta un deterioro de la memoria asociativa y espacial a los 6 meses de edad en la prueba
de condicionamiento del miedo y en el laberinto acudtico de Morris, respectivamente (214).
De manera consistente con estudios previos, nuestros datos confirmaron las caracteristicas
del fenotipo 5xFAD, incluyendo el deterioro de la memoria espacial, el aumento de la
coordinacién motora (359), la atenuaciéon de la locomocion (360) y la sobreexpresion de
marcadores proinflamatorios en comparacion con los controles por el aumento de la sintesis
del péptido amiloide (361).

La amnesia inducida por la exposicién a THC esta mediada por la interaccion con el receptor
CBiR, expresado en las interneuronas GABAérgicas del hipocampo, y los receptores
postsinapticos NMDA (362). Existe una asociacion directa entre la exposicion de dosis
convencionales de THC (1-20 mg/kg) y déficits en la atencién (363), la memoria a corto plazo
(364) y la memoria espacial de animales jovenes (365). Sin embargo, la administraciéon de
dosis bajas (1 mg/kg y 3 mg/kg) (326,366) y ultra bajas de THC (0,002 mg/kg) (367) induce
mejoras cognitivas en ratones envejecidos. Ademas, estudios /7 vivo han descrito una
potenciacion de la funcion cognitiva en el modelo APP/PS1 asociada al tratamiento con CBD
(0,75 mg/kg o 5mg/kg) (368,369). Estas observaciones contradicen lo observado en nuestro
estudio, ya que la exposicién a CBD indujo un deterioro del aprendizaje espacial del modelo
5xFAD en la prueba BM. La disparidad en los datos podria atribuirse a la edad de los ratones
empleada (8 meses), difiriendo de la publicada en literatura. Las discrepancias observadas en
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la literatura con respecto a los efectos de los cannabinoides sugieren que factores como la
edad, el modelo animal, la dosis y el tipo de cannabinoide son determinantes para explicar la
variabilidad de los datos (370).

Algunos autores postulan que la administracién crénica de THC en combinacién con CBD
produce efectos adversos en la memoria de los ratones (366), aunque nuestros datos aportan
nuevas evidencias que respaldan la hipotesis de un efecto beneficioso (329,369). La prueba
BM mostré una reduccion del tiempo de latencia al escondite en los ratones 5xFAD tras el
tratamiento con CBD:THC, sugiriendo la existencia de un efecto antagonista entre ambos
cannabinoides en el contexto de la patologia amiloide. En linea con nuestras observaciones,
se ha descrito en literatura reciente que el CBD es capaz de reducir los efectos psicoactivos
asociados al THC, incluyendo el deterioro cognitivo (370,371).

A raiz de los estudios realizados por Ben-Shabat y colaboradores, se han propuesto diferentes
mecanismos para esclarecer como los cannabinoides no activos podrian modular la actividad
de otros cannabinoides, como el THC (372). Modelos preclinicos de cancer y dafio han
mostrado ejemplos de la interaccion entre los fitocannabinoides y los endocannabinoides,
aunqgue aun no se han reportado datos concluyentes (373). Se ha descrito, por ejemplo, que
los cannabinoides podrian regular la interaccion de otros cannabinoides con CBiR y/o CB;R,
alterar el metabolismo de los eCBs o potenciar la interaccidn con otros receptores como TRPV1
0 GPR55 (374).

Para esclarecer la base molecular subyacente a los efectos observados, en el presente trabajo
se analizaron parametros relacionados con la inflamacion en los diferentes grupos
experimentales. Para ello, se empled tanto el hipocampo como la corteza del parénquima
cerebral, ya que, como indicaron Negron-Oyarzo y colaboradores, la interaccion entre ambas
areas cerebrales es de gran relevancia en el proceso de consolidacion de la memoria espacial
(375). Nuestros datos no mostraron cambios en ninguno de los marcadores inflamatorios por
la exposicion del modelo 5xFAD a CBD, THC o CBD:THC, sugiriendo que el contexto
neuroinflamatorio parecia ser insuficiente para explicar las alteraciones cognitivas observadas

en este contexto.

Otras pruebas comportamentales realizadas en el presente trabajo evidenciaron que el modelo
5XFAD presentaba un perfil de menor ansiedad en comparacion con los ratones WT. La
exposicion del modelo de amiloidosis a THC inducia un estado mas ansioso y depresivo en las
pruebas EPM vy TS, respectivamente. Estudios preclinicos han demostrado que los

cannabinoides, tanto exdgenos como enddgenos, inducen, generalmente, un perfil
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antidepresivo en roedores (376). Dado que el THC es un agonista parcial de CBsR (377),
algunos autores han profundizado en la caracterizacion de este receptor para esclarecer los
efectos del THC sobre la depresion y la ansiedad de los animales. Se ha descrito que la
activacion aguda de CB;R con THC y otros cannabinoides, como los agonistas sintéticos
WIN55, 212-2, CP55 y 940, produce efectos antidepresivos y/o ansioliticos (378-380). A
menudo, estos efectos positivos se han asociado con la administracién de dosis bajas de
cannabinoides, mientras que las dosis altas con la induccidon de la depresion y la ansiedad
(376,381). Por tanto, estas observaciones respaldarian los efectos bifasicos del THC descritos
en los seres humanos en funcién de la dosis administrada (382).

Nuestros resultados también reflejaron un incremento significativo de la conformacion
insoluble del péptido ABi-4. tras el tratamiento de ratones 5xFAD con CBD, THC y CBD:THC,
siendo este ultimo el que mostrd la maxima concentracion. Aso y colaboradores describieron
que la coadministracion de CBD y THC facilitaba el depdsito de amiloide y reducia los niveles
de la conformacion soluble del péptido ABi42 en el modelo murino APP/PS1 (369). En
contraposicion, nuestro estudio no mostrd alteraciones en la concentracion de la isoforma
soluble por el tratamiento con cannabinoides. La concordancia parcial entre nuestros datos y
los de este estudio podrian deberse a los farmacos usados (cannabinoides sintéticos vs.
fitocannabinoides), la dosis administrada (CBD a 0,273 mg/kg y THC a 0,205 mg/kg vs. 0,75
mg/kg) y la duracién del tratamiento (28 dias vs. 5 semanas).

Estudios /in vitro y de modelado molecular han revelado que el THC puede interferir en el
proceso de fibrilacion del péptido AB. Dado que la morfologia del AB no muestra una
correlaciéon directa con la neuroproteccién, se desconoce la relevancia bioldgica de esta
interaccion (383,384). La heterogeneidad estructural de las distintas especies amiloides podria
ser un factor clave en la progresion de la patologia amiloide (385). Por ejemplo, los oligdmeros
solubles de bajo peso molecular se consideran una conformacion del AB neurotdxica por su
capacidad de interferir con funciones neuronales, como la potenciacién a largo plazo (386).
Gracias a su mayor superficie, hidrofobicidad y su capacidad de unién a la membrana, los
oligdmeros solubles forman poros e incrementan la permeabilidad de la membrana (387).

Ademas de las diferencias estructurales de los mondmeros, los oligdmeros pueden alterar
procesos celulares mediante la interaccion especifica e inespecifica con los receptores, la
mitocondria, las vesiculas sinapticas y las membranas, provocando cambios aberrantes en la
sefializacion y disfuncion celular (388). El incremento de los niveles de AB insoluble observado
en nuestro estudio podria interpretarse como un mecanismo neuroprotector, ya que podria

limitar la toxicidad inducida por los oligdmeros de pequefio tamafio.
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Otros fitocannabinoides diferentes al CBD y THC se estan empleando en diferentes estudios
para evaluar sus efectos en el contexto de la patologia amiloide. Patil y colaboradores han
observado que el cannabidiorcol, presente en pequefias cantidades en Cannabis sativa, y el
cannabinol actdan inhibiendo enzimas asociadas a la EA, incluyendo las acetilcolinesterasas y
las butirilcolinesterasas (389). La exposicion a isomeros del THC (A%-THC) ha demostrado
favorecer la viabilidad celular /n vitro (390), mientras que las variantes acidicas del CBD y THC
han logrado disminuir los niveles del péptido AB y de tau fosforilada, y potenciar los efectos
neuroprotectores de BDNF en el contexto de la EA (391).

Actualmente, la FDA no ha aprobado el uso de cannabinoides o sus derivados para tratar la
EA. Ademas, se han completado pocos ensayos clinicos para evaluar el potencial uso del THC
(dronabinol y nabilona) o CBD. Por ejemplo, la nabilona, que es un cannabinoide sintético
aprobado para el tratamiento de las nduseas y vomitos asociados a la quimioterapia, ha
resultado ser eficaz para reducir la agitacion y la agresion de pacientes con EA (331). Sin
embargo, es importante monitorizar los posibles efectos adversos como la sedacién y el
deterioro cognitivo.

El uso terapéutico de los cannabinoides tiene algunas limitaciones como la dosis, la via de
administracion y el estadio de la enfermedad, ademas de sus efectos adversos. Cuando los
cannabinoides son administrados via oral, estos quedan retenidos en la grasa y se liberan
lentamente al plasma. En consecuencia, la ventana terapéutica es estrecha y es dificil
determinar la dosis necesaria (392). La inhalacion del cannabis potencia sus efectos
terapéuticos, aunque incrementa los efectos adversos y el riesgo de abuso de estas drogas
(393). Otro problema asociado al uso terapéutico del cannabis medicinal es la tolerancia a
largo plazo. Entre los mecanismos subyacentes al proceso de tolerancia se encuentran la
infraexpresion de CB;R, la internalizacién del receptor y su desensibilizacion (309,394). Dado
que las alteraciones moleculares aparecen con antelacién a la sintomatologia de la EA, los
cannabinoides deberian ser administrados en etapas iniciales para potenciar sus efectos
neuroprotectores e inmunomoduladores. Sin embargo, se requiere mas investigacion para

esclarecer la ventana terapéutica de los cannabinoides en la progresién de la EA (325).

Dado que los efectos de los cannabinoides exdgenos y los endocannabinoides podrian diferir
en el organismo, la sintesis de farmacos capaces de modular directamente la sefalizaciéon de
los eCBs ha cobrado importancia en la actualidad. Algunos enfoques terapéuticos comprenden
la sintesis de moduladores alostéricos de los CBRs y el desarrollo de inhibidores de los
transportadores de los eCBs o de las enzimas responsables de su degradacion (228). Esta
ultima estrategia se ha abordado en el presente trabajo utilizando el modelo 5xFAD/FAAH"".
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La elevacion cronica del tono endocannabinoide en el modelo 5xFAD/FAAH7" condujo a un
contexto neuroinflamatorio exacerbado que, paraddjicamente, vino acompanado de efectos
neuroprotectores relacionados con una menor expresion de genes asociados con el desarrollo
de la EA. Los resultados demostraron que la inactivacion de esta enzima inducia un perfil
génico y morfoldgico diferente en la microglia, a pesar de que FAAH no se expresa
practicamente en este tipo celular. El tratamiento con PLX5622 permitié llevar a cabo la
ablacién microglial, revelando cambios importantes en la morfologia de la microglia
dependiendo de su localizacién con respecto a las placas amiloides. Concretamente, la
microglia 5xFAD/FAAH7-/CX3CR1¢/* asociada a placa mostrd una morfologia mas estable
tras el tratamiento con PLX5622 en comparacion con el modelo 5xFAD/CX3CR16/*, que
presentd procesos mas cortos, mas esféricos y menos ramificados. Ademas, se observé un
incremento del porcentaje de la microglia MeO-X04* y un volumen estable de las placas
amiloides por la inactivacién genética de FAAH en el contexto patoldgico de ablacién microglial
(anexo VII; (395)).

El andlisis postmortem de la corteza cerebral de los pacientes con EA ha indicado una
reduccién significativa de la hidrdlisis de AEA, junto con una mayor acumulacién de FAAH en
astrocitos hipertroficos cercanos a las placas amiloides en comparacion con los controles sanos
(313,396). Por el contrario, nuestros datos revelaron un descenso del ARNm de FAAH en el
hipocampo como consecuencia de la patologia amiloide. Dado que FAAH se expresa
principalmente en neuronas (397), el proceso de pérdida neuronal asociado a la progresién
de la EA podria ser responsable de los cambios en la expresion de FAAH reflejados en nuestro
estudio. No tenemos una explicacion que justifique la disparidad entre los estudios previos y
nuestros datos, mas alla del origen bioldgico de las muestras (seres humanos vs. modelos
murinos), las diferencias patoldgicas (EA vs. amiloidosis) y las técnicas de cuantificacion
empleadas (inmunohistoquimica vs. RT-gPCR). Ademas, la cuantificacion del ARNm de FAAH
en ratones WT/FAAH”"y 5xFAD/FAAH"- reveld una expresion residual de la enzima. Esto se
debe a que el modelo Knock-out empleado en nuestro estudio se caracteriza por la delecion
del exon 1 de FAAH para truncar la proteina y, de este modo, inactivar genéticamente FAAH
(286).

La inactivacion genética de FAAH induce la acumulacién de anandamida, entre otras NAEs,
que actia como agonista del receptor cannabinoide CB;R (255). Gutiérrez-Rodriguez y
colaboradores han identificado la presencia del receptor CBiR en la membrana mitocondrial
de los astrocitos del hipocampo mediante microscopia electrénica (398). Estudios previos han
demostrado que la activacion de CB;R mitocondrial con cannabinoides altera la estabilidad y
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la actividad del complejo I de la cadena de transporte de electrones, reduciendo la fosforilacion
de la subunidad NDUFS4. En este contexto, también observaron una alteracion del
metabolismo de la glucosa y del lactato (399). En linea con estos hallazgos, el analisis
diferencial de genes, tanto en el contexto basal como patoldgico de inactivacion genética de
FAAH, mostrd un descenso significativo de la expresion de NDUFS5 hipocampal, que es una
subunidad del espacio intermembrana necesaria para la maduracién del complejo I de la
cadena de transporte de electrones (400). En consecuencia, observamos un enriquecimiento
negativo de la fosforilacion oxidativa, entre otras alteraciones de las firmas génicas del

metabolismo celular, por la inactivacion genética de la enzima en el analisis GSEA.

Datos previos han demostrado que la inactivacién genética de FAAH en el modelo
5XFAD/FAAH”- induce un ambiente proinflamatorio cerebral que previene el deterioro
cognitivo, preserva la plasticidad sinaptica y reduce los depdsitos del péptido AR en
comparacion con los ratones que presentan la enzima intacta (313,401—403). Nuestros
resultados confirmaron la asociacién paraddjica entre la respuesta inflamatoria exacerbada y
la neuroproteccién en el contexto de inactivacion genética de FAAH. Los ratones 5xFAD/FAAH
/- mostraron una mejora del aprendizaje espacial en la prueba BM, acompariada de un perfil
transcriptomico enriquecido negativamente con genes asociados a la EA y positivamente con

la firma génica “respuesta inflamatoria”.

Nuestros estudios mas recientes han indicado la sobreexpresion de algunos receptores
microgliales implicados en la fagocitosis, como TREM2 y CTSD, en condiciones patoldgicas de
inactivacion genética de FAAH (401). Dado que estos dos receptores son caracteristicos del
fenotipo microglial DAM, su sobreexpresion sugiere un enriquecimiento de esta poblacion
celular en el parénquima cerebral de ratones 5xFAD/FAAH”-. Por este motivo, el presente
trabajo abordd el andlisis de la firma génica DAM descrita por Grubman y colaboradores (180),
demostrando un enriquecimiento positivo del fenotipo microglial DAM en los ratones
5XFAD/FAAH".

El papel de la microglia DAM en la progresion de la patologia amiloide sigue siendo objeto de
investigaciéon en la actualidad. Algunos estudios sugieren que la progresion de la
neurodegeneracion en la EA no tiene relacidn directa con el fenotipo DAM (404). No obstante,
existen evidencias que respaldan la estrecha asociacion entre la disfuncién de la microglia

homeostatica y la progresion de la enfermedad (404,405).

Con el fin de caracterizar la microglia en el contexto de inactivacién genética de FAAH, se
analizd la expresion de genes especificos asociados a la activacion microglial. En el contexto
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de la EA, el péptido AB induce la activacion de TLR4 en la microglia y promueve la activacion
de NF-kB y la sintesis de citoquinas proinflamatorias, como IL1B (406). La activaciéon del
inflamasoma NLRP3, principalmente en la microglia, media la produccion de citoquinas
proinflamatorias y desempena un papel clave en la formacién de las placas de AB (157,405).
En consecuencia, se analizé el ARNm de componentes del inflamasoma NLRP3, citoquinas
proinflamatorias y TLR4 para identificar alteraciones de su expresion por la inactivacion
genética de FAAH, tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas. Como era de esperar,
observamos un incremento de la expresion de estos genes por la patologia amiloide, indicando
una mayor activacion microglial en este contexto. EI modelo WT/FAAH7- mostrd una
sobreexpresion de TLR4 e IL1B y el fenotipo 5xFAD/FAAH" reveld alteraciones de algunos
componentes del inflamasoma NLRP3 y un incremento significativo de la expresiéon de IL1B
en comparacion con los respectivos controles. Estas observaciones aportan evidencias sobre
la exacerbacidn del contexto inflamatorio y la activaciéon microglial por la inactivacion genética

de FAAH en condiciones fisioldgicas y patoldgicas.

El empleo de agonistas de CB2R ha puesto de manifiesto la importancia de este receptor en
la activacién microglial y la eliminacion del péptido AB (311,314). Nuestro estudio molecular
reveld la sobreexpresion de CB,R por la patologia amiloide en el hipocampo, confirmando lo
descrito en literatura previa (313). El modelo 5xFAD/FAAH”- mostré una reduccion de la
expresion de CB,R en comparacion con el modelo 5xFAD, sugiriendo que la inactivacion
genética de FAAH podria inducir un perfil de activacién microglial diferente en este contexto.

Ademas de evaluar la expresion de genes relacionados con la activacion microglial, también
cuantificamos los niveles de ARNm de CSF1R y sus respectivos ligandos (CSF1L e IL34). CSF1R
se localiza predominantemente en la microglia, mientras que IL34 se expresa principalmente
en neuronas y CSF1L en neuronas y astrocitos del SNC (144,407). En condiciones fisioldgicas,
la expresién basal de CSF1L contribuye al funcionamiento correcto de la microglia, incluyendo
el podado sinaptico, la liberacion de factores neurotréficos y la conectividad cerebral, e IL34
desempena un papel relevante en el desarrollo y el mantenimiento de la microglia en el
cerebro (407,408). No obstante, Walker y colaboradores observaron una sobreexpresion de
CSF1L y CSF1R, y una infraexpresion de IL34 en tejido cerebral postmortem de pacientes con
EA (409), tal y como mostraron nuestros datos, como consecuencia de la patologia amiloide
en el modelo 5xFAD. Asimismo, estos autores reportaron respuestas similares en la microglia
postmortem tras la activacion de CSFIR indistintamente por IL34 o CSF1L (409). La
sobreexpresion de CSF1R es caracteristica del perfil génico de la microglia DAM (167,410).
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Nuestros resultados revelaron una sobreexpresion de CSF1R y una reduccién de CSF1L en el
modelo 5xFAD/FAAH” en comparacion con el grupo 5xFAD.

En paralelo a estas alteraciones génicas, se detectaron niveles mas bajos de la proteina IBA1,
sefialando una atenuacion de la microgliosis en este contexto. Datos previos de nuestro de
investigacion revelaron una menor microgliosis en el modelo 5xFAD/FAAH" utilizando técnicas
de densitometria de células IBA1* y citometria de flujo (403,411). Todos estos hallazgos
respaldarian la exacerbacion del perfil microglial DAM descrito en el modelo 5xFAD/FAAHT, y
podrian explicar la preservacion de las funciones de la microglia homeostatica observadas en
este modelo (401). Por tanto, nuestros resultados sugieren que la neuroinflamacién asociada
a la inactivacion genética de FAAH esta vinculada al desarrollo del perfil microglial DAM, el
cual presenta cambios en el eje CSF1R que podrian ser responsables de la mejoria significativa
de la patologia detectada en el modelo 5xFAD/FAAH",

Con el fin de identificar caracteristicas adicionales asociadas a la inactivaciéon genética de FAAH
y la contribucion de la microglia en las mismas, expusimos a la microglia a un desafio
farmacoldgico. Concretamente, se empled un inhibidor de CSF1R (PLX5622), que induce
apoptosis en las células mieloides, incluyendo la microglia (341). La exposicién a PLX5622,
tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas, produjo una reduccion de la expresién de
marcadores microgliales, como NLRP3, TLR4, CSFIR y CB;R, y de parametros con origen
celular diverso, como IL1a y IL1B. Ademas, los niveles de FAAH permanecieron estables en el
contexto patoldgico de ablacion microglial. En consecuencia, nuestros datos confirmaron la
expresion baja de FAAH, en caso de que hubiera, en la microglia, tal y como describié Muccioli
y Stella (412). Por tanto, los efectos observados en la microglia por la inactivacion genética
de FAAH, tanto en este trabajo como en otros estudios (413), sugieren una regulacion
heterocelular por parte de otras células gliales y/o neuronales, conforme a lo descrito en
literatura previa (105).

Otro objetivo de nuestro trabajo fue evaluar si la inactivacion genética de FAAH, y el ambiente
neuroinflamatorio resultante, inducia cambios morfoldgicos y funcionales /in situen la microglia
tras la ablacion de este tipo celular por PLX5622 y su posterior repoblacion. La morfologia
microglial y las alteraciones de la microglia cercana a la placa amiloide se han considerado
indicadores de la respuesta inflamatoria (414). El uso de PLX5622 permitié evaluar diferentes
poblaciones microgliales seguin su localizacion respecto a las placas de amiloide. Utilizando
microscopia multifotdn intravital detectamos una poblacion microglial capaz de sobrevivir tras
28 dias de exposicion a PLX5622 y una rapida repoblacion al retirar el inhibidor de CSF1R,
respaldando lo descrito en estudios previos (341,415). Nuestros hallazgos mostraron que la
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microglia asociada a placas de AB resistia mas al tratamiento con PLX5622 en comparacion
con la microglia localizada lejos de la placa. Estos datos coinciden con lo descrito por
Spangerberg y colaboradores (341), quienes, ademas, mostraron una correlacién entre la
supervivencia de la microglia cercana a placa y la expresién de marcadores del perfil microglial
DAM en el hipocampo de ratones 5xFAD tratados con PLX5622. De hecho, otros trabajos, que
también emplearon PLX5622 para provocar la ablacién microglial y analizar sus efectos sobre
la patologia amiloide, describieron que las células IBA1* detectadas en el parénquima cerebral
de ratones expuestos a PLX5622 coexpresaban CSF1R vy resistian al tratamiento (175,414).
No obstante, se requiere una caracterizacion mas detallada para determinar el papel especifico
de la microglia DAM en la progresién de las placas neuriticas (341).

Asimismo, analizamos la morfologia de las células microgliales por su estrecha relacién con la
funcion celular (341). Algunos de los parametros cominmente empleados para realizar este
analisis son la esfericidad, el volumen, la longitud y el nimero de puntos terminales de los
procesos microgliales (416—418). Nuestros resultados mostraron un incremento de la
ramificacién de la microglia asociada a placa por la ausencia de la actividad de FAAH en el
contexto de la EA, indicando una mayor complejidad estructural. Esta complejidad permanecié
estable tras la exposicién a PLX5622. Por el contrario, la microglia cercana a placa de ratones
5XFAD/CX3CR1S/* presentd cambios morfoldgicos asociados a la transicion de la microglia

hacia un fenotipo mas ameboide en el contexto de ablacién microglial.

Tradicionalmente, se han establecido dos estados de activacién microglial con una serie de
caracteristicas morfoldgicas especificas. Por un lado, la morfologia ramificada se ha asociado
a la microglia “en reposo” presente en condiciones fisioldgicas (419). Por otro lado, la
morfologia ameboide, con procesos engrosados y retraidos, se ha vinculado con la microglia
activada, la cual comprende la potenciacion de funciones gliales como la migracion, la
presentacion antigénica o la fagocitosis (149,420,421). Gracias al descubrimiento de fenotipos
microgliales alternativos mediante analisis ultraestructurales, el paradigma de dos estados de
activacion microglial ha quedado obsoleto en la actualidad (201,422). Los datos obtenidos por
imagen /n vivo 2PE han demostrado que la microglia estd continuamente activa en el SNC,
siendo capaz de fagocitar restos celulares a través de sus ramificaciones terminales. Ademas,
varios estudios han reportado un descenso de la actividad fagocitica asociado a la microglia
ameboide (192,423-426). Por tanto, la microglia muestra una notable heterogeneidad
funcional, siendo capaz de modular su actividad en respuesta a factores como la especie, el
sexo, la edad, el area cerebral y el contexto fisioldgico o patoldgico (189).

136



Discusion

Nuestros resultados mostraron que, aunque FAAH no se expresa en la microglia, la inactividad
de la enzima altera la funcion microglial, desencadenando cambios significativos en la
estructura de las placas neuriticas. Concretamente, los ratones 5xFAD/CX3CR1GFP/+
presentaron un incremento progresivo del volumen de las placas, mientras que el modelo
5XFAD/FAAH"/CX3CR1%/* mostrd placas con un volumen mas estable. Ademas, a pesar de
la morfologia mas ramificada de la microglia asociada a placa, se observd un mayor nimero
de microglia MeO-X04* por la inactivacion genética de FAAH en el contexto de ablacion
microglial. Asimismo, el modelo 5xFAD/FAAH7-/CX3CR1%/* mostr6 placas mas densas tras la
exposicion a PLX5622. En linea con estas observaciones, estudios previos demostraron un
incremento del tamafio de placa tras la ablacion microglial con PLX5622 y destacaron el papel
de la microglia en el mantenimiento de las placas de tipo compacto, limitando el crecimiento
de las placas amiloides y, por ende, retrasando la progresién de la distrofia neuritica
(427,428).

A pesar de la controversia sobre el papel neuroprotector o perjudicial de la microglia en la
progresion de la EA (178), FAAH podria ser considerado un modulador relevante de la funcién
microglial, especificamente de la microglia localizada en torno a las placas neuriticas. Los
hallazgos realizados en este trabajo aportan datos novedosos y relevantes sobre la modulacion
del SEC en el contexto de amiloidosis caracteristico de la EA, aunque también presentan una

serie de limitaciones para su traslacion clinica.

Es importante destacar que los resultados obtenidos en el presente estudio se obtuvieron
empleando ratones 5xFAD, que, aunque es un modelo de la amiloidosis propia de la EA, no
reproduce la complejidad fisiopatoldgica que desarrollan los seres humanos (337,338).

Actualmente, se estan desarrollando compuestos capaces de inhibir farmacolégicamente la
enzima FAAH como estrategia terapéutica de enfermedades neurodegenerativas. Un ejemplo
es el PF-04457845, que ha mostrado ser seguro y ha reflejado una buena tolerancia a dosis
altas en ensayos clinicos, sin producir alteraciones cognitivas. Este inhibidor de FAAH también
se esta investigando para tratar el estrés postraumatico, trastornos depresivos, y los sintomas
de abstinencia por consumo de cannabinoides (429). Sin embargo, se han descrito ciertos
riesgos asociados a la administracion de los inhibidores de FAAH. Concretamente, el
compuesto BIA 10-2474 produjo neurotoxicidad en la fase I de ensayos clinicos. Van Esbroeck
y colaboradores determinaron que BIA 10-2474 no solo inhibia FAAH, sino también otras
lipasas no identificadas adn en combinacidon con PF-04457845, que inhibe FAAH con alta
selectividad (430).
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Los resultados obtenidos en este trabajo confirman hallazgos previos y proporcionan nuevos
datos sobre los efectos derivados de la modulacion del SEC en el contexto de la EA,
concretamente, a través de la administracién de cannabinoides o del incremento del tono
endocannabinoide en el organismo. Gracias a estas dos aproximaciones experimentales,
hemos aportado a la comunidad cientifica datos relevantes para abrir nuevas estrategias

terapéuticas con un valor traslacional significativo.
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Conclusiones

Los resultados de esta investigacién conducen a las siguientes conclusiones:

1.

Los efectos del CBD y THC varian significativamente dependiendo de si se administran
en combinacion o de forma independiente en el modelo 5xFAD.

La exposicidn crdnica a dosis bajas de CBD, THC o CBD:THC altera el comportamiento
de los ratones 5xFAD. Concretamente, el tratamiento con THC induce un fenotipo
ansioso-depresivo y la coadministracion de CBD y THC produce mejoras en la memoria

espacial de este modelo de amiloidosis.

El tratamiento crénico con THC, CBD o CBD:THC a dosis bajas incrementa los niveles
de la forma insoluble del péptido AB:-4> en la corteza cerebral de ratones 5xFAD, pero
no altera la expresion de parametros moleculares asociados a la inflamacién ni a nivel

de ARNm ni de proteina.

La inactivacion genética de FAAH mejora el aprendizaje espacial y atenta la

microgliosis de los ratones en el contexto de la patologia amiloide.

El modelo 5xFAD/FAAH”- tiene un perfil transcriptomico caracterizado por un
enriquecimiento negativo de la firma génica “EA” vy, paraddjicamente, un
enriquecimiento positivo de grupos de genes asociados a la respuesta inflamatoria y
al fenotipo microglial DAM.

La inactivacion genética de FAAH en el contexto de la patologia amiloide altera la
expresion de genes involucrados en la activacion microglial, como NLRP3, TLR4, CSF1R
y CB2R, revelando un perfil génico diferente de este tipo celular. La ablacion microglial
con PLX5622, tanto en condiciones fisiolégicas como patoldgicas, reduce la expresion
de marcadores microgliales (NLRP3, TLR4, CSF1R y CB;R) y de origen celular diverso
(IL1ay IL1PB), sugiriendo una regulacion heterocelular por parte de otras células gliales

y/0 neuronales.

El tratamiento con PLX5622 permite diferenciar entre la microglia asociada a placa y
no asociada a placa, mostrando cambios importantes en la morfologia de la microglia
dependiendo de su localizaciéon con respecto a las placas amiloides. Aunque FAAH no
se expresa en la microglia, la inactividad de la enzima altera la morfologia microglial.
Concretamente, la microglia 5xFAD/FAAH7-/CX3CR1°/* asociada a placa tiene una
morfologia mas compleja y estable tras el tratamiento con PLX5622 en comparacién
con el modelo 5xFAD/CX3CR1¢"/*, que presenta procesos mas cortos, mas esféricos

y menos ramificados.
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8. El modelo 5xFAD/FAAH7-/CX3CR1C/* presenta una mayor captacion del péptido AR
por parte de la microglia y un volumen estable de las placas amiloides en comparacién
con el modelo 5xFAD/CX3CR1°/* ante el desafio farmacoldgico con PLX5622.
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Conclusions

The results of this research lead to the following conclusions:

1. The effects of CBD and THC vary significantly depending on whether they are
administered in combination or independently in 5XxFAD mice.

2. Chronic exposure to low-dose CBD, THC, or CBD:THC alters the behavior of 5xFAD
mice. Specifically, THC treatment induces an anxious-depressive phenotype, and co-
administration of CBD and THC improves spatial memory in this amyloidosis mouse
model.

3. Chronic treatment with low-doses THC, CBD, or CBD:THC increases insoluble ABi-4;
peptide levels in the cerebral cortex of 5XFAD mice but does not alter the expression
of inflammation related markers at either the mRNA or protein level.

4. Genetic inactivation of FAAH improves spatial learning and attenuates microgliosis in
the context of amyloid pathology.

5. 5xFAD/FAAH’- mice have a transcriptomic profile characterized by a negative
enrichment of the "AD" gene signature and, paradoxically, a positive enrichment of
gene groups associated with the inflammatory response and the DAM microglial
phenotype.

6. Genetic inactivation of FAAH in the context of amyloid pathology alters the expression
of genes involved in microglial activation, such as NLRP3, TLR4, CSF1R, and CB2R,
revealing a different gene profile of this cell type. Microglial ablation with PLX5622,
both under physiological and pathological conditions, reduces the expression of
microglial markers (NLRP3, TLR4, CSF1R, and CB2R) and markers of diverse cellular
origin (IL1a and IL1B), suggesting heterocellular regulation by other glial and/or

neuronal cells.

7. Treatment with PLX5622 allows differentiation between plaque-associated and non-
plague-associated microglia, showing significant changes in microglial morphology
depending on its location relative to amyloid plaques. Although FAAH is not expressed
in microglia, the enzyme inactivation alters microglial morphology. Specifically, plaque-
associated 5xFAD/FAAH7-/CX3CR1¢™/* microglia has a more complex and stable
morphology after treatment with PLX5622 compared to 5xFAD/CX3CR1S/* mice,
which exhibits shorter, more spherical, and less branched processes.
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8. 5xFAD/FAAH”-/CX3CR16™/* mice show increased AB peptide uptake by microglial cells
and a stable volume of amyloid plaques compared to 5xFAD/CX3CR1™/* mice when
challenged with PLX5622.
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Anexo I

Las firmas génicas empleadas en los GSEAs de la comparativa WT/FAAH/- vs. WT son:
> GO (del inglés, Gene Ontology):

e GOMF_OXIDOREDUCTASE_ACTIVITY_ACTING_ON_THE_ALDEHYDE_OR_OX
O_GROUP_OF_DONORS.

e GOMF_OXIDOREDUCTASE_ACTIVITY_ACTING_ON_THE_ALDEHYDE_OR_OX
O_GROUP_OF_DONORS_NAD_OR_NADP_AS_ACCEPTOR.

e GOMF_ALDEHYDE_DEHYDROGENASE_NAD_P_PLUS_ACTIVITY.

> Hallmark:

e HALLMARK_FATTY_ACID_METABOLISM.
e HALLMARK_MTORC1_SIGNALING.
e HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB.

> Reactome:
e REACTOME_REGULATION_OF NF_KAPPA_ B SIGNALING.
e REACTOME_TNF_SIGNALING.

En los GSEAs de la comparativa 5XxFAD/FAAH/- vs. 5XFAD se emplearon las siguientes

firmas génicas:
> Hallmark:

e HALLMARK_UNFOLDED_PROTEIN_RESPONSE.
HALLMARK_MTORC1_SIGNALING.

e HALLMARK_INFLAMMATORY_RESPONSE.

e HALLMARK_FATTY_ACID_METABOLISM.

e HALLMARK_OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION.
e HALLMARK_PEROXISOME.

e HALLMARK_INTERFERON_GAMMA_RESPONSE.
e HALLMARK_INTERFERON_ALPHA_RESPONSE.
e HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB.

e HALLMARK_IL6_JAK_STAT3_SIGNALING.

e KEGG_COMPLEMENT_AND_COAGULATION_CASCADES.
e KEGG_ALZHEIMERS_DISEASE.
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KEGG_PROTEASOME.

KEGG_PROTEIN_EXPORT.
KEGG_NEUROACTIVE_LIGAND_RECEPTOR_INTERACTION.
KEGG_CYTOKINE_CYTOKINE_RECEPTOR_INTERACTION.
KEGG_LYSOSOME.

Reactome:

GO:

REACTOME_INFLAMMASOMES.
REACTOME_THE_NLRP3_INFLAMMASOME.

GOBP_COMPLEMENT_ACTIVATION.

GOBP_INTERLEUKIN_1_PRODUCTION.
GOBP_POSITIVE_REGULATION_OF_INFLAMMATORY_RESPONSE.
GOBP_PRODUCTION_OF_MOLECULAR_MEDIATOR _INVOLVED_IN_INFLAMM
ATORY_RESPONSE.

GOBP_INFLAMMATORY_RESPONSE.
GOBP_REGULATION_OF_PHAGOCYTOSIS.
GOBP_NEGATIVE_REGULATION_OF_INTERLEUKIN_1_BETA_PRODUCTION.
GOBP_NEGATIVE_REGULATION_OF_INTERLEUKIN_1_PRODUCTION.
GOBP_MICROGLIA_DIFFERENTIATION.
GOBP_POSITIVE_REGULATION_OF_MICROGLIAL_CELL_ACTIVATION.
GOBP_MICROGLIAL CELL_MIGRATION.
GOBP_MICROGLIAL_CELL_MEDIATED_CYTOTOXICITY.
GOBP_MICROGLIAL_DEVELOPMENT.
GOBP_REGULATION_OF_MICROGLIAL_CELL_ACTIVATION.
GOBP_MICROGLIAL_CELL_PROLIFERATION.
GOBP_NEGATIVE_REGULATION_OF_INTERLEUKIN_1_PRODUCTION.
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> Microglia DAM (Grubman et al. 2021)

Genes sobreexpresados en DAM

Tyrobp
Ctsb

Ctsd

Apoe
B2m

Fthi

Lyz2

Trem2

Axl

stz

Cts/

Lp/
cd9
Csfl
Ccl6

Itgax

Clec7a
Lilrb4

Timp2
Igfil

Sppl1
Cxcr4

Gas/

Serpine2

Gpnmb

Fabp3
Ca200r4
Apbb2
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Anexo II

Tabla 17: Algoritmos de Imaris 10.0 empleados para la reconstruccion tridimensional. Soma

microglial (Surface 1), procesos microgliales (Filaments), patron de placas para clasificar la microglia en funcion

de su cercania o lejania a placa (Surface 2), placa amiloide (Surface 3) y conteo del nimero de células de

microglia (Spots)

Surface 1 (soma microglial)
[Algorithm]
Enable Region Of Interest = false
Enable Region Growing = true
Enable Tracking = false
Enable Classify = true
Enable Shortest Distance = true
[Source Channel]
Source Channel Index = 2
Enable Smooth = true
Surface Grain Size= 0,700 pm
Enable Eliminate Background = true
Diameter Of Largest Sphere = 7,00 um
[Threshold]
Active Threshold = true
Enable Automatic Threshold = true
Active Threshold B = false
Region Growing Estimated Diameter = 7,50 pm
Region Growing Morphological Split = false
[Filter Seed Points]
“Quality” above 370
[Filter Surfaces]
“Distance to Image Border XYZ Img=1" above 10,0 ym

Surface 2 (patrén de placas)
[Algorithm]
Enable Region Of Interest = false
Enable Region Growing = false
Enable Tracking = false
Enable Classify = true
Enable Shortest Distance = true
[Source Channel]
Source Channel Index = 1
Enable Smooth = true
Surface Grain Size= 0,700 pm
Enable Eliminate Background = false
[Threshold]
Active Threshold = true
Enable Automatic Threshold = false
Manual Threshold Value = 46
Active Threshold B = false
[Filter Surfaces]
“Volume” above 58,0 um?3

Spots (numero de células de microglia)
[Algorithm]
Enable Region Of Interest = false
Enable Region Growing = false
Enable Tracking = false
Enable Classify = true
Enable Region Growing = false
Enable Shortest Distance = true
[Source Channel]
Source Channel Index = 2
Estimated Diameter = 7,50 pm
Background Subtraction = true
[Filter Spots]
“Quality” above 327

197

Filaments (procesos microgliales)

[Algorithm]

Name = Autopath (no loops)

Segment Start Point = true

Detect Spines = false

Enable Regions Of Interest = false

Track (over time) = false

[Soma Starting Points]

Segment Channel Index = 2

Segment Starting Point Diameter = 7,00 pm
Calculate Soma Model = false

[Filter Starting Points]

Segment Starting Point Threshold Low = 414.951
Segment Starting Point Threshold High = Automatic
[Seed Points for Segments]

Segment Seed Point Diameter = 1,00 pm

[Filter Seed Points for Segments]

Segment Seed Point Threshold = 355.343

Diameter around Starting Point(s) to remove Seed Points
= 20,0 pm

Segment Diameter Filter Strengthness = 2

Surface 3 (placa amiloide)

[Algorithm]

Enable Region Of Interest = false
Enable Region Growing = false
Enable Tracking = false

Enable Classify = true

Enable Shortest Distance = false
[Source Channel]

Source Channel Index = 1

Enable Smooth = true

Surface Grain Size= 0,360 pm
Enable Eliminate Background = false
[Threshold]

Active Threshold = true

Enable Automatic Threshold = true
Active Threshold B = false

[Filter Surfaces]

“Volume” above 760 um?3
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Las dos componentes principales (PC1 y PC2), representaron el 75 % y el 10 % de la variacion
total, respectivamente, y permitieron separar significativamente los cuatro grupos
experimentales mediante un codigo de colores (figura 61). Por un lado, la primera componente
principal evidencio las diferencias asociadas a la patologia, ya que separ6 las muestras AD
hacia la izquierda del biplot de las WT localizadas hacia la derecha. Por otro lado, PC2 separd

las muestras con la enzima FAAH inactivada de los controles.

Por tanto, al observarse que las muestras del mismo grupo experimental se encontraban
agrupadas proximas entre si, se confirmd que eran éptimas para continuar con el estudio y

que los cuatro grupos experimentales mostraron perfiles transcriptdmicos diferentes.

PCA
°s

o 2- Grupos
5
= 5xFAD
g 0
L @ 5xFAD/FAAH"
e ) ® WT
o o FAAH™-
o 4

15 10 5 0 5 10
PC1 : 75 % varianza

Figura 61: PCA del RNAseq. Las dos componentes principales, PC1 y PC2, representaron el 75 % y el 10 %
de la variacion total, respectivamente. En el biplot se muestra cada grupo experimental siguiendo un cddigo de
colores: 5xFAD en naranja, 5xFAD/FAAH”- en verde, WT en azul y WT/FAAH/- en morado. N=3 ratones por
grupo experimental.

201



Anexo III

WT/FAAH"-vs. WT

GOMF_OXIDOREDUCTASE_ACTIVITY_ACTING_ON_THE_ALDEHYDE_OR_OXO_GROUP_OF_DONORS_NAD_OR_NADP_AS_ACCEPTOR | ' Z”I g::]%snf;‘
GOMF_OXIDOREDUCTASE_ACTIVITY_ACTING_ON_THE_ALDEHYDE_OR_OXO_GROUP_OF_DONORS | o B
GOMF_ALDEHYDE_DEHYDROGENASE_NAD_P_PLUS_ACTIVITY |

HALLMARK_FATTY_ACID_METABOLISM {  * ® o4
HALLMARK_MTORC1_SIGNALING | — @ 10910

REACTOME_REGULATION_OF_NF_KAPPA_B_SIGNALING | o |

HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA NFKB{ = 1

REACTOME_TNF_SIGNALING{ & |
-2 0 0
NES

Figura 62: GSEAs para evaluar los efectos de la inactivacion de FAAH en condiciones fisioldgicas. El
tamafio del punto representa el porcentaje de genes implicados y la intensidad de color representa la
significancia del FDR. N= 3 ratones por grupo experimental. Se considera como significativo el valor de FDR
inferior a 0,05.
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5xFAD/FAAH/-vs. 5xFAD

KEGG_COMPLEMENT_AND_COAGULATION_CASCADES
KEGG_ALZHEIMERS_DISEASE
KEGG_PROTEASOME

KEGG_PROTEIN_EXPORT -
KEGG_NEUROACTIVE_LIGAND_RECEPTOR_INTERACTION

KEGG_CYTOKINE_CYTOKINE_RECEPTOR_INTERACTION

KEGG_LYSOSOME

REACTOME_INFLAMMASOMES

REACTOME_THE_NLRP3_INFLAMMASOME

GOBP_COMPLEMENT _ACTIVATION

GOBP_INTERLEUKIN_1_PRODUCTION
GOBP_POSITIVE_REGULATION_OF_INFLAMMATORY_RESPONSE
GOBP_PRODUCTION_OF_MOLECULAR_MEDIATOR_INVOLVED_IN_INFLAMMATORY_RESPONSE
GOBP_INFLAMMATORY_RESPONSE

GOBP_REGULATION_OF_PHAGOCYTOSIS
GOBP_NEGATIVE_REGULATION_OF_INTERLEUKIN_1_BETA_PRODUCTION
GOBP_NEGATIVE_REGULATION_OF_INTERLEUKIN_1_PRODUCTION

HALLMARK_UNFOLDED_PROTEIN_RESPONSE
HALLMARK_MTORC1_SIGNALING
HALLMARK_INFLAMMATORY_RESPONSE 1
HALLMARK_FATTY_ACID_METABOLISM {
HALLMARK_OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION
HALLMARK_PEROXISOME
HALLMARK_INTERFERON_GAMMA_RESPONSE 1
HALLMARK_INTERFERON_ALPHA_RESPONSE 1
HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB
HALLMARK_IL6_JAK_STAT3_SIGNALING

% genes en el
conjunto

® 024
® o030
® 036

10g10 75
1.0 FIR.
0.5

0.0

% genes en el
conjunto

® 020

% genes en el
conjunto

® 020

® o040

10910 3
D20 FOR

I 0.5
0.0

GOBP_MICROGLIA_DIFFERENTIATION
GOBP_POSITIVE_REGULATION_OF_MICROGLIAL_CELL_ACTIVATION
GOBP_MICROGLIAL_CELL_MIGRATION
GOBP_MICROGLIAL_CELL_MEDIATED_CYTOTOXICITY 4
GOBP_MICROGLIA_DEVELOPMENT -+
GOBP_REGULATION_OF_MICROGLIAL_CELL_ACTIVATION -

GOBP_MICROGLIAL_CELL_PROLIFERATION -

GOBP_NEGATIVE_REGULATION_OF_MICROGLIAL_CELL_ACTIVATION

% genes en el
conjunto

® o040
® ooo
Q-

10910 7
0.1 o

Figura 63: GSEAs para evaluar los efectos de la inactivacion de FAAH en condiciones patologicas. El

I 0.0
-0.1

tamafio del punto representa el porcentaje de genes implicados y la intensidad de color representa la

significancia del FDR. N= 3 ratones por grupo experimental. Se considera como significativo el valor de FDR

inferior a 0,05.
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Figura 64: Caracterizacion de algunos componentes del inflamasoma canénico NLRP3 en el
contexto de CX3CR1 en heterocigosis. Se muestra el ARNm de NLRP3, CASP1, ASC y TLR4. N=8 por grupo
experimental. El analisis estadistico consistiéo en ANOVA de dos vias seguida del test post-hoc de Sidak. *p<0,05,

**p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos representan la media (u.a.) = SEM.
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Figura 66: Cuantificacion del ARNm de citoquinas proinflamatorias mediante RT-qPCR en ratones
con CX3CR1 en heterocigosis. Se muestra el ARNm de IL1B3, TNFa e IL1a. N=8 por grupo experimental. El
analisis estadistico consistio en ANOVA de dos vias seguida del test post-hoc de Sidak. *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 y ****p<0,0001. Los datos representan la media (u.a.) = SEM.
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Figura 67: Analisis de los efectos del tratamiento de ratones CX3CR1+/6FP con PLX5622 sobre la
expresion de diferentes citoquinas proinflamatorias. A) ARNm de IL1B, TNFa e IL1a en condiciones
fisioldgicas. B) ARNm de IL1B, TNFa e IL1a en condiciones patolégicas. N=8 por grupo experimental. El analisis
estadistico consistié en ANOVA de dos vias seguida del test post-hoc de Sidak. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
y ¥***p<(,0001. Los datos representan la media (u.a.) £ SEM.
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Figura 68: Cuantificacion de algunos componentes del SEC por RT-qPCR en ratones con CX3CR1 en
heterocigosis. Se muestra el ARNm de CB,R y FAAH. N=8 por grupo experimental. El analisis estadistico
consistié en ANOVA de dos vias seguida del test post-hoc de Sidak. *p<0,05 y ****p<0,0001. Los datos

representan la media (u.a.) £ SEM.
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Figura 69: Analisis del ARNm de CB.R y FAAH tras la exposicion de ratones con CX3CR1 en
heterocigosis a PLX5622. A) ARNm de CB;R y FAAH en condiciones fisioldgicas. B) ARNm de CB;R y FAAH en
condiciones patoldgicas. N=8 por grupo experimental. El andlisis estadistico consistid en ANOVA de dos vias
seguida del test post-hoc de Sidak. *p<0,05 y ****p<0,0001. Los datos representan la media (u.a.) £ SEM.
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Figura 70: Caracterizacion del eje CSF1R/CSF1L en el modelo CX3CR1+/6FP, Se muestra el ARN de
CSF1R y CSF1L. N=8 por grupo experimental. El analisis estadistico consistio en ANOVA de dos vias seguida del
test post-hoc de Sidak. *p<0,05 y ****p<0,0001. Los datos representan la media (u.a.) £ SEM.
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Figura 71: Identificacién de los cambios de expresion de CSF1R-CSF1L derivados del tratamiento
con PLX5622 en el modelo CX3CR1+/6FP, A) ARNm de CSF1R y CSF1L en condiciones fisioldgicas. B) ARNm
de CSF1R y CSF1L en condiciones patoldgicas. N=8 por grupo experimental. El analisis estadistico consistid en
ANOVA de dos vias seguida del test post-hoc de Sidak. *p<0,05, **p<0,01 y ****p<0,0001. Los datos
representan la media (u.a.) £ SEM.
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Figura 72: Caracterizacion de la morfologia del soma de la microglia en ratones
5xFAD/CX3CR1+/6FP y 5XxFAD/FAAH-/-/CX3CR1+/6FP_ A) Cuantificacion de la esfericidad y del volumen de la
microglia AP en el contexto de ablacion microglial y posterior repoblacion. B) Cuantificacion de la esfericidad y
del volumen de la microglia NAP en el contexto de ablacidn microglial y posterior repoblacién. N=8-11 animales
por grupo experimental. El analisis estadistico consistio en ANOVA de dos vias seguida del test post-hoc de
Sidak. **p<0,01. Los datos representan la media (u.a.) £ SEM.
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Effects of Chronic, Low-Dose Cannabinoids, Cannabidiol,

Delta-9-Tetrahydrocannabinol
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of Both, on Amyloid Pathology in the 5xFAD Mouse

Model of Alzheimer’s Disease
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Nurit Tweezer Zaks,”* Maria Teresa Grande,' and Julidn Romero'*

Abstract

Background: There is an urgent need for novel therapies to treat Alzheimer's disease. Among others, the use of
cannabinoids such as delta-9-tetrahydrocannabinol (THC) and cannabidiol (CBD) has been proposed as a puta-
tive approach based on their anti-inflammatory effects.

Methods: The present work was designed to explore the effects of chronic (28 days) treatment with low doses of
cannabinoids: CBD (0.273 mg/kg), THC (0.205 mg/kg) or a combination of both (CBD:THC; 0.273 mg/kg:0.205 ma/kg)
in the 5xFAD mouse model of AD.

Results: Our data revealed that THC-treated 5xFAD mice (but not other treatment groups) exhibited anxiogenic
and depressant-like behavior. A significant improvement in spatial memory was observed only in the CBDTHC-
treated group. Interestingly, all cannabinoid-treated groups showed significantly increased cortical levels of the
insoluble form of beta amyloid 1-42. These effects were not accompanied by changes in molecular parameters of
inflammation at the mRNA or protein level.

Conclusions: These data reveal differential effects of chronic, low-dose cannabinoids and point to a role of these

cannabinoids in the processing of amyloid peptides in the brains of 5xFAD mice,

Keywords: Alzheimer; CBD; THC; behavior; amyloid

Introduction
ALzHEIMER'S DISEASE (AD) is a chronic neurodegenera-
tive condition that leads to progressive cognitive imp-
airment in the elderly and accounts for the majority
of cases of dementia worldwide." The main neuropath-
ological features of this disease include the loss of neu-
rons in the hippocampus and cortex, deposition of
amyloid peptides and hyperphosphorylated tau, and
development of a neuroinflammatory environment
that is thought to aggravate the loss of neurons.””
Clinically, AD is characterized by initial short-term
memory loss, progressing to mild cognitive impair-
ment and to dementia within years from the disease
diagnosis. These features are accompanied by other

comorbidities such as sleep alterations, mood disor-
ders, and visual and hearing impairments that eventu-
ally compromise basic functions and lead to death.™”
Considering epidemiologic data, the search for novel
therapies for AD is utterly urgent." [n humans, cannabi-
noids have been administered in several small clinical
trials, mostly for treatment of behavioral symptoms of
AD such as agitation and aggression.”” Among the can-
nabinoids, delta-9-tetrahydrocannabinol (THC) and
cannabidiol (CBD) have been proposed as putative ther-
apeutics for AD. THC is the most abundant cannabinoid
present in the Cannabis sativa plant and is responsible
for the psychoactivity of plant derivatives consumed
worldwide.'” This compound binds both CB, and CB,
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receptors’’ and exhibits several properties potentially

relevant to AD, such as reduction in inflammation,'? in-
duction of hippocampal neurogenesis,'* and enhance-
ment of amyloid beta (Af}) removal."*

Moreover, THC was found to decrease Af plaques and
to induce neuroprotection in the 5xFAD mouse model of
AD through a mechanism mediated by cyclooxygenase-2,
providing a link between neuroinflammation and THC in
the context of AD."> However, at high doses, THC also
triggers anxiety and memory impairment, which could
be a limiting factor for its use as a drug in AD.*'°

CBD, on the other hand, has been proposed as an at-
tractive compound for treatment of several Central
Nervous System (CNS) diseases, mainly because of its
lack of psychoactive effects.'” The clinical use of CBD
has been hampered by the complexity of its pharmaco-
logical properties that allow its interaction with a vari-
ety of receptors, such as CB; and CB,, and several other
GPCRs, transient receptor potential vanilloid-1
(TRPV1), several other ion channel receptors, peroxi-
some proliferator-activated receptor gamma (PPARy),
and fatty acid amide hydrolase (FAAH).'*"*

CBD has been also shown to have potent antioxidant
and anti-inflammatory properties and to induce neuro-
protection in vitro'® and in vivo.?® In the context of
AD, CBD has been shown to have beneficial effects
in neuronal cell lines,”"** in glial cells,” and in animal
models of this disease.””*"**

The present studies have been designed to explore
the potential anti-inflammatory and neuroprotective
effects of cannabinoids, CBD alone, THC alone, or a
combination of both (CBD:THC), in the 5xFAD
mouse model of AD.

Materials and Methods

Mice

Eight-month-old, male hemizygous mice (N=16 per
treatment group) coexpressing five familial AD muta-
tions (5xFAD) and their wild-type (WT) littermates
were used in these experiments.”® Mice were housed
at the animal facility of Universidad Francisco de Vito-
ria (authorization No. 281150000013). Experimental
protocols met the European and Spanish regulations
for protection of experimental animals (2010/63/EU
and RD 1201/2005 and 53/2013) and were authorized
by the local ethics committee (PROEX149/18).

Drugs, dosing, and treatments

High-purity (>97%) synthesized CBD and THC were
purchased from Purisys, LLC (Athens, GA). Cannabi-
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noids or vehicle stock solutions were prepared with eth-
anol (supplemented with 0.05% alpha tocopherol) and
stored at —20°C and protected from light. To date, sev-
eral small clinical trials have investigated the use of iso-
lated cannabinoids as well as medical cannabis extracts
for treatment of symptoms of dementia.””*® A dose
analysis revealed a safe and potentially efficacious THC
oral dose of 0.75-12 mg daily in this elderly population.

To use translationally relevant chronic doses in the
5xFAD mice, we converted between the human equiv-
alent doses (HEDs) and mouse doses according to the
FDA Guidance for Industry on “Estimating the Maxi-
mum Safe Starting Dose in Initial Clinical Trials for
Therapeutics in Adult Healthy Volunteers.” We selec-
ted doses that were on the lower end of clinically tested
human doses for subjects with dementia, considering
that all trials used oral dosing with associated low bio-
availability and variable absorption, while 5xFAD mice
received chronic i.p. administration.

The ratio between THC and CBD in this study was
selected based on a screen of MediCane’s proprietary
full-spectrum extracts on zebrafish neurological models
(data not shown). Injectable solutions were prepared
fresh each day from the ethanolic stock solutions
using a ratio of 1:1:18 (ethanol:(}remophor(@:saline)
and were continuously stirred until injection. Mice were
treated for 28 consecutive days.

The 5xFAD mice were divided into four groups (VEH,
CBD, THC, and CBD+THC) with their WT (VEH)
counterparts as controls. Each mouse received a daily
ip. injection containing vehicle, CBD (0.273 mg/kg),
THC (0.205 mg/kg), or CBD:THC (0.273:0.205 mg/kg).

Behavioral tests

Elevated plus maze. The elevated plus maze (EPM)
test was performed as described.’”*® Mice were ana-
lyzed for 5min, allowing them to move freely in the
platform. All tests were video recorded and analyzed
by an independent researcher. Time spent in open
arms was measured and expressed as % of time.

Rotarod. The Rotarod (RR) test (Panlab, Barcelona,
Spain) was employed to quantify motor coordination
in mice. Each mouse was tested for three consecutive
trials, allowing 15min of recovery between tests. The
speed of the rolling bar was initially set at 4 rpm and
then it was increased up to 40 rpm over 10 min. The
time that the mouse stayed on the rolling bar was the
latency time and only the third trial was represented.
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Open-field test. Mice were placed in a flat circular
arena and allowed to move freely for 10min.”” An
independent researcher carried out the experiment
and analyzed the images recorded with the SMART
Video Tracking System, v.3 (Panlab). Parameters ana-
lyzed included total distance, time spent, and distance
covered in the central and peripheral sections.

Tail suspension test.
vides a notion of the “depressive-like” state of a mouse.
Mice were tested for 6 min and images were recorded for
analysis. Immobility time was quantified for each mouse.

The tail suspension (TS) test pro-
10

Barnes maze. The Barnes maze (BM) test was used to
get an estimation of memory impairment in mice.*!
During the training sessions, individual mice were tested
twice a day for 4 consecutive days. The mouse was
placed in a cylindrical, black start chamber in the middle
of the platform. After 10 sec, the chamber was removed
to let the animal move freely for 3 min. All trials were
recorded for the analysis. On the fifth day, a short-
term memory retention test was performed (one trial).
An independent researcher carried out the experi-
ment and analyzed images recorded with the SMART
Video Tracking System, v.3 (Panlab). Latency time to
the target hole was analyzed during the training ses-
sions (days 1-4) and in the memory trial (day 5).

Molecular determinations

Quantification of Aff 1-42 by enzyme-linked immuno-
sorbent assay. To determine Aff 1-42 levels in brain
tissue, the hippocampus was homogenized in 10 vol-
umes of ice-cold guanidine buffer (5.0M guani-
dine-HCI/50mM Tris-Cl, pH 8.0) containing the
protease inhibitor cocktail (Roche).

Soluble and insoluble amyloid fractions were sepa-
rated according to the following procedure: hippocampi
were homogenized for a sequential extraction in 10 vol-
umes of ice-cold TBS extraction buffer (140 mM NaCl,
3mM KCI, 25mM Tris [pH 7.4], and 5mM EDTA)
and the protease inhibitor cocktail (Roche) for the sol-
uble fraction and guanidine buffer (5.0 M guanidine-
HCI and 50 mM Tris, pH 8.0) containing the protease
inhibitor cocktail (Roche) for the insoluble fraction.

Protein concentrations were determined in both
fractions (Micro BCA™ protein assay kit; Thermo Sci-
entific). Human enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) kits (Invitrogen) were used according to man-
ufacturer’s specifications. Optical signals at 450 nm
were read on a Sunrise microplate reader (Tecan),
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and sample concentrations were determined by com-
parison with the respective standard curves.

Protein quantification by western blot. Cortices were
homogenized in lysis buffer (MLB: 25 mM HEPES, pH
7.5, 150 mM NaCl, 1% Igepal CA-630, 10 mM MgCl,,
1mM EDTA, 10% glycerol, 1 mM Na;VO,, 25mM
NaF, and protease inhibitor cocktail; Roche). Then,
samples were centrifuged at 12,000 ¢ for 20 min at
four degrees and protein concentrations were quanti-
fied (BCA Protein Assay Kit; Thermo Scientific).
Tissue lysates (50 pg/lane) were loaded into sodium
dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gels, and the pro-
teins were transferred onto nitrocellulose membranes
(Bio-Rad). After blocking in TTBS, they were incuba-
ted overnight at 4°C, as appropriate, with anti-GFAP
(1:500; Bio-Rad), anti-Ibal (1:1000; FUJIFILM Wako),
anti-GAPDH (1:7000; Abcam), anti-PSD95 (1:1000;
Abcam), and antisynaptophysin (1:1000; Abcam).
Membranes were incubated with corresponding horse-
radish peroxidase-conjugated mouse secondary antibody
(1:10,000) or anti-rabbit (1:5000) and developed using
a chemiluminescent reagent (GE Healthcare). Devel-
oped signals were recorded on the ChemiDoc Imaging
System (Bio-Rad) for densitometric analysis (Image]).

Quantification of messenger RNA levels by real time-
quantitative polymerase chain reaction. RNA from
the cortex and hippocampus was isolated using the Tri-
Pure isolation reagent (Roche). Then, a Transcriptor
First Strand complementary DNA (cDNA) Synthesis
Kit (Roche) was used according to manufacturer’s spec-
ifications, and different relative gene expression levels
were measured using the CEX Connect™ Real-Time Sys-
tem (Bio-Rad), Quantimix Easy Probes Kit (Biotools),
and the following mouse probes conjugated with the
FAM fluorophore PrimePCR™ Probe Assay (Bio-Rad):
Rps18 (gMmuCEP0053856), Cnr2 (custom), Cnrl
(QMmuCEP0038879), Tnf (qQMmuCEP0028054), Il6
(@MmuCEP0054186), and 1116 (qMmuCEP0054181).

RNA expression was calculated using the compara-
tive Ct method normalized to the 18S ribosomal sub-
unit. Data were expressed relative to a calibrator
using the 2 “A% £ formula.

Statistical analysis

The statistical analysis was performed with GraphPad
9.0. Normality was analyzed with the D’Agostino and
Pearson or Shapiro-Wilk tests; normal data were
checked for outliers with ROUT in GraphPad (10%),
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while non-normal data were assessed with the 1.5xSD
approach. In the case of normal data, a two-tailed Stu-
dent’s t-test, one-way analysis of variance (ANOVA)
(followed by Tukey's post hoc test), or two-way
ANOVA (followed by Sidak’s post hoc test) was used;
for non-normally distributed data, the Mann-Whitney
U test or Kruskal-Wallis test was used.

ARNANZ ET AL.

A p-value <0.05 was considered statistically
significant.

Results

Behavioral data

Spatial memory. As expected, 5xFAD mice exhi-
bited impaired spatial memory (Fig. 1A) [genotype
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FIG. 1. Spatial memory was not modified by treatment with CBD, THC, or CBD:THC on days 1-4, but was
significantly improved by treatment with CBD:THC on day 5. (A) The analysis of the latency to target
confirmed a significant deficit in 5xFAD versus WT mice (*p < 0.05; two-way ANOVA, followed by Sidak’s test
for multiple comparisons); (B) area under the curve analysis confirmed a significant worsening in spatial
memory in 5XxFAD mice compared with WT mice on days 1-4 (***p=0.0007; two-tailed unpaired t test) as
well as on day 5 (****p<0.0001; Mann-Whitney test); (C) latency to target showed no effects due to the
treatment with cannabinoids; (D) analysis of the area under the curve showed that CBD- and THC-treated
mice exhibited worse performance on days 1-4 compared with VEH-treated mice (*p <0.05, **p<0.01, and
**¥p < 0.001; one-way ANOVA, followed by Tukey'’s test for multiple comparisons); on day 5, CBD:THC-
treated mice showed significant improvement in memory (*p < 0.05; Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s
test for multiple comparisons). N=43 (WT mice) and N=16-24 (5xFAD mice). ANOVA, analysis of variance;
CBD, cannabidiol; THC, delta-9-tetrahydrocannabinol; WT, wild-type.
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F(1, 65) =6.909, p=0.0107; time F(2.239, 132.1)=12.85,
£<0.0001; and interaction F(3, 177) = 5.678, p=0.0010]
in the BM test. Sidak’s post hoc test revealed a significant
effect on days 3 (p=0.0181) and 4 (p=0.0029). The
AUC analysis confirmed this effect on days 1-4
(p=0.0007, Fig. 1B, left). Difference in the latency
to target was also significant on day 5 (p<0.0001,
Fig. 1B, right).

However, 5xFAD mice treated with the different
cannabinoid combinations revealed differential results
(Fig. 1C) [genotype F(3, 73)=3.288; p=0.0273; time
F(2.351, 154.4)=3.852; p=0.0177; and interaction
F(9, 197)=1.439; p=0.1734]. While CBD alone and
THC alone worsened spatial memory on days 1-4
(Tukey’s post hoc test: p=0.0420 and p=0.0151, res-
pectively), the CBD:THC combination of both did
not (p=0.5523; Fig. 1C, D).

Interestingly, the latency to target on day 5 revealed
a significant improvement in CBD:THC-treated mice
over vehicle-treated mice (Tukey's post hoc test:
p=0.0319) (Fig. 1D).

Anxiety. To measure anxiety-like behavior, we quan-
tified the time spent in the open arms of the EPM.
We found that 5xFAD mice showed decreased levels
of anxiety compared with their WT counterparts
(p=0.0064; Fig. 2A). In addition, THC-treated 5xFAD
mice showed increased anxiety [decreased time in
open arms; F(3, 50)=2.623, p=0.0607; Tukey's post

.

7 <l
FIG. 2. Anxiety, depression, and locomotor
coordination were measured using EPM (A, B), TS
(C, D), and RR (E, F) tests, respectively. (A, B) The
5xFAD mice exhibited decreased anxious state
compared with WT mice (**p <0.01; Mann-Whitney
test) and treatment with THC exacerbated anxiety in
S5xFAD mice (*p<0.05; one-way ANOVA, followed by
Tukey's test for multiple comparisons). (C, D) No
differences were found between WT and 5xFAD mice,
and a significant increase in time of immobility was
triggered by the exposure to THC (*p <0.05; one-way
ANOVA, followed by Tukey's test for multiple
comparisons). (E, F) Locomotor coordination was
enhanced in 5xFAD mice compared with WT mice
(****p <0.0001; two-tailed unpaired t test) and no
differences were found to be associated with treatment
with the different cannabinoids. N=43 (WT mice) and
N=16-24 (5xFAD mice). EPM, elevated plus maze; RR,
rotarod; TS, tail suspension.
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hoc test: p=0.048] (Fig. 2B). No changes were observed
in mice exposed to CBD or CBD:THC (Fig. 2B).

Depression. The TS test was used as an indicator of
the depressive state in mice. Our data showed no
changes due to the amyloid pathology (p=0.9652)
(Fig. 2C). A significant increase in depressive-like be-
havior (increased immobility time) was observed only
in THC-treated 5xFAD mice compared with vehicle-
treated 5XFAD mice [F(3, 72)=2.991, p=0.0365;
Tukey's post hoc test: p=0.0284] (Fig. 2D).

Motor coordination. Analysis of the performance
in the RR test showed that motor coordination was
enhanced in 5xFAD mice (p<0.0001; Fig. 2E). No
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changes associated with cannabinoid treatments were
evident (Kruskal-Wallis test; p=0.5004; Fig. 2F).

Locomotor activity. The open-field test allows for
determination of locomotor activity. Our data indicate
that 5xFAD mice exhibited decreased locomotor activ-
ity (distance covered in the periphery and central part;
£<0.0001 and p=0.0192, respectively) (Fig. 3C, D)
that was not modified by treatment with any of the
cannabinoids tested [periphery: F(3, 70)=0.2195,
p=0.8826; center: F(3, 70) = 1.316, p=0.2762] (Fig. 3).

Expression levels of cannabinoid receptors

and markers of inflammation were unaltered

by exposure to cannabinoids

We next analyzed the expression levels of cannabinoid
Cnrl and Cnr2 receptors and of several markers of neu-
roinflammation in the hippocampus (Fig. 4) and cortex
(Fig. 5). No changes were observed in expression levels of
cannabinoid CB, receptors due to the pathology or treat-
ment with the different cannabinoids (Figs. 4A, 5A).

ARNANZ ET AL.

Regarding CB,, a significant increase was detected in
samples from 5xFAD mice compared with WT mice
( p<0.0001), but no changes were found after exposure
to CBD, THC, or CBD:THC (Figs. 4B, 5B). As
expected, all inflammatory markers studied (TNFz,
IL1S, and IL6) were increased as a consequence of
the increased amyloid production in 5xFAD mice com-
pared with WT mice, both in the hippocampus and
cortex (p=0.0002 and p=0.0001 for Tnf, p=0.001
and p<0.0001 for Il1b; and p<0.0001 and p<0.0001
for 116) (Figs. 4C-E, 5C-E).

Exposure to CBD, THC, or the combination did not
induce any changes in any of the parameters analyzed.

Protein levels of markers of gliosis and neuronal
damage were not modified after treatment

with cannabinoids

We employed western blot to quantify hippocampal
and cortical levels of several proteins that are represen-
tative of the gliotic process and neurodegeneration and
characteristic of the amyloid pathology. Protein levels

7
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FIG. 3. The analysis of locomotor activity by the open-field test revealed no changes in time spent in
peripheral or central areas of the arena (A, B) and showed a significant decrease in the distance covered

t test) and in the center (*p <0.05; two-tailed unpaired t test) of the field. Treatment with the different
cannabinoids tested did not lead to any significant changes. N=43 (WT mice) and N=16-24 (5xFAD mice).
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FIG. 4. Hippocampal mRNA levels of cannabinoid CB, and CB; receptors and several markers of
neuroinflammation. Quantification of the expression levels of Cnri (CB1 receptors) (A) showed no
differences linked to the amyloid pathology or to exposure to the different cannabinoids tested.

A significant increase in Cnr2 (CB2 receptors) expression levels (B) was evident in 5xFAD versus WT mice,
which was not modified after treatment with CBD, THC, or CBD:THC. Analysis of mRNA levels of Tnf; /1b,
and /6 (C-E) confirmed amyloid-induced changes that did not vary due to exposure to the cannabinoids
tested (*p<0.05; **p<0.01; **p<0.001; and ***p <0.0001; two-tailed unpaired t test). N=8 mice per

group. mRNA, messenger RNA.
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FIG. 5. Cortical mRNA levels of cannabinoid CB, and CB, receptors and several markers of
neuroinflammation. Amyloid pathology led to significant increases in the expression levels of Cnr2, Tnf, Il1b,
and /6 (B-E), but not of Cnr1 (A). Treatment with CBD, THC, or CBD:THC did not induce any significant
changes (***p<0.001 and ****p<0.0001; two-tailed unpaired t test). N=8 mice per group.

of Ibal, GFAP, synaptophysin, and PSD95 were deter-
mined. Our data confirmed the expected astrogliosis
and microgliosis that are characteristic of 5xFAD
mice, with significant increases in GFAP in the hip-
pocampus (p=0.0027) and cortex (p=0.0098) and
Ibal (p=0.041 and p=0.0003, respectively) proteins
(Figs. 6A, 6B, 7A, 7B). Treatment with the different
cannabinoids, however, did not modify protein levels
of the gliosis markers.

Quantification of markers of synaptic integrity
revealed a decrease in the presynaptic marker, synapto-
physin, in the cortex due to the AD-like pathology
( p=0.0278; Fig. 6C), but not of PSD95 (Figs. 6D, 7D).
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No changes in these markers were observed after expo-
sure to cannabinoids (Figs. 6C, 6D, 7C, 7D).

Af 1-42 levels
Finally, we quantified the hippocampal levels of the
main pathological form of the amyloid peptide
(Af} 1-42) by ELISA. We found that while soluble amy-
loid levels remained unaltered after treatment with
cannabinoids [F(3, 28)=0.9667, p=0.4222] (Fig. 8A),
those of insoluble amyloid were significantly modified
[F(3, 28)=10084, p<0.0001] (Fig. 8B).

Thus, exposure to CBD, THC, or the combination of
both induced significant increases in respect to vehicle-
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treated 5xFAD mice. Furthermore, this increase was
maximal in CBD:THC-treated mice (Tukey's post hoc
test: p<0.0001) followed by THC-treated mice and,
in lower levels, CBD-treated mice (Fig. 8B).

Discussion

In this study, we report the effects of the treatment with
CBD, THC, or a mixture of both on behavioral and
molecular parameters in the 5XFAD mouse model of
AD. The main findings of this study are that (1)
THC enhanced anxiety and depression (EPM and TS
tests), (2) CBD and THC showed different effects when
administered alone than in combination (BM test),
and (3) all treatments with these cannabinoids led to
an increase in the insoluble form of AfS.
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Importantly, these effects were not accompanied by
significant changes in molecular parameters of inflam-
mation at the messenger RNA (mRNA) or protein
level. We also confirmed previously published obser-
vations on 5XxFAD mice, such as increased motor coor-
dination of these mice over controls at 6 months of
age,” decreased locomotion,** and induction of proin-
flammatory markers as a consequence of exacerbated
amyloid production.*

THC-induced amnesic effects are known to be medi-
ated by hippocampal CB, receptors,™ expressed in
GABAergic interneurons, and involve postsynaptic
NMDA glutamatergic receptors."” Interestingly, low
doses (1 and 3mg/kg) of THC induce improve-
ments in cognitive performance in aged mice."*"” Fur-
thermore, the coadministration of CBD prevented this
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treatment with the cannabinoids tested (*p<0.05; **p<0.01; and ***p <0.001; two-tailed unpaired t test).
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neuronal integrity. The 5xFAD mice exhibited

marker, PSD95 (D). No changes were found after

beneficial effect.”” In our study, CBD also impaired
learning working memory in 5xFAD mice (Fig. 1).

This observation is in contrast with previously pub-
lished data reporting a beneficial effect of this canna-
binoid in both in vitro and in vivo models of AD
(reviewed by Watt and Karl*®). We do not have an ex-
planation for this observation, other than the dose
employed and the age of mice (8 months old) differing
from previously published literature. As has been
recently highlighted,*” dosage, ratios, route of admin-
istration, and age of mice may be crucial determinants
to explain the disparity in data after administration of
cannabinoids in the context of age-associated behav-
ioral and molecular effects.

Our data also suggest the existence of an antag-
onizing effect between CBD and THC, leading to
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significantly different consequences when used in com-
bination in the context of amyloid-induced memory
impairment.'® This is in agreement with recently pub-
lished reports demonstrating that CBD is capable of
dampening the psychoactive effects of THC, including
memory impairment.*’

After its description by Ben-Shabat et al.*® differ-
ent mechanisms have been suggested to explain how
nonactive cannabinoids may modulate the activity of,
for instance, THC. Examples of these interactions
between phytocannabinoids and endocannabinoids
have been obtained in pre-clinical models of cancer
and pain, but no conclusive data have been reported
yet. It has been speculated, for instance, cannabi-
noids may regulate the interplay of other cannabi-
noids with CB, and/or CB,, alter the metabolism of
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FIG. 8. Soluble (A) and insoluble (B) amyloid
levels in the hippocampus of 5xFAD mice
treated with vehicle, CBD, THC, and CBD:THC.
Soluble amyloid levels remained unaltered after
treatment with any of the cannabinoids tested
(A). A significant increase in insoluble amyloid
levels was found in the 5xFAD mouse
hippocampus after treatment with CBD, THC,
and the combination of both (B) (****p <0.0001;
one-way ANOVA, followed by Tukey's post hoc
test).

endocannabinoids, or enhance the interaction with
additional receptors such as TRPV1 or GPR55.”"

The molecular basis for these effects is not clear.
We have measured inflammatory parameters both in
the hippocampus and cortex because, as previously
shown by Negron-Oyarzo et al.’” the interplay be-
tween these two brain structures is critical for spatial
memory consolidation. We found no significant differ-
ences in neuroinflammation-related parameters in the
hippocampus or cortex after exposure to any of the
cannabinoids tested, thus ruling out a possible effect
on neuroinflammatory conditions as a putative expla-
nation for the observed changes in memory.

Aso et al. addressed this question in the ASPP/PS1
mouse model of AD.***" These authors chronically
treated 6- and 12-month-old mice with low doses
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(0.75 mg/kg) of plant-extracted THC, CBD, and a com-
bination of both and found a cannabinoid-induced
improvement in memory impairment. Interestingly,
mice exposed to the CBD:THC mixture also exhibited
improvement in a complex cognitive task, such as the
active avoidance test.*

Discrepancies between our present data and those
reported by these authors may be due to the drugs
used (plant-extracted vs. synthetic drugs), doses
administered (0.75 mg/kg vs. 0.273 and 0.205 mg/kg
for CBD and THC, respectively), and time of testing
(5 weeks of treatment vs. 28 days).

Our data also revealed that 5xFAD mice exhibited
decreased anxiety compared with their WT littermates,
but that treatment of 5XFAD mice with THC alone led
to increased anxiety, as revealed by the EPM test. These
data parallel those recently reported by Forner et al.,”
who found a significant increase in the time spent in
the open arm of the EPM by 5xFAD mice and confirm
previous observations linking THC with the develop-
ment of an anxious state in mice (recently reviewed
by Iglesias et al.*®).

We also observed significant increases in the insolu-

ble form of Af in CBD-, THC-, and CBD:THC-treated
mice, being maximal in this last group. These data are
in partial agreement with those of Aso et al.,”® who
found a facilitative effect of the CBD:THC mixture
on Af deposition. On the contrary, these authors
found no changes in plaque composition in CBD-
and THC-treated mice.
In vitro”*® and molecular modeling®”*® studies
have shown that THC is capable of modifying Af
fibrillation, although the biological relevance of these
interactions is not clear. It is now established that
the complexity of the diverse amyloid species may
be a critical contributing factor to AD pathology.®’
Increasing toxicity is significantly associated with sol-
uble low-molecular-mass oligomers, which are sig-
nificantly more neurotoxic and interfere with key
neuronal functions such as long-term potentiation.**
Soluble oligomeric species show a high surface-to-
volume ratio and hydrophobic-like properties and are
prone to bind to membranes, which lead to pore for-
mation and membrane permeability.**

As well as exhibiting structural differences in the
monomeric state, oligomers may initiate aberrant cel-
lular processes through specific and non-specific inter-
actions with receptors, mitochondria, synaptic vesicles,
and membranes, leading to aberrant signaling or cellu-
lar dysfunction.” In this line of reasoning, the increase

59,60
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in insoluble amyloid levels observed herein might be
considered as a protective effect, directed to prevent
the spread of damage linked to small-sized oligomers.

In addition to THC and CBD, other plant cannabi-
noids have been recently tested on their putative effects
on amyloid-induced damage. A study by Patil et al. has
demonstrated that cannabidiorcol (a phytocannabi-
noid present in trace amounts in C. sativa) and canna-
binol inhibited enzymes related to AD, including
acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase.®*

Inaddition, delta-8-tetrahydrocannabinol (an isomer
of THC) has been recently shown to inhibit endoplas-
mic reticulum stress, leading to enhancement in cell
viability in an in vitro model of amyloid-induced toxic-
ity.** This phytocannabinoid also prevented neuronal
apoptosis by inhibiting Bax and increasing Bcl-2 pro-
tein levels.

Finally, the in vivo and in vitro protective effects
of the acidic variants of CBD and THC, cannabidio-
lic acid (CBDA) and tetrahydrocannabinolic acid
(THCA), respectively, have been studied by Kim
et al®® These authors found that both CBDA and
THCA decreased Aff and p-tau levels and enhanced
the neuroprotective effect of the brain-derived neuro-
trophic factor by normalizing intracellular calcium
levels in neurons.

Altogether, these novel data highlight the potential
of different cannabinoids as effective modulators of
amyloid-induced alterations.
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Abstract

Neuroinflammation has recently emerged as a crucial factor in Alzheimer's disease
(AD) etiopathogenesis. Microglial cells play an important function in the inflammatory
response; specifically, the emergence of disease-associated microglia (DAM) has
offered new insights into the conflicting perspectives on the detrimental or beneficial
roles of microglia. We previously showed that modulating the endocannabinoid tone
by fatty acid amide hydrolase (FAAH) inactivation renders beneficial effects in an
amyloidosis context, paradoxically accompanied by an exacerbated neuroinflamma-
tory response and the enrichment of DAM population. Here, we aim to elucidate the
role of microglial cells in FAAH-lacking mice in the 5xFAD mouse model of AD by
using RNA-sequencing analysis, molecular determinations, and morphological studies
by using in vivo multiphoton microscopy. FAAH-lacking AD mice displayed upregu-
lated inflammatory genes and exhibited a DAM genetic profile. Conversely, genes
linked to AD were downregulated. Depleting microglia using PLX5622 revealed that
plaque-associated microglia in FAAH-deficient AD mice had a more stable, ramified
morphology and increased Ap uptake, leading to reduced plague growth compared to
control mice. Importantly, FAAH expression was negligible in microglial cells, thus
suggesting a role for FAAH in the cellular interplay in the central nervous system. Our
findings show that Faah gene inactivation triggers a hetero-cellular enhancement of

Abbreviations: SxFAD, five familial Alzheimer’s disease mutations; A}, amyloid beta; AD, Alzheimer's disease; AEA, anandamide; CB,R, cannabinoid receptor subtype 2; CSFIL, colony stimulating
factor 1 ligand; CSF1R, colony stimulating factor 1 receptor; DAM, disease-associated microglia; ECS, endocannabinoid system; FAAH, fatty acid amide hydrolase; FOR, false discovery rate;
GSEA, gene set enrichment analysis; IL1«, interdeukin 1 alpha; IL1. interleukin 1 beta: KEGG, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes: mRNA, messenger ribonucleic acid: MSigDB. molecular

NAES, N-ac

NES. normalized enrichment scores: NLRP3, NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3; RNA-seq, ribonucleic acid sequencing: RT-

qPCR, reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction: TLR4. toll-like receptor 4.
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target in AD.
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1 | INTRODUCTION

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder character-
ized by the deterioration of cognitive functions and changes in behav-
ior, typically beginning with impaired short-term memory. It has
become the leading cause of dementia and its worldwide prevalence
is projected to continue rising. AD is considered a multifactorial disor-
der influenced by various risk factors such as advancing age, vascular
diseases, and genetic factors that significantly contribute to disease
development (Zhang et al., 2021). From a molecular point of view, pri-
mary changes include intraneuronal deposits of hyperphosphorylated
tau protein (so called “neurofibrillary tangles™), reduced levels of ace-
tylcholinesterase, and formation of extracellular deposits of amyloid
beta (Ap) peptide 1-42 and 1-40 in the brain parenchyma (referred to
as “neuritic plaques”) (Zhang et al., 2021). However, accumulating evi-
dence suggests that these classic pathological hallmarks cannot fully
explain much of the pathogenesis of AD, suggesting the involvement
of additional mechanisms of disease. Specifically, with the discovery
of elevated levels of inflammatory markers in AD patients, inflamma-
tion has emerged as a crucial factor in AD etiopathogenesis (Leng &
Edison, 2021).

Neuroinflammation generally refers to an inflammatory response
within the central nervous system (CNS) and is a common feature in
the development of neurodegenerative pathologies. It can be consid-
ered as a physiological protective response that, when chronically
active, can also drive neurodegeneration. Nevertheless, the role
played by neuroinflammation in neurodegenerative diseases, particu-
larly in AD, is still a subject of debate (Leng & Edison, 2021). In gen-
eral, it is accepted that there is a significant chronic release of
inflammatory cytokines in the AD brain, primarily from microglial cells.
Microglia, the resident macrophages of the brain and spinal cord, have
traditionally been described as a uniform population of cells, essential
for CNS development and brain homeostasis. However, under neuro-
degenerative conditions, they transition from their normal function to
a state where they become detrimental to CNS health (Heneka
etal., 2015). Recently, comprehensive single-cell RNA analysis of CNS
immune cells under neurodegenerative conditions has revealed the
existence of disease-associated microglia (DAM) (Keren-Shaul
et al, 2017). These microglia represent a distinct subset of cells dis-
playing a unique transcriptional and functional signature. In AD mouse
models, DAM are closely associated with A} plaques, participate in
the clearance of amyloid peptides, and exhibit defined gene expres-
sion profiles characterized by reduced expression of homeostatic
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microglial function that was paradoxically paralleled by an exacerbated inflammatory
response. Taken together, the present data highlight FAAH as a potential therapeutic

Alzheimer's disease, damage associated microglia, fatty acid amide hydrolase, microglia,
neuroinflammation, two-photon microscopy

microglial genes (Keren-Shaul et al., 2017). The emergence of DAM as
significant contributors to brain diseases offers new insights into the
conflicting perspectives on the detrimental or beneficial roles of
microglia. However, further research is required to understand the
triggering mechanisms, signaling pathways, and regulatory check-
points associated with DAM, as well as their implications in various
brain diseases (Muzio et al., 2021). In this way, developing strategies
focused on modulating microglial function, such as molecules target-
ing the colony stimulating factor-1 receptor (CSF1R), are emerging,
not only as a novel approach to treat neurodegenerative diseases, but
also to explore the contribution of microglia to AD progress in the ini-
tial stages of the disease (Han et al., 2022; Spangenberg et al., 2019).

The endocannabinoid system (ECS) plays an important role in the reg-
ulation of CNS homeostasis by participating in several key functions,
including neurotrar tion, as well as neuronal and glial cell
proliferation, differentiation, migration, and survival (Lu & Mackie, 2021).
The ECS is composed of endogenous cannabinoids, cannabinoid recep-
tors, and the enzymes responsible for the synthesis and degradation of
endocannabinoids. In recent years, there has been a growing interest in
studying the role of the ECS in health and disease, and some of its compo-
nents are now considered as potential pharmacotherapeutic targets for
different conditions (Lowe et al,, 2021). Specifically, the ECS appears to be
relevant as a therapeutic target in neurodegenerative diseases such as
Parkinson's disease, epilepsy, AD. and amyotrophic lateral sclerosis,

The modulation of the ECS by increasing the endocannabinoid
tone appears to be a promising strategy for the treatment of various
CNS diseases. Specifically, the inhibition of endocannabinoids' catabolic
enzyme fatty acid amide hydrolase (FAAH) has been suggested as a
putative therapeutic approach (Van Egmond et al, 2021). FAAH
is the main degradative enzyme for anandamide (AEA), as well as
other N-acylethanolamines (NAEs), such as N-oleoylethanolamine and
N-palmitoylethanolamine. Pharmacological inactivation of FAAH leads
to heightened endocannabinoid neurotransmission and may counteract
neuroinflammation, pain, depression, and anxiety (Tripathi, 2020). Con-

" =
n, ir

sequently, FAAH represents a promising therapeutic target for various
disorders affecting the peripheral and CNS and several FAAH inhibitors
are currently being tested in clinical trials. One of them is Pfizer's PF-
04457845, a highly potent and selective FAAH inhibitor, which is cur-
rently under investigation for treating post-traumatic stress disorders
and Tourette's syndrome, among others (Tripathi, 2020). In the case of
AD, it is speculated that elevated FAAH expression levels in the brain
correlate with reduced levels of lipid amides and with an increase in
symptomatology (Jain et al., 2022). Therefore, FAAH enzyme inhibition
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shows promising potential for improving symptoms associated with AD
(Jain et al,, 2022; Papa et al., 2022).

Previous data from our group revealed that the genetic inactivation
of Faah leads to a significant modification of the inflammatory state in
the mouse brain, characterized by an increased expression of proinflam-
matory cytokines. Paradoxically, this enhanced neuroinflammatory milieu
has beneficial consequences in terms of prevention of memory impair-
ment, synaptic plasticity, and decreased amyloid peptide deposition
(Aparicio et al, 2018; Benito et al., 2003; Ruiz-Pérez et al, 2021;
Vazquez, Tolén, Pazos, et al., 2015). Although the expression of FAAH is
mainly located in neurons and reactive astrocytes (Romero et al., 2002;
Tsou et al, 1998), these results suggest that this pro-inflammatory envi-
ronment might induce a shift in the activity and inflammatory profile of
microglial cells. This was evident, for instance, in the increased microglial
ability to respond against a laser-induced acute injury to the brain paren-
chyma (Vazquez, Toldn, Pazos, et al., 2015). Furthermore, the microglia
M1/M2 ratio in mice lacking FAAH activity was significantly elevated
and accompanied by a decrease in microgliosis and amyloid peptide
levels (Aparicio et al., 2018). Finally, we also showed that microglia of
FAAH-deficient mice have a greater capacity to phagocytose Ap and
show a profile closer to that of DAM (Ruiz-Pérez et al, 2021). Therefore,
these observations seem confirmative of the role of FAAH in the control
of the inflammatory status of the mouse brain and underfine the rele-
vance of microglial cells as key players in these effects.

The present work aims to define the molecular and morphalogical
profiles of microglia following the genetic inactivation of Faah in the
context of AD. To achieve this goal, we have performed a transcrip-
tomic analysis and quantified the expression levels of several parame-
ters indicative of the microglial activational state in 5xFAD mice.
Additionally, we carried out an in vivo multiphoton microscopy study
to analyze the impact of Faah gene inactivation on microglial morphol-
ogy as well as on the structural features of neuritic plaques. Since
CSF1R inhibitors are useful tools to explore the contribution of micro-
glia to the progression of AD, we also induced the pharmacological
ablation of microglial cells with PLX5622, and subsequent repopula-
tion, to assess whether the genetic inactivation of Faah may induce
changes in microglial morphology and plaque evolution in the
context of AD.

2 | METHODS

21 | Mice

Mice used in these experiments were described in our previous
works (Aparicio et al., 2018; Ruiz-Pérez et al,, 2021; Vazquez, Tolon,
Grande, et al., 2015). Briefly, mice co-expressing five familial
Alzheimer's disease mutations in heterozygosis (5xFAD) were
purchased from Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, USA) (Oakley
et al, 2006) Mice homozygous for disruption of the gene that
encodes FAAH were generated by Dr. Cravatt (FAAH ' mice,
(Cravatt et al., 2001)) in the C57BL/6 J background by replacing the
first FAAH exon (encoding amino acids 1-65) and ~2 kb of upstream
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sequence, and, consequently, the functionality of FAAH enzyme was
constitutively altered. Then, these mice were crossed with 5xFAD
mice and backcrossed for at least 10 generations to generate 5xFAD
and 5xFAD/FAAH ™~ littermates and their respective WT were used
as controls. For experiments involving in vivo imaging, the Cx3cr156F°
mouse line was used to visualize microglia (Jung et al., 2000). Therefore,
5xFAD and SxFAD/FAAH /~ mice were mated with Cx3cr1*“* mice
to obtain S5xFAD/Cx3cr1®™~ and SxFAD/FAAH '~ /Cx3cr1®™/+
mice for in vivo imaging of microglia. Mice were housed at the animal
facility of Universidad Francisco de Vitoria (authorization number
#281150000013). Food and water were available ad libitum, and cages
were kept under a 12-h light/dark cycle. Experimental protocols met
the European and Spanish regulations for protection of experimental
animals (2010/63/EU and RD 1201/2005 and 53/2013) and were
authorized by the local ethics committee (PROEX149/18).

2.2 | Transcriptomic analysis

Here we profiled the transcriptome of hippocampi obtained from the
brains of 5xFAD and S5xFAD/FAAH /= using RNA-sequencing
(RNA-seq). For tissue collection, six-month-old male (N = 3 per geno-
type) were sacrificed by cervical dislocation and their brains were dis-
sected to obtain hippocampi. Tissues were flash frozen in liquid
nitrogen and stored at —80°C until further processing. RNA from hip-
pocampi was isolated with the RNeasy mini kit (Qiagen). Samples
were analyzed by using the NovaSeq 6000 sequencing platform
(Macrogen). Quality checks on the raw sequencing data were per-
formed using FastQC (version 0.11.9) to ensure data integrity before
further processing. Subsequently, we employed Trim Galore (version
0.6.10) for adaptor trimming and removal of low-quality reads. The
high-quality trimmed reads were aligned to the mm39 reference
genome using the STAR aligner (version 2.7.10b) (Dobin et al., 2013).
To quantify gene-level expression, we utilized FeatureCounts from
the Subread R package (version 2.01) (Liao et al., 2019), obtaining
expected count data for subsequent analysis. Comparative analysis of
expression profiles across different conditions was conducted using
the DESeq2 package (version 1.38.0) (Love et al., 2014). This analysis
employs a model based on a negative binomial distribution to identify
differentially expressed genes. p-values were corrected for multiple
testing using the Benjamini-Hochberg False Discovery Rate (FDR)
method. Adjusted p-values below .05 were considered statistically
significant and were used as the basis for functional enrichment
analysis and Gene Set Enrichment Analysis (GSEA). GSEA was car-
ried out with the GSEAPy Python package (Fang et al., 2023). We
analyzed the expression data against a compendium of gene sets
that represent Hallmark and the Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) pathways. Gene sets for the GSEA were sourced
from the Molecular Signatures Database (MSigDB version 7.0)
(Subramanian et al., 2005). To enhance the robustness of our find-
ings, we performed 1000 gene-set permutations during the GSEA.
Terms with both FDR-adjusted p < .05 and a nominal p-value < .05
were deemed statistically significant.
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2.3 | Molecular determinations

The expression of genes and molecules associated with the intrinsic
activity of microglial cells was quantified in order to analyze possible dif-
ferences due to the genetic inactivation of the FAAH enzyme in the con-
text of AD. Additionally, these molecular determinations were also
performed after the treatment of mice with PLX5622, a CSF1R antago-
nist, provided by Plexxikon Inc. and formulated in AIN-76A standard
chow (Research Diets Inc) at 1200 mg/kg that was administered to
cause the pharmacological ablation of microglial cells (Spangenberg
et al, 2019). To that end, six-month-old male WT, WT/FAAH /|
5xFAD and 5xFAD/FAAH / mice (N = 8 per genotype) were exposed
to control or PLX5622 diet ad libitum for 4 weeks to cause the pharma-
cological ablation of microglia. Then, mice were sacrificed and their
brains were dissected to obtain hippocampus and cortex, which were
processed for gPCR and western blot analysis, respectively.

231 | Quantification of mRNA levels by RT-gPCR
RNA from the hippocampus was isolated using Tripure isolation
reagent (Roche). Then, a Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(Roche) was used according to manufacturer's specifications and rela-
tive gene expression was measured using CFX ConnectTM Real-Time
System (Bio-Rad), Quantimix Easy probes Kit (Biotools), and the fol-
lowing mouse probes conjugated with FAM fluorophore PrimePCR™
Probe Assay (Bio-Rad): Rps18 (gqMmuCEP0053856), T4 (gMmu-
CIP0035732), NiIrp3 (qMmuCIP0031558), Csf1r (qMmuCEP0054028),
Csf1l (@qMmuCIP0032398), llla (qMmuCIP0030741), l1b (qMmu-
CEPO054181) Cnr2 (Custom) and Faah (qMmuCEPO055480).
RNA expression was calculated using the comparative Ct method nor-
malized to 18S ribosomal subunit. Data were expressed relative to a
calibrator using the 23 + 5 formula.

2.3.2 | Protein quantification by western blot
Cortices were homogenized in lysis buffer (MLB: 25 mM HEPES, pH 7.5,
150 mM NaCl, 1% Igepal CA-630, 10 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 10%
glycerol, 1 mM NazVO, 25 mM NaF and protease inhibitor cocktail;
Roche). Then, samples were centrifuged at 12,000xg for 20 min at 4°C
and protein concentrations were quantified (BCA Protein Assay Kit,
Thermo Scientific). Tissue lysates (50 pg/lane) were loaded into SDS-
polyacrylamide gels, and the proteins were transferred onto nitrocellulose
membranes (BioRad). After blocking in 5% bovine serum albumin in TTBS
(10 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Tween 20) membranes were
incubated ovemight at 4°C, as appropriate, with primary antibodies:
anti-IBA1 (1:1000 FUJIFILM Wako), anti-CSF1R (1:1000, Abcam), and
anti-GAPDH (1:10,000. Abcam). Membranes were incubated with corre-
sponding horseradish peroxidase-conjugated mouse secondary antibody
(1:10,000) or anti-rabbit (1:5000) and were developed using a chemilumi-
nescent reagent (GE Healthcare). Developed signals were recorded on
ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad) for densitometric analysis (ImageJ).
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24 | Invivo imaging experiments

241 | Cranial window surgery

Six-month-old male S5xFAD/Cx3cr1®*™* and SxFAD/FAAH™'~/
Cx3cr1°F/* mice (N = 7-8 per group) were used for intravital anal-
ysis of microglia and amyloid plaques using two-photon microscopy.
To that end, these mice underwent surgery to implant a chronic
glass-covered cranial window over the left barrel cortex as described
by Mostany and Portera-Cailliau (Mostany & Portera-Cailliau, 2008).
Mice were anesthetized with a combination of isoflurane (Isoflurin"“,
1000 mg/g, Fatro Iberica) and oxygen at 4%, with subsequent main-
tenance at 1.5% during the surgical procedures under sterile condi-
tions. Animal's core temperature was maintained at 37°C using a
heating pad and their eyes were lubricated with eye ointment. Prior
to the surgical intervention, dexamethasone (Cortexonavet®, 2 mg/mL,
Syva) and carprofen (Norocarp”™, 50 mg/mL, Karizoo) were adminis-
tered subcutaneously and, when the skull was exposed, a drop of lido-
caine and epinephrine solution (Anesvet®, 20/0.02 mg/mL, Ovejero
Laboratorios) was applied for topical analgesia. The craniotomy (4 mm
in diameter) was performed using a pneumatic dental drill, a 5 mm
coverslip was placed on top of the dura mater and was secured, as
well as a titanium bar, with cyanoacrylate-based glue and dental
acrylic (Ortho-Jet™ Liquid, Lang Dental).

24.2 | Chronicin vivo 2PE imaging
All mice were allowed to recover for 4 weeks prior to imaging experi-
ments. After this period, mice received an intraperitoneal dose of
methoxy-XO4 to stain amyloid plaques (10 mg/kg, Tocris Bioscience)
and, 24 h later, the first imaging session was performed (t =0) to
identify both microglial cells and amyloid plaques (at least three pla-
ques per mouse and field, two/three fields per mouse) for subsequent
tracking. Prior to the imaging acquisition, mice were anesthetized with
isoflurane (5.0% for induction, 1% to 1.5% for imaging) and head-fixed
to the microscope stage using the titanium bar. Imaging was done
using a custom-built two-photon microscope with a femtosecond
laser (Chameleon Ultra Il, Coherent, Inc). A 40x 0.8 NA water-
immersion objective (Olympus), and Scanlmage 3.8 Software written
in MATLAB (Mathworks; RRID:SCR_001622). Microglial imaging was
performed at 950 nm, later switched to 720 nm for visualizing amy-
loid plaques to distinguish between microglial subtypes. Low magnifi-
cation (0.36 pm/pixel) image stacks consisting of 100 single images
(512 x 512 pixels) taken at 2 um intervals (Z-step) were obtained
starting ~40-50 um below the brain's surface. Additionally, for a
more detailed characterization of amyloid plaques, high magnification
(0.18 um/pixel) image stacks (512 x 512 pixels) taken at 1 um inter-
vals (Z-step) were captured until the entire plaque was visualized.
After the first imaging session (t = 0), PLX5622 treatment was
started for 28 consecutive days, followed by exposure to control diet
again for 9 days to evaluate cellular repopulation. Methoxy-XO4 i.p
injections and image acquisition sessions were repeated at the end of
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PLX5622 treatment (t = 28) and after the repopulation period (t = 37).
All the images obtained were processed using Imaris software.

243 | 3D reconstruction and microglial
morphology analysis

Three-dimensional reconstruction of two-photon microscopy images
was performed using Imaris Software (V.10.0, Oxford Instruments).
Microglial cells and amyloid plaques were visualized by merging
images captured at 950 and 720 nm wavelength. An important aspect
of microglial morphology analysis was the identification of different
microglial subtypes. For this purpose, the Surface tool was used to
render amyloid plaques and reconstruct microglial soma. Microglial
soma located less than 20 um from amyloid plaques were classified as
plaque-associated microglia, while those situated further than 20 um
were referred to as non-plaque-associated microglia (Figure S51).
Microglial soma located within 10 um from the image edges were
excluded from the analysis to ensure the rendering of the complete
cell structure. To improve image quality, the Attenuation Correction
Extension of Imaris Software was employed to equalize image bright-
ness throughout the Z-stack. Additionally, microglial processes were
modeled using the Imaris Filament tool. The number of microglial
X04-positive cells was determined using the Spots tool and expressed
as the percentage of the total number of microglial cells in each area.
The analysis of microglial soma focused on measuring volume and
sphericity, while the analysis of microglial processes included total
length, sphericity, ramification index, and Sholl analysis. Amyloid pla-
que analysis involved measuring volume, sphericity, protein density,
and intensity standard deviation. Additional details on the object seg-
mentation algorithms used are provided in Figure 52.

2.5 | Statistical analysis

The statistical analysis was performed with GraphPad 10.0. Data were
analyzed by two-way-ANOVA (followed by Sidak's post-hoc test). All
data are expressed as mean * standard error of the mean (SEM). A
p-value < 0.05 was considered as statistically significant. The number
of mice used in each experiment is included in the figure legends.

3 | RESULTS

31 | Transcriptomic analysis of 5XFAD/FAAH /-
mice revealed a significant enrichment in
“inflammatory response” pathway and DAM
signature, as well as a significant downregulation of
“Alzheimer's disease™ pathway

In our study, RNA-seq analysis of hippocampi obtained from the

brains of 5xFAD and 5xFAD/FAAH ™/~ mice was employed to investi-
gate the transcriptomic alterations stemming from FAAH inactivation
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in AD context. We undertook differential gene expression analysis,
the results of which are depicted in a Volcano plot that delineates genes
significantly upregulated (red) and downregulated (blue) with an FDR-
adjusted p-value below .05, compared to those without significant
changes (gray) (Figure 1A, Table S3, and Additional material). Pathway
enrichment analysis, leveraging Hallmark gene sets and KEGG pathways,
unveiled biological processes that are modulated due to FAAH inactiva-
tion, as indicated by the Normalized Enrichment Scores (NES). These
pathways are associated with a variety of immune responses, including
TNFa, IL-6, and IFN signaling (Figure 1b). Gene Set Enrichment Analysis
(GSEA) revealed a significant enrichment in the “Inflammatory Response™
pathway (Figure 1b.d and Figure S4A,B), and a specific microglia sig-
nature from Grubman et al. (2021) (Figures 1F and S4C), while the
“Alzheimer’s disease™ (Figures 1c.e and 54B) pathway demonstrated
an inverse trend (Figure 1c.e).

3.2 | Faah gene inactivation altered the expression
pattern of genes associated with microglial function
in AD

We analyzed the expression of some genes known to be involved in
the Ap-induced activation of microglia to detect possible differences
due to the genetic inactivation of FAAH enzyme. We performed RT-
qPCR experiments to measure mRNA levels of toll-like receptor
4 (TIr4), NOD-like receptor protein 3 (NIrp3), ll1a, 11/, colony stimu-
lating factor 1 receptor (Csf-1r) and its ligand (Csf1l), cannabinoid
receptor subtype 2 (Cbor), and FAAH in WT groups (CTRL and
FAAH /) and AD animals (5xFAD and 5xFAD/FAAH /) (Figure 2).
As expected, the expression of all genes was significantly increased
in AD animals compared to WT groups, except for that of Faah,
which was significantly reduced. Additionally, expression levels of
NIrp3, 11145, and Csflr were significantly upregulated, while Csf1l and
Cbor were significantly downregulated in 5xFAD/FAAH '~ mice
compared to 5xFAD littermates.

3.3 | Microglial ablation with PLX5622 revealed a
FAAH-mediated differential response in the context
of AD

Then, we analyzed tissue samples obtained from 5xFAD and
5xFAD/FAAH ™'~ mice treated with PLX5622 or control diet for
28 days. This CSF1R-selective antagonist triggers apoptosis in
microglial cells, thus allowing for a precise evaluation of putative
changes after microglial deletion. To corroborate the ablating
effects of PLX5622 on microglia, we first analyzed IBA1 and CSF1R
protein levels in cerebral cortex lysates by western blot (Figure 3a,b).
As expected, IBA1 and CSF1R protein levels were reduced
after PLX5622 exposure, regardless of FAAH expression. Interest-
ingly, we observed that CSF1R protein levels were significantly
higher in 5xFAD/FAAH™/~ mice compared to 5xFAD control mice,
even though 5xFAD/FAAH /= control mice exhibited a significant
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top enriched pathways, with dot size correlating with the percentage of genes involved and color intensity representing FDR significance.

(c) Enrichment of KEGG pathways is shown by NES values; dot size indicates the percentage of genes in the set, and color denotes FDR
significance. (d-f) GSEA plots for the “Inflammatory Response,” “Alzheimer’s disease,” and microglia signature from Grubman et al. (2021),
respectively, with the x-axis representing gene rank, the y-axis showing the running enrichment score, and vertical lines indicating the position of
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the enrichment score at the peak of each plot.

decrease in Ibal expression (Figure 3ab). This observation suggests
a combined decrease in microgliosis together with an enhanced level
of CSF1R expression. Finally, we also assessed whether PLX5622
induced changes in mRNA levels of the same genes previously exam-
ined (Figure 3c-j). As expected, Faah expression remained unaf-
fected by microglial ablation (Figure 3J) and the expression of Tir4,
NlIrp3, Csfir, and llla was significantly reduced after treatment
(Figure 3c-e,g, respectively), irrespective of FAAH enzyme inactivity.
1117 and Cb,R mRNA levels were significantly decreased following
microglial ablation in 5xFAD/FAAH / mice but not in 5xFAD mice
(Figure 3f.h, respectively), in which the expression of Csf1l was sig-
nificantly reduced after treatment (Figure 3i). Furthermore, when
exposed to PLX5622, Cb,R expression was notably lower in 5xFAD/
FAAH/~ mice compared to 5xFAD mice.

3.4 | Plaque-associated microglia exhibited greater
resistance to PLX5622 compared to non-
plaque-associated microglia

We next performed an in vivo study of microglial function using
multiphoton microscopy. A cranial window was implanted on
5xFAD/Cx3cr1®F™* and 5xFAD/FAAH™/~/Cx3cr1®F*/= mice to
perform a longitudinal examination of the microglial response when
exposed to PLX5622 (Figure 4a). This approach allowed an in-depth
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characterization of microglial subtypes in the presence or absence
of FAAH activity and under the influence of amyloid-induced neu-
roinflammation. To test the PLX5622 microglia depleting effect, we
chronically imaged the microglia population before PLX5622 treat-
ment initiation (Day 0), after the chronic exposure to the CSF1R-
antagonist (Day 28), and after treatment withdrawal and microglial
repopulation (Day 37). Images were analyzed using Imaris 10.0
Spots tool, and the percentage of living cells relative to day O was
quantified (Figure 4b). To perform a detailed follow-up of the
microglial response, we differentiated “plaque-associated™” cells
(located at less than 20 um from amyloid plaque center) from “non-
plaque associated” cells (located >20 um from the plaque center).
These microglial subtypes showed different sensitivity to PLX5622
treatment. Specifically, 69% and 58% of plaque-associated micro-
glia in 5xFAD/Cx3cr1®F™~ and 5xFAD/FAAH ~/Cx3cr17/~
mice, respectively, survived after the PLX5622 treatment (Day 28;
Figure 4c.e), while 14% and 21% of living cells was observed for
non-plaque-associated microglia (Figure 4¢). FAAH deletion did not
cause significant differences in cell survival after 28 days of treat-
ment. At day 37 the glial population was restored to levels of those
on day O (Figure 4¢,d). These results suggest that plaque-associated
microglia may be less responsive to PLX5622 treatment than non-
plaque-associated microglia, and that both microglial subtypes have
similar repopulation rates regardless of FAAH activity under patho-
logical conditions.
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FIGURE 2 Amyloid pathology selectively modifies the expression levels of several key microglial genes. Expression levels of the microglial
markers Tir4 (a), Nirp3 (b), 11« (c), 1143 (d), Csf1r (e), and Cb; (f) were increased as a consequence of the enhanced amyloid production
characteristic of 5xFAD mice (‘p < .05; **p < .01; ***p = .001; ****p < .0001). Csf1/ expression levels (G), although of neuronal origin, were also
significantly modified due to the pathology (*p < .05; ***p = .001; ****p < .0001), Faah expression (H) decreased as in 5xFAD mice (*p < .05;
**p <.01; ****p < .0001). Data are presented as mean = standard error of the mean. N — 8 mice per group.

3.5 | Exposure to PLX5622 reveals unique
morphological features in neuritic plaque-associated
microglia in FAAH-deficient mice

We next aimed to characterize microglial morphology changes asso-
ciated with FAAH genetic inactivation in the context of AD and
microglial ablation. To achieve this, we performed a longitudinal
imaging study using in vive multiphoton microscopy while adminis-
tering PLX5622 to 5xFAD/Cx3cr1i®"™* and S5xFAD/FAAH~'-/
Cx3cr1®F™~ mice. Imaging sessions were performed at different
time-points and the images obtained after each session were pro-
cessed and three-dimensionally reconstructed and analyzed using
Imaris Software. First, we quantified the number of Sholl intersec-
tions of plaque-associated and non-plaque-associated microglia
(Figure 5). At Day 0, the Sholl analysis of S5xFAD/FAAH / /
Cx3cr1°F™~ plaque-associated microglia revealed a more complex
structure than that of 5xFAD/Cx3cr1® ™= mice, as observed by the
significantly higher number of Sholl intersections (Figure 5a). This
increased microglial complexity was also detected both after expo-
sure to PLX5622 at Day 28 (Figure 5b) as well as after repopulation
at Day 37 (Figure 5c). However, neither the genetic inactivation of
Faah nor PLX5622 exposure affected non-plaque-associated micro-
glial complexity (Figure 5d-f).

To characterize the morphological features of processes and

soma of microglia, images were reconstructed and analyzed using
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Imaris 10.0 filament and surface tools, respectively (Figure 6a.b).
Regarding cell processes of plaque-associated microglia, 5xFAD/
Cx3cr1SFP* mice showed significant morphological changes after
PLX5622 treatment, while the glia of 5xXFAD/FAAH / /Cx3cr1°77*
mice remained almost unaltered (Figure 6c-e). The glia from 5xFAD/
Cx3cr1®™ ' mice exhibited shorter processes (Figure 6c¢), with
higher sphericity (Figure éd), and lower ramification index (Figure ée)
than those of 5XFAD/FAAH '~ /Cx3cr1® ™ microglia. On the other
hand, the volume and soma sphericity of plaque-associated microglia
were not significantly affected by PLX5622 treatment (Figure S3A).
Finally, processes of non-plaque associated microglia were almost
unaffected by PLX5622 treatment (Figure 6f-h), while soma showed
lower sphericity and higher volume linked to 5xFAD/Cx3cr1°FP/+
mice (Figure S3B).

3.6 | PLX5622 treatment revealed changes in
phagocytic microglial activity linked to FAAH genetic
inactivation that also impacted the progression of
neuritic plaques

Time-lapse analysis of in vivo microglial dynamics allowed us to deter-
mine the effect of FAAH enzyme inactivation on the phagocytic activ-
ity of microglia and on the progression of the amyloid pathology.
Microglial phagocytic activity was determined by the presence or
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FIGURE 3 PLX5622 exposure induces the ablation of microglial cells in the brains of 5xFAD mice and significantly reduces the expression
levels of microglial markers. (a) IBA1 protein levels were significantly lower in FAAH-lacking AD mice (**p < .01); Ibal was significantly diminished
after treatment with PLX5622 in both 5xFAD and 5xFAD/FAAH '~ mice (""*"p < .0001). (b) CSF1R protein levels were increased in FAAH 7
mice and significantly reduced after treatment with PLX5622 (*p < .05). mRNA levels of TIrd (c), Nirp3 (d), ll1a (e), I114 (f), and Csf1r (g) were
dramatically reduced after treatment with the CSF1R antagonist, PLX5622 (**p < .01; ***p = .001; ****p < .0001). (H) Cb, mRNA levels were
diminished in 5xFAD/FAAH * but not in 5xFAD mice (*p < .05; **p < .01), probably due to the restricted expression of this receptor in plague-
associated microglia, which exhibited significantly higher resistance to PLX5622 treatment (see text). (i) The neuronal marker Csfil was also
affected by PLX5622 treatment (**p < .01), but no differences were found between genotypes. (j) Faah expression was significantly lower in
5xFAD/FAAH " mice (****p < .0001) and remained unaltered after exposure to PLX5622. Data are presented as mean + standard error of the
mean. N = 8 mice per group.

absence of methoxy-X04 labeling in microglia and we identified and expressed as the percentage of the total number of microglial
X04-positive microglia as cells with potential phagocytic role cells (Figure 7b). After 28 days of PLX5622 exposure, we observed
(Figure 7a). The number of microglial X04-positive cells was quantified that Faah gene inactivation was associated with a significant increase
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lapse in vivo multiphoton microscopy images of the effect of PLX5622 on microglial survival. After 28 days of exposure to PLX5622 (middle
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9 days after the return to normal diet (Day 37), a significant re-population was evident (right panel). Bottom: 3D reconstructions of the
microscope fields shown. (c) Time-course of the ablation and subsequent re-population process of plague-associated (<20 um distance from
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7~ 1Cx3cr1FP'*, respectively.

(e) The rate of survival of microglial cells was significantly lower in non-plaque associated microglial cells (NPA) than in those located in

close vicinity to these pathological structures (plaque-associated cells, PA), independently of the genotype (***p

001; ****p < .0001). Data

are presented as mean + standard error of the mean. N = 8-9 mice per group.

in the percentage of X04-positive microglial cells (Figure 7b), suggest-
ing an enhanced phagocytic activity.

We also analyzed several structural features of amyloid plaques
(Figure 7c-h). Our data show that amyloid plaques in 5xFAD/
FAAH ™/~ /Cx3cr16FP/+
PLX5622 treatment (except for an increase in plaque density at day
28) (Figure 7f). Plaques in 5xFAD/Cx3cr1®"" mice, however,
showed larger plaque volume (Figure 7d) and reduced plaque sphe-
ricity (Figure 7e) than those in 5xFAD/FAAH '~ /Cx3cr1®7/* mice
at Days 28 and 37. Therefore, we conclude that the lack of FAAH

mice remained almost unaffected by
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activity resulted in different plaque progression patterns following

microglia ablation.

4 | DISCUSSION

Intraneuronal deposits of abnormal tau tangles, reduced levels of ace-
tylcholinesterase, and formation of Afi-plaques have long been recog-
nized as the primary pathological hallmarks of AD in the brain. Recent
evidence suggests the involvement of additional mechanisms of
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FIGURE 5 Time-course Sholl analysis of microglial morphological complexity. (A to C) Arborization complexity of plaque-associated 5xFAD/

Cx3cr1®™* versus 5xFAD/FAAH /~ /Cx3cr1®™/* microglia before the treatment with PLX5622 (day 0), the last day of treatment (Day 28), and
9 days after recovery (Day 37); microglia from FAAH-lacking mice exhibited increased complexity at all time points studied (*p < .05; **p < .01;
***p = .001; ****p < .0001). (d-f) Sholl analysis of non-plaque associated microglia revealed no differences between groups at the time points
studied in this glial subpopulation. Data are presented as mean + standard error of the mean. N = 8~11 mice per group.

disease to further explain the pathogenesis of AD. Particularly, neu-
roinflammation has emerged as a critical player in AD progression,
together with the identification of AD risk genes associated with
innate immune functions, particularly in microglial cells. Regarding the
underlying physiology, there is a significant imperative to understand
and regulate interactions between the neurons and microglial cells, to
develop approaches that may prevent or delay disease's progression
(Kiraly et al,, 2023; Leng & Edison, 2021).

In this study, we demonstrate that the chronic increase in endo-
cannabinoid tone in a mouse model of AD is associated with a genetic
profile that triggers an exacerbated inflammatory response. Paradoxi-
cally, this finding is accompanied by a lower expression of genes asso-
ciated with AD development. This modulation may be mediated by
changes in the expression of certain microglial genes, as well as by
changes in morphology and activity of microglia in the absence of
FAAH. Specifically, FAAH-lacking AD mice showed an upregulation
of genes involved in several inflammatory signaling pathways and a
DAM genetic profile, whereas the expression of genes associated
with AD development was downregulated. Furthermore, after 28 days
of PLX5622-induced microglial ablation, we observed that plaque-
assodated, but not non-plaque-associated, microglial cells in 5xFAD/
FAAH '~ mice exhibited a more stable morphological profile (including
longer, more ramified, and less spherical processes) and an enhanced
uptake of Ap peptides, along with a reduced growth of amyloid plaques
compared to those observed in 5xFAD mice. Consequently, our find-
ings seem to show that, although FAAH is not expressed by microglial
cells, it may modulate their functions.
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Our previously published data, also obtained in 5xFAD and 5xFAD/
FAAH '~ mice, pointed that the genetic inhibition of FAAH in the con-
text of AD lead to a pro-inflammatory environment that prevents mem-
ory impairment, preserves synaptic plasticity, and decreases amyloid
peptide deposition (Aparicio et al., 2018; Benito et al., 2003; Ruiz-Pérez
et al., 2021; Vazquez, Toldn, Pazos, et al., 2015). This paradoxical associ-
ation between exacerbated neuroinflammation and neuroprotective
effects in the context of Faah gene inactivation was confirmed by the
transcriptomic analysis performed in the present study. The most inter-
esting results emerged when we analyzed data from GSEA. Hallmark
enrichment analysis detected a significant over-expression of genes
associated with cellular processes and signaling pathways involved in
inflammatory response (Figure 1d). In contrast, KEGG enrichment analy-
sis showed a significant downregulation of genes that usually contribute
to AD progression (Figure 1e). Moreover, we have recently reported an
overexpression of TREM2 and CTSD phagocytic-related microglial
receptors, which was specifically associated to Faah deletion in patho-
logical conditions (Ruiz-Pérez et al,, 2021). These two genes are com-
monly associated with the DAM signature and their over-expression
indicated the presence of a DAM-enriched microglial population in
5xFAD/FAAH /
transcriptional signature associated with DAM defined by Grubman
et al. (2021). We found that these genes were significantly upregulated
in 5xFAD/FAAH '~ mice compared to 5xFAD mice (Figure 1f). This
finding supports the presence of a DAM-enriched microglial population
in the brains of 5xFAD/FAAH '~ mice, as highlighted in our previous
work (Ruiz-Pérez et al, 2021). Consequently, it appears that the

brains. In the present study, we also evaluated the
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reconstruction (Imaris) of in vivo multiphoton images of microglial processes. Faah gene inactivation prevented PLX5622-induced changes in
morphological features of microglial processes in plaque-associated cells; total length (c), sphericity (d), and ramification index (e) were
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to genotype (*p < .05; **p < .01). Data are presented as mean + standard error of the mean. N = 8-11 mice per group.

induction of the DAM profile has a beneficial impact regarding amyloid-
osis levels when FAAH is genetically inactivated. However, the
contribution of DAM microglia to AD progression is still under
investigation. For instance, recent studies have suggested that the
progression of neurodegeneration in AD is not directly linked to
DAM genes (Sobue et al., 2023). Nonetheless, it is evident that the
dysfunction of homeostatic microglia is closely associated with AD
progression (Holtman et al., 2015; Sobue et al., 2023).

We analyzed next the expression of specific genes which are
related to microglial activation to study possible differences when
FAAH is genetically activated. In AD, Ap induces TLR4 activation in
microglia and promotes the activation of NF-kB and the production
of pro-inflammatory cytokines, such as IL1§ (Wu et al., 2022). Addi-
tionally, NLRP3 inflammasome activation mainly occurs in microglia
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and leads to the production of several inflammatory cytokines, like
IL-1p and IL-1a (Sobue et al., 2023), playing a key role in the devel-
opment and progression of Afi-plaque formation (Hanslik &
Ulland, 2020). Consequently, we measured mRNA levels of Tir4,
Nirp3, I11p, and llla in WT and AD mice to check whether Faah
gene inactivation changes their expression levels. As expected, we
detected a general increase in mRNA expression of these genes
due to the AD pathology, being the expression of Nirp3 and 1115
higher in 5xFAD/FAAH™'
(Figure 2b,d).

Together with the evaluation of the expression of genes

mice when compared with 5xFAD mice

related to microglia activation, we also measured the expression of
colony stimulating factor 1 (CSF1L) and its receptor (CSF1R). CSF1R

is predominantly expressed in microglia and CSF1L is generally
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FIGURE 7 FAAH inactivation induced a significant increase in microglial phagocytosis and changes in neuritic plagues features,

(a) Representative 3D reconstruction (Imaris) of in vivo multiphoton images of microglia-plaque interaction. This approach allowed for the precise
observation and quantification of amyloid effectively being phagocytosed (internalized) by microglial cells. In green: Microglial soma associated to
GFP expression in this mouse model. In blue: Amyloid peptide plaque associated to X04 fluorescent signal. (b) The percentage of X04-positive
microglial was significantly higher in SXFAD/FAAH / /Cx3cr1S7™ than in 5xFAD/Cx3cr1%®/" mice (*p < .05; **p < .01; ***p = .001).

(c) Representative 3D reconstruction (Imaris) of a neuritic plaque stained with X04; this approach allowed a detailed description of key structural
features of these pathological deposits. An increased fluorescent intensity is associated to a higher concentration of amyloid peptide into the
plaque associated to X04 fluorescent signal. (d to h) The analysis of amyloid plaques revealed that the Faah gene inactivation prevented the

increase in plaque volume that was observed in SxFAD/Cx3cr1%F %/

mice and led to an increased sphericity (*p < .05; **p < .01; ***p = .001).

Data are presented as mean * standard error of the mean. N = 8-11 mice per group.

expressed by neurons and astrocytes in the CNS (Bo & Bo, 2022;
Easley-Neal et al, 2019). Interestingly, CSF-1R signaling and the
expression of CSF-1L can be significantly upregulated during inflamma-
tion (Bo & Bo, 2022). In the homeostatic brain, a baseline level of
CSF1L helps to maintain microglial roles of synaptic pruning, release of
neurotrophic factors, and promotion of brain connectivity (Bo &
Bo, 2022). However, changes in CSF1L secretion from neurons and
astrocytes and increases in CSF1R expression have been described in
various pathological conditions of the CNS and are considered activat-
ing factors for resting microglia (Bo & Bo, 2022). Additionally, the upre-
gulation of CSF1R expression has been linked to the DAM profile (Han
et al., 2022; Keren-Shaul et al., 2017). In our study, we found a signifi-
cant elevation in CSF1R expression (Figure 2e) and a reduction in
CSF1L expression (Figure 2g) in 5xFAD/FAAH ™'~ mice compared to
5xFAD mice. Importantly, these changes were concomitant with
decreased microgliosis, as indicated by lower levels of Ibal protein
(Figure 3a). Decreased microgliosis in 5xFAD/FAAH ™'~ mice has been
previously observed by our group by means of Ibal- cell densitometry

248

(Vazquez, Tolén, Grande, et al., 2015) and flow cytometry (Aparicio
et al., 2018). This observation may be linked to the DAM profile exhib-
ited by microglia in SxFAD/FAAH'~ mice and could also explain the
preservation of homeostatic microglial functions observed in these mice,
such as hippocampal synaptic plasticity, dendritic spine density, and
uptake of Ap (Ruiz-Pérez et al., 2021). Considering our present results,
we suggest that neuroinflammation associated with FAAH genetic inacti-
vation is linked to DAM profile development, which involved changes in
CSF1R-axis, that could be, at least in part, responsible for the significant
amelioration of the pathology detected in 5xFAD/FAAH ™~ mice.

To understand the triggering mechanisms and regulatory check-
points associated with the role of microglia in AD, and additionally as
a novel approach to treat neurogenerative diseases, CSF1R inhibitors,
such as PLX562, are emerging (Han et al, 2022; Spangenberg
et al., 2019). In this way, we also explored whether a pharmacological
challenge to microglia could unveil additional features affected by the
genetic inactivation of Faah. To that end, we employed PLX5622,

known to induce a powerful apoptotic response in cells of myeloid
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origin, including microglia (Spangenberg et al., 2019). In addition to
the expected decrease in microglial markers (TLR4, CSF1R, CB,) trig-
gered by the administration of PLX5622 (Figure 3c,g.h), we also found
significant decreases in markers of diverse cellular origin, that is, IL1q,
IL1p, and CSFIL (Figure 3ef,i). Importantly, Faah expression levels
remained unaltered, confirming that microglial cells exhibit very low
expression levels (if any) of this enzyme, as previously described by
Muccioli and Stella (Muccioli & Stella, 2008) and that the effects asso-
ciated to FAAH gene inactivation on microglia observed in this and
previous studies (Ativie et al., 2015) reflect a hetero-cellular regulation
by other glial and/or neuronal cells.

Additionally, the use of PLX5622 allowed us to define and study
two different populations of microglia according to their proximity to
amyloid plaques: plaque-associated and non-plaque-associated micro-
glia. Our study aimed to assess whether the genetic inactivation of
Faah and the resulting pro-inflammatory environment leads to mor-
phological and in situ functional differences in these two populations
of microglial cells after their ablation induced by PLX5622 and
subsequent repopulation. Microglial morphology and changes in
plaque-associated microglia have been described as indicators of
inflammatory response (Kwon & Koh, 2020). By using intravital multi-
photon microscopy, we observed a surviving microglial population
after 28 days of PLX5622 exposure and a rapid repopulation after
CSF1R inhibition withdrawal (Elmore et al, 2018; Spangenberg
et al, 2019). Our findings revealed that microglia associated with pla-
ques display increased resistance to PLX5622 treatment compared to
those not associated with plaques (Figure 4c e). These data agree with
those of Spangenberg et al. (2019), who suggested that the enhanced
survival of plaque-associated microglia may be linked to the expres-
sion of several markers of the DAM profile in the hippocampus of
PLX5622-treated 5xFAD mice, such as CSF1R. In fact, previous
works, that also used PLX5622 to cause microglial ablation and ana-
lyzed its consequences to AD pathology, described that the Ibal+
cells detected in the brains of PLX5622-treated animals did co-
express CSFAR and seem to be resistant to the PLX5622 treatment
{Spangenberg et al., 2016; Unger et al., 2018). However, further char-
acterization should be required to delineate the precise role of DAM
in the progression of neuritic plaques (Spangenberg et al., 2019).

We also analyzed microglial morphology due to its close relation
to cellular function (Lier et al., 2021). Some of the parameters exten-
sively used to assess this analysis are sphericity, volume, length,
and number of endpoints of microglial processes, among others
(Torres-Platas et al., 2014; Vidal-Itriago et al., 2022; Zhou et al.,
2022). Our results indicate that the lack of Faah activity in AD may
contribute to increased branching complexity of plaque-associated
microglia (Figures 5a-c and 6c). This complexity remained stable
throughout PLX5622 exposure. In contrast, 5xFAD mice exhibited
morphological changes typically associated with microglial transition
into a more amoeboid state.

Ramified morphology was long thought to be adopted by micro-
glial cells under physiological conditions and were termed as “resting
microglia” (Wendimu & Hooks, 2022). In contrast, ameboid shape
with thickened and retracted processes was traditionally linked to an
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activation state associated with the enhancement of several glial func-
tions like migration, antigen presentation, or phagocytosis (Kaur
et al., 1985; Madore et al., 2013; Parakalan et al., 2012). Nevertheless,
this two-state microglial activation paradigm seems now outdated due
to the discovery through ultrastructural analysis of alternative micro-
glial phenotypes (Savage et al.,, 2018; Sierra et al.,, 2016). Moreover,
in vivo two-photon imaging data has revealed that microglia are con-
tinuously active in the CNS, being able to phagocytose cellular debris
through their terminal branches. It is also generally accepted that
ameboid microglia exhibit reduced phagocytic activity (Abiega
et al, 2016; Davalos et al, 2005; Nimmerjahn et al, 2005; Sierra
et al., 2010; VanRyzin et al., 2019). Therefore, microglia react to dif-
ferent factors such as species, sex, age, specific brain area, and health
or disease conditions by transitioning to different states and display-
ing several functions (Paolicelli et al., 2022).

Our data indicate that, despite FAAH not being expressed in micro-
glia, the absence of FAAH activity impairs microglial function, which, in
tum, triggers significant changes in neuritic plaque structural features.
We observed a progressive increase in plaque volume in 5xFAD mice
(Figure 7d), whereas 5xFAD/FAAH /~ mice exhibited an unaltered pro-
gression of neuritic plaque volume alongside an increased number of
X04-+ microglial cells (Figure 7bd, respectively), despite the more rami-
fied morphology of their plaque-associated microglia. In addition, these
mice showed plaques with increased density after PLX5622 exposure
(Figure 7f). These observations are in accord with previous reports show-
ing that microgiial depletion by CSF1R antagonism leads to increased pla-
que size (Clayton et al., 2021; Deczkowska et al, 2018), and confirm a
critical role for microglia in maintaining compact-like plagues, thereby
limiting the growth of amyloid plagues and potentially slowing the pro-
gression of neuritic dystrophy (Kiani Shabestari et al, 2022; Zhao
et al., 2017). Although the neuroprotective or detrimental role of micro-
glia in AD progression is still a subject of debate (Casali et al., 2020),
FAAH may be considered as a relevant modulator of microglial function,
specifically in microglia located near neuritic plaques.

5 | CONCLUSIONS

In the present work, we demonstrate that chronic increase in endocan-
nabinoid tone due to FAAH genetic inactivation in a mouse model of AD
leads to a gene expression profile that triggers an exacerbated inflamma-
tory response, which is paradoxically coupled to a lower expression of
genes associated with AD development. This modulation seems to be
influenced by alterations in the expression of certain microglial genes
together with changes in microglial morphology and function following
Faah gene inactivation. Specifically, our studies revealed an increase in
the expression of genes linked to a DAM signature, suggesting an enrich-
ment of this microglial population in 5xFAD/FAAH ™'~ mice brains. Addi-
tionally, after 28 days of pharmacological microglial ablation induced by
PLX5622, we observed that plaque-associated microglial cells in SxFAD/
FAAH /' mice exhibited a more stable morphological profile that
enhanced the uptake of Al peptides and reduced the growth of amyloid
plaques compared to those in 5xFAD mice.
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In summary, our findings showed that, although FAAH is not
expressed by microglial cells, it may modulate their functions, leading
to neuroprotective effects associated, paradoxically, to an exacer-
bated inflammatory response. Taken together, the present data high-
light FAAH as a potential therapeutic target in AD.
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