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file:///C:/Users/sarat/Desktop/CV%20tribunales/tesis%20con%20correcciones%20y%20formato%20(Reparado)%20(1)Con%20números%20de%20pag.docx%23_Toc21946239
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Capitulo I: Introduccién

Los lipidos son moléculas o compuestos de moléculas que presentan propiedades
hidrofobicas, es decir, se caracterizan por ser solubles en disolventes organicos y ser escasamente
solubles en disolventes acuosos (Cammack et al., 2006). Estas biomoléculas, que presentan
generalmente heterogeneidad, estan formadas basicamente por cadenas de carbono, hidrégeno
y, en menor proporcion, oxigeno y pueden contener entre sus cadenas de carbono elementos
como fosforo, nitrogeno y azufre. De esta manera, segun sus propiedades quimicas, los lipidos
se podrian clasificar en grupos de acidos grasos, fosfolipidos, esteroles, esfingolipidos, terpenos
y otros (Christie, 2003). La clasificacion de los lipidos no es tarea sencilla, teniendo en cuenta
que son sustancias con cardcter hidrofobico o anfipatico. Pueden originarse a partir de
carbaniones, formados por la condensacion de tioésteres (acidos grasos, policétidas, etc...) y/ o
por carbacationes, a partir de la condensacion de unidades de isoprenos (dando lugar a prenoles,
esteroles, entre otros), pudiéndose subdividir en grupos simples, donde el resultado de la
hidrolisis de dicho lipido pueden ser dos productos (por ejemplo, &cidos grasos) o grupos
complejos, cuando el resultado son mas de tres productos (como los glicerofosfolipidos) (Fahy
et. al., 2005).

Varios estudios intentan clasificar y categorizar a los lipidos en 8 grupos que comprenden
a los acilos grasos, glicerolipidos, glicerofosfolipidos, esfingolipidos, esteroles, prenoles,

sacarolipidos y policétidos (Fahy et al., 2005, 2009; Knobloch, 2017) (tabla 1).
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Clase Ejemplo de lipidos
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acetilglucosamina
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Policétidos Y

Y » |

—a —a” H

Aflatoxin B1

Tabla 1: Categorias lipidicas y ejemplos (modificada de Fahy et al., 2005).

1.1 Clasificacion y categorizacion de lipidos

1.1.1 Acilos grasos

Los acilos grasos participan en la formacioén de lipidos con estructuras complejas, por
ello, son fundamentales para los lipidos bioldgicos, puesto que cualquier variacion en las cadenas
de los acidos grasos, ya sea en longitud o por la presencia de dobles enlaces, contribuiran en la
modificaciones de las propiedades y/o en sus funciones (Fahy et al., 2005; Taguchi & Ishikawa,
2010). Dentro de los acilos grasos se encuentran las clases de acidos grasos y conjugados, que
se caracterizan por tener series repetidas de metileno, que le confieren propiedades hidrofobicas,
y un grupo de 4cido carboxilico (Fahy et al., 2005). La longitud de sus cadenas de carbono es
variable y puede contener dobles e incluso triples enlaces, ademas de heteroatomos de oxigeno,
hal6égeno y nitrogeno que pueden unirse a los carbonos, originando subclases de lipidos (Fahy et
al., 2005; Schick, 1987). Estas clases de lipidos no solamente se encuentran en la naturaleza en
forma de cadenas lineales o cadenas formando bloque, sino que pueden encontrarse formando
estructuras ciclicas con tres o seis anillos, como es el caso del 4cido graso ciclopentil (Fahy et
al., 2005). Segun el numero de carbonos de la cadena, el de heteroatomos y las ramificaciones

se podrian definir distintas subclases de acilos grasos (Fahy et al., 2005).
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1.1.2 Glicerolipidos

Los glicerolipidos se caracterizan por constituir lipidos con un grupo glicerol (propano 1,
2, 3 - triol, grupo alcohol con tres grupos hidroxilos) que pueden estar sustituidos en posiciones
mono, di y tri unidos a cadenas de acidos grasos, formando subclases denominadas
acilogliceroles (Coleman & Lee, 2004; Stam, Schoonderwoerd, & Hiilsmann, 1987) mediante el
mecanismo de esterificacion, formando lipidos saponificables. La union del grupo glicerol a
glucidos da lugar a otra subclase de glicerolipidos denominada gliceroglucolipidos mediante la
via del enlace glucosidico (P&hlsson et al., 2001). En general, la estructura de los glicerolipidos
suele ser lineal, aunque también existen macrociclos de éster lipidicos que estan presenten en

membranas de arqueobacterias (Koga, Nishihara, Morii, & Akagawa-Matsushita, 1993).

1.1.3 Glicerofosfolipidos

Por su importancia, los glicerofosfolipidos se agrupan en una categoria distinta a la de los
glicerolipidos, aunque presentan la misma estructura principal, un grupo glicerol trisustituido.
Estos lipidos tienen propiedades que los hacen componentes esenciales para las células, puesto
que presentan una parte de su estructura denominada “cabeza” con propiedades hidrofilicas y
una cadena de hidrocarburos con carédcter apolar, lo que permite la formacion de bicapas
necesarias para la formacion de una célula (Peret6, Lopez-Garcia, & Moreira, 2004).
Dependiendo de la naturaleza del grupo polar y de la posicion que ocupa la alquilacion dentro
de la cadena del glicerol en sn-3 (en eucariotas y procariotas) o en sn-2 (en arqueobacterias),
pueden aparecer diferentes subclases dentro de esta categoria (Fahy et al., 2005; Pereto et al.,
2004). La formacion de esta clase de lipidos se basa en la esterificacion de dos cadenas de acidos
grasos al esqueleto de glicerol, quedando la posicion libre unida a un grupo fosfato (por ejemplo,

el acido fosfatico que se detallard en los siguientes puntos de la tesis).
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Los glicerofosfolipidos, ademas de servir como un componente primario de la estructura
de las membranas celulares y de los sitios de union a proteinas intracelulares e intercelulares,
pueden actuar en células eucariotas como precursores de, o ser ellos mismos, segundos
mensajeros derivados de la membrana (por ejemplo, el 4cido lisofosfatico, que se caracteriza por
ser un lipido sefnalizador) (Fahy et al., 2005). Por tltimo, una subclase dentro de esta categoria
denominada como glicerofosfolipidos oxidados, esta compuesta por moléculas en las que una o
mas de las cadenas laterales se han oxidado. Ademas, se dispone de varias descripciones
generales sobre la clasificacion, nomenclatura, metabolismo y perfil de los glicerofosfolipidos

(Cevc, Allen, & Neidleman, 1993; Coleman & Lee, 2004; Cronan, 2003).

1.1.4 Esfingolipidos

Los esfingolipidos son estructuras complejas formadas por una cadena considerada base
y denominada esfingosina (1,3-dihidroxi-2-amino-4-octadeceno). Estan constituidas por un
compuesto de serina y una cadena de acilo graso, dando lugar a productos como ceramidas (union
de esfingosina y acidos grasos), fosfoesfingolipidos, glucoesfingolipidos y otros incluyendo a

derivados de proteinas (Taniguchi et. al., 2002).

La estructura de los esfingolipidos presenta variaciones lo que le confiere diferentes
caracteristicas y por ello, diferentes funciones significativas; como por ejemplo, las bases de
esfingosinas que se encuentran en la dermis presentando grupos de hidroxilos adicionales, bien
en la posicion 4 (denomindndose fitoceramidas) o bien en la posicion 6 de la base de esfingosina,
creando diferencias en las estructuras que permiten la interaccion entre moléculas vecinas, lo que
refuerza la permeabilidad de la barrera de la piel (Fahy et al., 2005). Existen también otras
estructuras que son bases andlogas a las esfingosinas, con largas cadenas de alquil unidas a grupo

amino y grupos hidroxilos, que aunque presentan diferentes caracteristicas, cumplen funciones
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semejantes a esta categoria ya que presentan actividades como inhibidores o antagonistas (Fahy

et al., 2005).

1.1.5 Lipidos Esteroles

Esta categoria de lipidos se subdivide segun sus funciones biologicas. Dentro de esta clase,
se encuentra el colesterol y sus derivados, que constituyen uno de los componentes principales
de la membrana celular (Bach & Wachtel, 2003). Los esteroides que se caracterizan por la
condensacion de cuatro anillos, presentan funciones o roles diferentes tales como hormonas y
moléculas de sefializacion (Tsai & O’Malley, 1994). Las diferentes subclases se presentan segin
el numero de carbonos que forman los anillos condensados, permitiendo la formacién de
moléculas mas complejas como los progestagenos, glucocorticoides o mineralocorticodes (que
contienen 21 atomos), asi como varias formas de la vitamina D (Jones, Strugnell& Deluca, 1998;

Russell, 2003) .

1.1.6 Lipidos Prenoles

Los prenoles son sintetizados a partir de los 5 carbonos obtenidos del difosfato de isopentenil
y difosfato dimetilalilo a través de la via del mecanismo del dcido mevalonico (Kuzuyama &
Seto, 2003). Existen otras vias y mecanismos de sintesis a partir de precursores de isoprenoides
que se forman mediante la union de unidades de 5 carbonos sucesivas, clasificindose en nimeros
de terpenos. Dentro de este grupo se encuentran estructuras importantes como los precursores de
la vitamina A (Demmig-Adams & Adams, 2002; Porter & Spurgeon, 1981), vitamina E y K,
puesto que se encuentran compuestos de isoprenoides unidas a ubiquinonas e hidroquinonas
(Meganathan, 2001; Ricciarelli, Zingg& Azzi, 2001). Las estructuras formadas por poliprenoles
y sus derivados fosforilados participan en el transporte de los oligosacaridos a través de las

membranas celulares (Fahy et al., 2005), ya que en el citoplasma celular, los azucares de fosfatos
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de poliprenol y los azicares de difosfatos de poliprenol participan en reacciones de glicosilacion
(Raetz & Whitfield, 2002). En cambio, en el medio extracelular, participan en la biosintesis de

polisacaridos (Lazar & Walker, 2002).

1.1.7 Sacarolipidos

Los sacarolipidos son compuestos constituidos por la unién de 4cidos grasos a una base
estructural de azicar, manteniéndose las propiedades que permiten interaccionar con la bicapa
de la membrana celular. Los mas conocidos son los precursores de los lipidos A (componentes
principales de la membrana Gram negativa de las bacterias) formados a partir de la acilacion de

la glucosamina (Raetz & Whitfield, 2002).

1.1.8. Policétidos

Los policétidos se sintetizan a través de enzimas clasicas, enzimas iterativas y
multimodulares con sitios activos semiautbnomos que comparten caracteristicas mecanicas con
las sintasas de 4acidos grasos, incluida la participacion de proteinas transportadoras de acilo; sin
embargo, las policétido sintasas generan una diversidad mucho mayor de estructuras de
productos naturales (Khosla et al., 1999; Walsh, 2004), muchas de las cuales tienen las mismas
propiedades que los lipidos (Fahy et al., 2005). Las policétido sintasas de clase I, forman lactonas
macrociclicas restringidas, que varian tipicamente en tamafio de 14 a 40 atomos, mientras que
las policétidos sintasas de clase II y III generan sistemas complejos de anillos aromaticos
(Khosla, Gokhale, Jacobsen, & Cane, 1999; Walsh, 2004) .

Muchas de las estructuras denominadas policétidas o derivados son usadas como
antimicrobianos, antiparasitos e incluso como agentes antitumorales (tetraciclinas, avermectinas,

etc) (Fahy et al., 2005).
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-E ANALISIS DE LIPIDOS

Los avances en la tecnologia aplicada al analisis de lipidos han facilitado la deteccion,
identificacion y determinacion del perfil de especies lipidicas en tejidos y en suero. El lipidoma
es el perfil y la cuantificacion, a gran escala, de moléculas de lipidos biogénicos, que incluye un
estudio exhaustivo de sus vias y una interpretacion fisioldgica basado en el analisis quimico y en
el estadistico (Watson, 2006; Wenk, 2005). Por lo que el lipidoma, no solo aporta informacion
sobre las funciones fisiologicas de las moléculas de lipidos, sino que también ofrece un enfoque
para descubrir biomarcadores importantes para el diagnostico o tratamiento de enfermedades,
puesto que la obtencion del analisis descriptivo de la composicion lipidica puede proporcionar
una base para una investigacion adicional de la sefializacion celular y las vias metabolicas, tanto
en condiciones fisioldgicas como patoldgicas (Rappley et al., 2009).

Los estudios recientes del lipidoma se basan principalmente en areas que incluyen la
identificacion de nuevas moléculas lipidicas, en el desarrollo de métodos de cuantificacion, en
el andlisis de vias metabolicas, ademas del mapeo del tejido alterado y de aprovechamientos
bioinformaticos para el disefio molecular (Han, Yang, & Gross, 2012; Wang et al., 2016).

A continuacion, se hard una revision de las principales técnicas analiticas para la detencion

de lipidos, comentando las principales ventajas e inconvenientes de cada una de ellas.

2.1 Técnicas basadas en la espectrometria de masas aplicadas a estudios
lipidomicos

Entre las técnicas basadas en espectrometria de masas aplicadas a estudios lipidémicos, las
analiticas son actualmente las herramientas méas ampliamente utilizadas y efectivas para

determinar el perfil y la cuantificacion de lipidos debido a la alta capacidad para el analisis
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cualitativo y cuantitativo (Hu & Zhang, 2018). Estas técnicas permiten la identificacion de
lipidos en funcion del nimero total de carbonos, de dobles enlaces en sus cadenas de acilo y del
peso molecular. El procedimiento llevado a cabo para el anélisis de lipidos requiere una etapa
pretratamiento de la muestra, de extraccion de los lipidos y de analisis de los espectros obtenidos
(Hu & Zhang, 2018). Los lipidos en disolucion pueden ser analizados mediante sondas de
introduccion directa o por el acoplamiento de sistemas cromatograficos a los detectores de masas
(técnicas analiticas hifenadas). Otra alternativa surge del andlisis de lipidos en tejido o en
muestras celulares donde se emplea la espectrometria de masas de iméagenes (Yang & Han,
2016).

2.1.1 Sonda directa en espectrometria de masas

Es un método analitico que no necesita una separacion previa de la muestra, por lo que la
muestra se introduce directamente en el espectroémetro con la ayuda de un soporte o una sonda
(compuesta por una bomba de jeringas). Esta técnica es rapida y reproducible en comparacion
con otros métodos; ademas, permite el analisis de pequefias muestras (Hu & Zhang, 2018).

2.1.2 Espectrometria de masas acoplada a la cromatografia

Los métodos de analisis que implican una separacion previa de la muestra extraida reducen
el efecto de la matriz (posibles sefiales procedentes de sustancias diferentes al analito),
permitiendo la separacion de isomeros y mejorando la calidad de resolucion de los lipidos a baja
concentracion. Estas técnicas se convierten en necesarias para un analisis extenso del lipidoma
de muestras biologicas complejas. Las tecnologias mas utilizadas para la separacioén son la
cromatografia en capa fina, cromatografia de gases, cromatografia liquida, cromatografia liquida
por exclusion y cromatografia de fluidos supercriticos (Hu & Zhang, 2018).

La cromatografia en capa fina (CCF) puede separar mezclas de lipidos en categorias

lipidicas de forma mas répida y economica que la cromatografia liquida y la cromatografia de
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gases. Sin embargo, este método no es adecuado para muestras pequefias, ya que presenta baja
eficacia en la separacidon y requiere de cantidades mayores de muestra en comparacién con
técnicas directas, en las que no se necesita separacion previa al analisis. Por lo general, la CCF
se puede acoplar a la espectroscopia de masas por desorcién/ionizacion mediante laser asistida
por matriz (MALDI) (Griesinger et al., 2014; Ruh et al., 2013).

En cuanto a la cromatografia de gases (CG), es una técnica separativa con una alta
eficiencia adecuada para compuestos volatiles. Este método, acoplado a la espectroscopia de
masas, es actualmente el usado para la determinacion de acilos grasos y cuantificacion de
colesterol (Son et al., 2014; Zanfini et al., 2014). Sin embargo, su restriccion respecto a los
lipidos volatiles, limita su uso (Hu & Zhang, 2018).

La cromatografia liquida (CL) es el método de cromatografia més universal, se puede
acoplar facilmente a la espectrometria de masas y es adecuado para la separacion de lipidos tanto
volatiles como no volatiles. La técnica de HPLC (del inglés High Performance Liquid
Chromatography, cromatografia liquida de alta eficacia) muestra una alta eficiencia de
separacion y selectividad), lo que la convierte en el método de separacidon mas popular y

ampliamente utilizado en lipidémica (Hu Ting 2018).

2.1.3 Espectroscopia de masas basada en imagen

La espectroscopia de masas basada en imagen es un método relativamente novedoso que
proporciona la visualizacion y distribucion individual de moléculas lipidicas en el tejido. Por
ello, permite conocer la distribucion de especies de lipidos individuales pudiendo asi investigar
diferentes procesos biologicos asociados a su distribucion espacial (Hu & Zhang, 2018; Yang &
Han, 2016). Este método es sensible, rapido y permite la deteccion de moléculas de pequeio

tamafio (Trim & Snel, 2016).
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2.2 Sistemas de ionizacion aplicados en espectrometria de masas en lipidomica

Existen varios sistemas que permiten la ionizacion de los lipidos con el objeto de

determinar su carga, masa y estructura. En algunos casos, el proceso de ionizacion se hace

complicado en ciertos compuestos lipidicos, por lo que se emplean derivaciones con el fin de
aumentar su efectividad idnica (Hu & Zhang, 2018; Yang & Han, 2016). Las técnicas de
ionizacion mas populares son Ionizacion por Electrospray (ESI, del inglés Electrospray
Ionization), Desorcion/Ionizacion laser asistida por matriz (MALDI, del inglés Matrix-assisted
Laser Desorption/Ionization), Ionizaciéon quimica por presion atmosférica (APCI, del inglés
Atmospheric Pressure Chemical Ionization), Fotoionizacion a presion (APPI, del inglés
Atmospheric Pressure Photoionization), Espectrometria de masas de iones secundarios (SIMS,
del inglés Secondary lon Mass Spectrometry) y Desorcion con Electrospray (DESI, del inglés

Desorption Electrospray lonization) (Yang & Han, 2016).
2.2.1 Ionizacion por Electrospray (ESI)

Es una técnica de ionizacion suave, en la que se usa un electrospray producido por la
aplicacion de un campo eléctrico fuerte sobre un liquido que pasa a través de un tubo capilar,
creando un aerosol fino a partir del cual se forman iones debido a las interacciones electrostaticas
producidas en el proceso de desolvatacion (Yang & Han, 2016). Una de las caracteristicas mas
ventajosa de la ionizacidn por electrospray es que se adapta facilmente a la introduccion directa
de muestras desde HPLC y columnas de electroforesis capilar, puesto que las muestras tienen

que ser previamente purificadas (aunque no siempre) (Skoog, Holler, & Crouch, 2007), por ello,
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no es recomendada para mezclas de muestras. Al ser una ionizacidon suave, es usada para
muestras biologicas con caracter no covalente (Snyder, 1996).

2.2.2 Desorcion/lonizacion ldaser asistida por matriz (MALDI)

Consiste en una ionizacidon suave que permite el analisis de moléculas grandes (por
ejemplo, proteinas, lipidos y polimeros), siendo especialmente utilizado para imégenes en
espectrometria de masas en muestras de tejidos o células. Esta técnica implica fijar analitos en
una matriz que absorbe energia en la longitud de onda del laser. Se irradia el analito,
desencadenando la ablacion y desorcion de los analitos y del material de la matriz, facilitado asi
su ionizacion (Yang & Han, 2016).

2.2.3 lonizacion quimica por presion atmosférica (APCI)

Se produce por reacciones de moléculas de iones en fase gaseosa a presion atmosférica.
El procedimiento de formacion del spray es producido por una fuerte descarga en la fuente que
produce un plasma de iones reactivos del disolvente que origina el mecanismo de ionizacion de
la muestra por ionizacion quimica (CI), normalmente por adicidon o cesion de un proton. Este
mecanismo, que coexiste con el de evaporacion idnica, produce abundantes iones (M+H)+
positivos, y (M-H)- negativos.

Esta técnica, junto al HPLC, permite el andlisis de farmacos, pesticidas y trazas de
esteroides (Bruins, 1991). Es aplicada para compuestos que son estables térmicamente y permite
la ionizacion sin una gran fragmentacion de las moléculas con tamafios menores a los 1500 Da
(Dass, 2007).

2.2.4 Fotoionizacion a presion (APPI)

Se emplea en el andlisis de compuestos que presentan dificultades de ionizacion por
ESI'y APCI. Esta técnica utiliza una lampara de vacio-ultravioleta disefiada para la deteccion de

fotoionizacion en cromatografia de gases como fuente de 10-eV fotones. La mezcla de muestras
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y solvente, después de evaporarse completamente, se introduce en la region de fotoionizacion
donde los fotoiones dopantes reaccionan hasta completarse con moléculas de analito y
disolvente. Esto es debido a que la fuente de iones esta a la presion atmosférica y la tasa de

colision es alta (Yang & Han, 2016).

2.2.5 Espectrometria de masas de iones secundarios (SIMS)

Es la técnica analitica superficial de superficies mas sensible, 1til para proporcionar
datos de composicion elemental y estructural. Permite detectar pequefias concentraciones de
elementos y su distribucion en profundidad. El proceso consiste en bombardear la superficie con
un haz de iones primario enfocado (por ejemplo, iones de plata u oro) y recolectar los iones
secundarios expulsados, que seran introducidos en un espectrémetro de masas para su analisis
(Yang & Han, 2016).

2.2.6 Desorcion con electrospray (DESI)

Consiste en la ionizacion ambiental, basada en la combinacién de ESI y métodos de
ionizacion de desorcion. La ionizacidén se produce por electropulverizacion cargada sobre la
superficie de la muestra; las gotas cargadas eléctricamente y los iones producidos a partir del
electrospray son dirigidos por un chorro de gas (gas jet) de alta velocidad a la muestra de interés,
impactan sobre la superficie y el analito se disuelve en esas gotitas cargadas eléctricamente.
Debido al impacto se generan iones de los componentes de la muestra, llamadas gotas
secundarias, que son expulsadas de la superficie y recogidas en el tubo i6nico de transferencia o
en la entrada a presion atmosférica de un espectrometro de masas (Yang & Han, 2016).

La técnica DESI acoplada a un espectrometro de masas permite el muestreo, analisis y
obtencion de imagenes de moléculas de superficies bioldgicas en condiciones ambientales,
ademas es aplicada a muestras como trazas de explosivos en equipaje, presencia de drogas en la

orina o lipidos en tejido intacto (Cooks et al; 2006). Los métodos de ionizacién ambiental
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conservan la ventaja de ser rapidos, con especificidad quimica y limites de deteccion bajos

(Cooks et al., 2006).

IR ~ervioso

Las funciones de los lipidos son indispensables para los organismos superiores. Su diversidad
fisicoquimica refleja multiples funciones a nivel celular, como la modulacion de las propiedades
quimicas y mecanicas de las membranas, el transporte de proteinas, el funcionamiento de los
canales i6nicos y la comunicacion entre células (Piomelli, Astarita, & Rapaka, 2007).

Los lipidos constituyen un componente basico de las membranas plasmaticas de todas las
células, incluidas neuronas y células de la glia, componente celular mayoritario del sistema
nervioso de mamiferos (Kriegstein & Alvarez-Buylla, 2009; Taverna, Gotz, & Huttner, 2014).
Asimismo, son componentes integrales de los nticleos de todas las células (Ledeen & Wu, 2004).
Cléasicamente, se consideraba que su funcion en el nucleo celular era simplemente de apoyo
estructural para la envoltura nuclear; sin embargo, este concepto ha cambiado drasticamente en
las dos ultimas décadas, tras determinar la presencia de lipidos en diversos dominios del
nucleoplasma (Ledeen & Wu, 2004). Aunque ha habido relativamente pocas comparaciones
sistematicas de lipidos nucleares de diferentes tejidos y animales, parece que las propiedades y
los mecanismos derivados son comunes, independientemente del origen celular (Ledeen & Wu,
2004).

Junto a su participacion como elementos constitutivos de las membranas celulares, presentan
una amplia variedad de funciones de sefializacion, muchas de ellas aun sin descubrir (Bieberich,
2012). Las propiedades de senalizacion de los lipidos bioactivos se expresan siguiendo diferentes
mecanismos. Existen lipidos que actian especificamente a través de receptores (como los

endocannabinoides), otros pueden unirse a receptores y a dianas de proteinas intracelulares
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(como la esfingosina-1-fosfato (S1P)) y otros pueden modificar al mismo tiempo al receptor y a
la proteina de senalizacion, al unirse a ellas directamente, al afectar las estructuras de las balsas
lipidicas (como la ceramida), consideradas zonas de las membranas plasmaticas que presentan
una fluidez mucho menor a las de su entorno (Bieberich, 2012).

Teniendo en cuenta lo anterior, los lipidos de sefializacion se pueden clasificar en tres
categorias: lipidos de sefializacion a través de receptores; lipidos que se unen a proteinas
quinasas, fosfatasas y otras proteinas de sefializacion; y por ultimo, lipidos que regulan las balsas
lipidicas y las proteinas asociadas a las balsas (Bieberich, 2012). El 4cido lisofosfatidico (LPA),
es un ejemplo de lipido que actiia como ligando para receptores, al unirse tanto a receptores de
membrana plasmatica como a receptores nucleares, como el receptor activado por el proliferador
de peroxisomas (PPAR), un tipo de receptor que desempefia un papel clave en la regulacion del
metabolismo de los lipidos, la inflamacidn, el crecimiento y la diferenciacion celular (Bieberich,
2012).

Los receptores nucleares activados por una amplia gama de acidos grasos y sus derivados,
constituyen los principales sensores transcripcionales de acidos grasos (Poulsen, Siersbak, &
Mandrup, 2012). Esto estd vinculado a la importancia de los ligandos lipidicos en las cascadas
de senalizacion, como las involucradas en el mantenimiento de células madre neurales
(Lingwood et al., 2010; Resh, 2016). Ademas, pueden servir como marcadores en proteinas,
indicando su localizacion, e influir en las cascadas de senalizacion, como es el caso de la
sefializacion via hedgehog, involucrada en procesos de diferenciacion celular (Resh, 2016). Por
lo tanto, los lipidos juegan también un papel relevante en procesos que participan en la regulacion
de la neurogénesis tanto embrionaria como adulta (revisado en Knobloch, 2017). A través de
este mecanismo y dado que varios estudios recientes revelan que la neurogénesis adulta juega un

papel crucial en los procesos de aprendizaje, memoria y en numerosas enfermedades
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neurodegenerativas y psiquiatricas (Boldrini et al., 2018; Christian, Song, & Ming, 2014; Kang
et al., 2016; Kriegstein & Alvarez-Buylla, 2009; Taverna et al., 2014; Terranova, Ogawa, &
Kitamura, 2019), podria decirse que cambios a nivel lipidico podrian estar relacionados con
alteraciones a nivel neurogénico, que a su vez podrian tener multitud de implicaciones
neurobioldgicas (Miiller et al., 2015).

Asi pues, los lipidos son consideradas moléculas de gran importancia en la funcion cerebral
debido a que constituyen un componente estructural fundamental de las células, juegan un papel
relevante como moléculas senalizadoras y poseen la capacidad de modular los procesos
neurogénicos. Es a través de estas funciones por lo que ademads, pueden tener un papel importante
en la regulacion del comportamiento, las emociones y la cognicion (Kang et al., 2016; Miiller et
al., 2015).

En general, y a modo de resumen, debido a las diversas funciones que ocupan las diferentes
categorias de lipidos a nivel celular, hace que cualquier alteracion en su composicion afecte en
gran medida al sistema nervioso. El correcto funcionamiento del sistema nervioso se debe
también a las diversas propiedades que presentan los lipidos, en especial su papel como
senalizador, por lo que disfunciones en el sistema lipidico cerebral puede tener repercusiones

importantes desde el punto de vista de la psicopatologia (Miiller et al., 2015).

El estrés es una respuesta natural a los desafios ambientales, sin embargo, la exposicion

prolongada al estrés desencadena efectos perjudiciales en la estructura y funcion del cerebro. Las
implicaciones de estas alteraciones inducidas por el estrés son multiples, con un impacto en el

aprendizaje, la memoria, la toma de decisiones y la respuesta emocional (Cerqueira et al; 2007;
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Dias-Ferreira et al., 2009; Pinto et al., 2015). El impacto de cualquier estresor dependera de la
percepcion del individuo que se expone a ¢l y esta percepcion, con el nivel de participacion
emocional que lo acompafie, es crucial para determinar la respuesta neurohumoral al estrés

(Agnati et al., 1991; Goldstein et al; 1987).

La respuesta neurohumoral al estrés se caracteriza por una respuesta del eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal (HHA), que tiene como resultado un aumento en la liberacion de
glucocorticoides desde la corteza adrenal. Este aumento en la disponibilidad de glucocorticoides
ha sido intensamente relacionado con la respuesta de afrontamiento al estrés (McEwen et al;
1999). La exposicion al estrés, fundamentalmente si es de forma prolongada o a estresores
heterotipicos, suele conllevar un aumento de los niveles de glucocorticodes, lo que puede
provocar efectos perjudiciales en la estructura y funcién del cerebro (McEwen & Gianaros,

2011).

Asi, en modelos animales, se ha observado que el estrés cronico, fundamentalmente
incontrolable e impredecible, activa genes de expresion inmediata seguido por otros cambios
rapidos, como la induccion de la expresion del ARNm de la hormona liberadora de corticotropina
(CRH) en el nucleo paraventricular hipotaldmico y del ARNm de la enzima tirosina hidroxilasa
en el locus ceruleo (Makino, Smith, & Gold, 2002). Esto podria constituir el mecanismo
desencadenante de numerosas alteraciones morfologicas que sufre un organismo expuesto a un
estresor, fundamentalmente cambios en la homeostasis de las células de la glia (revisado en Lin
et al; 2018) o en la reorganizacion dendritica. Asi, las dendritas sufren atrofia en las regiones del
hipocampo, concretamente las dendritas apicales de la neuronas piramidales de la region CA3
del hipocampo (Magarinos & McEwen, 1995; revisado en McEwen, 2016). Ademas, las sinapsis

pueden experimentar cambios y puede modificarse el destino celular durante el proceso
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neurogénico (Liston et al., 2013; McEwen & Gianaros, 2011). Estos cambios pueden ser debidos
a la desregulacion del eje HHA, dado que la administracion de glucocorticoides, mediante
inyeccion diaria, imita la atrofia inducida por el estrés de las neuronas piramidales de la region
CA3 del hipocampo. Ademas, un exceso de glucocorticoides puede conllevar un aumento de
aminoacidos excitadores, jugando los receptores de NMDA un papel critico (Watanabe, Gould,
& McEwen, 1992). Por lo tanto, la liberacion de glucocorticoides: cortisol en primates
corticosterona en roedores, parece mediar, en una parte significativa, los efectos patologicos del

estrés cronico.

A su vez, estos cambios estructurales se han asociado a alteraciones funcionales en
regiones clave para la regulacion emocional (revisado en McEwen, 2010), resultando
especialmente dafiados el hipocampo, la corteza prefrontal y la amigdala (Lupien et al., 2009;
Sousa & Almeida, 2012). En humanos, la remodelacion de estas estructuras se ha vinculado con
respuestas maladaptativas al estrés y al desarrollo de numerosos trastornos, tanto cognitivos
como psicopatologicos, entre ellos, el desarrollo de ansiedad y de alteraciones del estado de

animo (Sousa & Almeida, 2012).

En cuanto a los glucocorticoides, son hormonas procedentes del colesterol, por lo que
derivan de lipidos, y generalmente estan unidos a dos de los receptores intracelulares
denominados receptores de mineralocorticoides y receptores de glucocorticoides, que se
dimerizan con la union del ligando y se translocan al ntcleo, regulando la transcripcion de genes
(Sousa & Almeida, 2012). Debido a que los corticoides tienen mayor afinidad por el receptor de
mineralocorticoides que por el de glucocorticoides, éste ultimo solo se activa en presencia de
niveles elevados de corticoides, como los desencadenados por el estrés cronico (Sousa,

Cerqueira, & Almeida, 2008). A su vez, los glucocorticoides modulan la senalizacion de los
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lipidos del cerebro a través de la estimulacion de la fosfolipasa A2 (PLA2), una enzima lipidica
clave que transforma a los fosfolipidos de la membrana en lisofosfolipidos y &cido araquidonico

(AA), moléculas asociadas con procesos inflamatorios (Malcher-Lopes, Franco, & Tasker,

2008).

La determinacién del lipidoma demuestra que los lipidos son susceptibles a los efectos del
estrés, puesto que los perfiles lipidicos se encuentran alterados en las zonas mas sensible al estrés,
como es el hipocampo, la corteza prefrontal (PFC) y la amigdala (Miranda & Oliveira, 2015;
Oliveira et al., 2016). El estrés cronico puede alterar la expresion de la enzima diacilglicerol
lipasa a, por lo que modula los niveles de diacilglicerol y 2-araquidonoilglicerol en regiones
cerebrales susceptibles al estrés (Patel et al; 2009) y conduce a un aumento de los niveles de
ceramida en hipocampo de raton (Gulbins et al., 2013) y en PFC (Oliveira et al., 2016). Ademas,
en la zona PFC ocurre una disminucién de esfingomielina (SM), dihidrosfingomielina (dhSM),
fosfatidiletanolamina (PE) y éter fosfatidilcolina (PCe), con un aumento en el nivel de
lisofosfatidiletanolamina (LPE) (Oliveira et al., 2016). El estrés también provoca un aumento de
los fosfolipidos y diacilgliceroles con cadenas de 38 carbonos, en el hipocampo, mientras que

dichas cadenas disminuyen en la zona del PFC (Oliveira et al., 2016).

En definitiva, el estrés puede alterar el correcto funcionamiento del eje HHA, provocando
el aumento de los niveles de glucocorticoides y la alteracion del lipidoma en las zonas
involucradas en la regulacion de los efectos del estrés. Existe una correlacion entre los niveles
de algunas especies lipidicas y los niveles de corticosterona en sangre (Oliveira et al., 2016),

indicando que existe una relacion entre el estrés y las variaciones en los perfiles de lipidos.
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_SICOPATOLOGiAS

Durante décadas, los lipidos han sido ignorados y descartados en el estudio de los factores

involucrados en la regulacion del comportamiento, sin embargo, el rol que ocupan en la funcion
neuronal, estd comenzando a recibir una atencidn creciente, cuya desregulacion podria ser la

causa de ciertas enfermedades (Schwarz et al., 2008).

En este sentido, se ha demostrado que las anomalias lipidicas pueden estar involucradas en
numerosas enfermedades neuroldgicas. Puesto que mas de la mitad del peso del cerebro estd
compuesto por sustancias lipidicas (Schwarz et al., 2008), alteraciones en el metabolismo de los
fosfolipidos y 4cidos grasos de membrana, podrian explicar muchas de las caracteristicas
patoldgicas que suceden en enfermedades neurodegenerativas (Piomelli et al., 2007; Schwrzet
al., 2008). Por otro lado, entre los problemas neuropsiquiatricos que se han relacionado con
alteraciones de los lipidos cerebrales, se han incluido la esquizofrenia y el trastorno bipolar
(Schwarz et al., 2008). Ademas, se han identificado cambios en lipidos en pacientes con
depresion (Brunkhorst-Kanaan et al., 2019;. Lin, Herr, & Chun, 2010) y con ansiedad (Miihle et
al., 2013; 2019). En este sentido, los modelos actuales suponen que las disfunciones en las
proteinas neuronales y las actividades peptidicas son las causas principales de estos trastornos
(Miiller et al., 2015). Sin embargo, hay que tener en cuenta que los lipidos del cerebro determinan
la localizacion y funcion de las proteinas en la membrana celular y, al hacerlo, regulan el
rendimiento sinaptico en las neuronas (Brown & Murphy, 2009; Miiller et al., 2015). También,
pueden transmitir sefiales desde la membrana a los compartimentos intracelulares, actuando
como segundos mensajeros (Revisado en Miiller et al., 2015) o extracelularmente a otras células

(Balla, 2013). Cambios en la composicién lipidica del cerebro pueden inducir también
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modificaciones en el sistema monoaminérgico, consistentemente implicado en los trastornos del

estado de &nimo y de tipo ansioso (revisado en Miiller et al., 2015).

Por tanto, los lipidos de membrana, que actian como barrera y como medio para la
trasmision de senales, contribuyen a la aparicion de numerosos trastornos psicopatologicos
(Miiller et al., 2015). Asi, los hallazgos preclinicos han sugerido un papel crucial para los acidos
grasos poliinsaturados, glicerolipidos, glicerofosfolipidos y esfingolipidos n-3 constituyentes de
membrana que estdn involucrados en conductas relacionadas con la depresion y la ansiedad
(Miiller et al., 2015). Ademas, cada tipo de lipido se ha vinculado de forma especifica a estos
trastornos. Asi, los glicerolipidos actuian en el control de los comportamientos relacionados con
la ansiedad, mientras que los glicerofosfolipidos parecen estar involucrados para la accion
terapéutica de los farmacos antidepresivos (Lee et al., 2009). En cambio, los esfingolipidos estdn
relacionados con la depresion y la ansiedad y con la accidbn de numerosos farmacos
antidepresivos conocidos como la amitriptilina o la fluoxetina (Gulbins et al., 2013). En
particular, dentro del grupo de los esfingolipidos, las ceramidas se han vinculado con numerosos
marcadores patoldgicos del trastorno depresivo, como la reduccion de la neurogénesis, el
aumento del riesgo cardiovascular, el aumento de la inflamacion y el estrés oxidativo, por lo que
estos lipidos podrian constituir una buena diana terapéutica para la accion de los farmacos
antidepresivos (Gulbins et al., 2013). Ademas, se ha determinado que la falta de acidos grasos
polinsaturados (PUFA n-3) en el cerebro durante largos periodos de tiempo puede inducir
conductas asociadas con la depresion y la ansiedad (Carrié et al; 2000; DeMar et al., 2006). Sin
embargo, un aumento en el suministro de PUFA n-3 puede reducir el comportamiento
relacionado con la depresion y la ansiedad en organismos normales y también atenuarlos en
condiciones patoldgicas (Frances et al., 2000). La evidencia clinica apoya la hipotesis de que los
sujetos con depresion diagnosticada podrian beneficiarse de la administracion de PUFA n-3
(Miiller et al., 2015). Por todo lo expuesto anteriormente, y debido a las evidencias de la
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participacion de los lipidos en la depresion, se ha propuesto incluso una hipétesis fosfolipidica

de la depresion (Horrobin & Bennett, 1999).

Por otro lado, se ha demostrado que tanto en los trastornos que cursan con ansiedad como
con depresion, se produce una alteracion del sistema neuroendocrino del estrés (Boyer, 2000),
que altera la composicion lipidica del cerebro (Oliveira et al., 2016). Alteraciones en la
composicion lipidica del cerebro pueden reducir los niveles del factor de crecimiento nervioso
(BDNF, del inglés brain-derived nerve growth factor), asi como inducir cambios
proinflamatorios (Sinclair et al., 2007), lo que a su vez puede tener repercusiones en la
neurogénesis. Esto podria provocar alteraciones funcionales y morfologicas en varias regiones
del cerebro como el hipocampo, la corteza prefrontal y la amigdala (Lupien et al., 2009; Pedraza
et al., 2014; Sousa & Almeida, 2012), que son fundamentales en la regulacion emocional
(Krishnan & Nestler, 2008). Dado que el estrés prolongado es el principal factor ambiental en
la etiologia de la depresion (Hill et al., 2012), y puesto que los lipidos se ven afectados por el
estrés, tal como se ha descrito en el apartado anterior, alteraciones en el contenido lipidico en
regiones responsables de la regulaciéon emocional pueden ser uno de los substratos responsables
de la aparicion de depresion desencadenada por estrés.

En resumen, aunque el paisaje lipidico del cerebro es complejo y altamente dindmico, las
clases especificas de lipidos parecen estar directamente involucradas en la depresion y los
trastornos de ansiedad. Los mecanismos responsables de ello estan empezando a dilucidarse.

Asi, los lipidos estan implicados en la modulacion del sistema monoaminérgico, sin
descartarse su participacion en otros sistemas de neurotransmision, pueden regular el equilibrio
inflamatorio del cerebro, influir en la produccion de factores de crecimiento, fundamentalmente
BDNF, lo que a su vez puede tener repercusiones en la neurogénesis, entre otros procesos. Los
lipidos pueden ser, por tanto, una nueva diana neurobioldgica para la prevencion y el tratamiento
de numerosos trastornos psicopatologicos, fundamentalmente la ansiedad y la depresion.

52



Capitulo I: Introduccion

[6¢ivo LisoroskaTipico

El 4cido lisofosfatidico (1-acil-2-hidroxi-snglicero-3-fosfato; LPA) es un fosfolipido
simple, bioactivo, que se clasifica dentro de la categoria de los glicerofosfolipidos. Presenta un
esqueleto de glicerol al que se une una cadena de acido graso y un grupo fosfato libre. La mayoria
de los acidos grasos de LPA son cadenas largas saturadas (C18:0, C16:0) o insaturadas (C18:1,
C18:2, C20:4) unidas al esqueleto de glicerol por el grupo acilo o alquilo (Pages et al., 2001)
(tabla 2), siendo las formas de LPA mas abundantes el 1-oleoil-LPA (LPA 18: 1), el 1-palmitoil-
LPA (LPA 16:0) y el 1-linoleil-LPA (LPA 18:2) (Sano et al., 2002).

El LPA pertenece a una familia de sustancias lipidicas enddgenas dotadas de una serie de
acciones biologicas que a menudo estdn mediadas a través de interacciones de alta afinidad con
receptores situados en la membrana plasmatica o con proteinas intracelulares (Tigyi, 2010). Es
decir, actia fundamentalmente a través de receptores acoplados a proteinas G, habiéndose
descrito 6 subtipos (LPA1-6) (Choi et al., 2010, 2013; Kihara, Mizuno, & Chun, 2015), aunque
también se han descubierto dos receptores adicionales (GPR87 y P2Y10) (Tabata et al., 2007,
Oka et al., 2010), asi como receptores intracelulares (Tigyi, 2010). Los receptores de membrana
se encuentran ampliamente distribuidos a lo largo del sistema cardiovascular, sistema
inmunologico, intestino, pulmoén, 6rganos endocrinos y sistema nervioso (Choi et al., 2010,
2013). La sefializacion mediada por LPA, a través de sus receptores especificos, presentes en la
superficie celular induce diversas respuestas tanto in vivo como in vitro en agregacion de
plaquetas (Simon, Chap, & Douste-Blazy, 1984), contraccion de las células del musculo liso
(Tokumura et al., 1980), en diversos procesos fisiologicos del desarrollo cerebral y vascular
(Estivill-Torrus et al., 2008), en la respuesta inmune (Yuan et al., 2003), en el metabolismo 6seo

(Hurst-Kennedy et al., 2010) y en la proliferacion celular (van Corven et al.,1989).
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Tabla 2: Diferentes especies de LPA (extraidas de https://avantilipids.com)

6.1 Mecanismos de biosintesis de LPA

La biosintesis de LPA tiene lugar mediante reacciones enzimaticas que ocurren en medios
intracelulares y extracelulares, usando a los glicerofosfolipidos como precursores para la

produccion de las diferentes especies de LPA. Estos compuestos precursores, estan formados por
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una molécula de alcohol (glicerol o esfingosina), a la que se unen dos acidos grasos (1,2-
diacilglicerol) y un grupo fosfato. El fosfato se une mediante un enlace fosfodiéster a otro grupo
de atomos, que generalmente contienen nitrogeno, como colina, serina o etanolamina y muchas
veces posee carga eléctrica. Los fosfolipidos més abundantes son la fosfatidiletanolamina (o
cefalina, PE), fosfatidilinositol (PI), acido fosfatidico (PA), fosfatidilcolina (o lecitina, PC) y
fosfatidilserina (PS). A continuacion, se detallan los mecanismos que dan a lugar a la produccion
de LPA en medio extracelular para posteriormente, indicar los mecanismos intracelulares
implicados en su produccion (Figura 1).

6.1.1 Produccion de LPA en suero/plasma

La principal fuente de LPA en suero y plasma son los lisofosfolipidos. Existen diferentes
vias de produccidn basadas en dos mecanismos consecutivos con dos rutas posibles (Sano et al.,
2002; Aoki, 2004). En una de las rutas, el primer mecanismo consiste en la produccion de
especies de lisofosfolipidos, a partir de fosfolipidos, mediante la actuaciéon de las enzimas
fosfolipasas tipo A1 (PLA1) y A2 (PLA2), seguidamente las enzimas lisosfosfolipasas tipo D
(PLD) convierten a los lisofoslipidos en especies de LPA. En cambio, en la segunda ruta posible,
primero tiene lugar las actividades PLD, seguidas de las actividades de PLA1/PLA2 (Aoki,
2004), dando lugar a las especies de LPA.

Existen diferentes isoenzimas encargadas de la actividad catalitica en la biosintesis de
LPA, éstas son PLA2 citosolica (cPLA2), PLA2 intracelular (iPLA2), lecitina-colesterol
aciltransferasa (LCAT), varias isoformas del factor activador de plaquetas acetilhidrolasa (PAF-
AH) y PLA2 secretora (sPLA2) y secretora de grupo II. Ademas, la expresion de cada isoenzima
sPLA2 es especifica de cada especie animal (Makoto Murakami & Kudo, 2002), por lo que la
contribucion de cada isoenzima PLA2 a la produccion de LPA debe examinarse cuidadosamente
dependiendo de cada especie. Las isoenzimas PLA1 (Richmond & Smith, 2011) y otros tipos de

fosfolipasas, también se expresan de una manera especifica en cada especie (Aoki, 2004). Entre
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los diferentes tipos de fosfolipasas, las isoenzimas PLA1 producen mayormente LPA con
cadenas de acidos grasos insaturados, mientras que las isoenzimas PLA2 producen
fundamentalmente especies con LPA con acidos grasos saturados (Aoki, 2004). Las especies de
LPA con cadenas saturadas (16:0, 18:0) e insaturadas (16:1, 18:1, 18:2, 20:4) presentan
diferentes actividades biologicas, lo que implica que son reconocidas por diferentes receptores

de LPA (revisado en Aikawa et al., 2015).

6.1.1.1 Lisofosfolipidos como precursores de LPA

La mayor parte de la sintesis de LPA se produce desde los lisofosfolipidos (LPLs)
generados a partir de fosfolipidos (PLs) de membrana, mediante la activacion de enzimas
fosfolipasas secretoras del grupo II (sSPLA2-I1A) o fosfolipasas especificas de la fosfatidilserina
(PS-PLA1) presentes en plaquetas, y seguidas por la actuacion de lisofosfolipasas tipo D
(lisoPLD) para producir LPA (Aoki, 2004; Aoki, Inoue, & Okudaira, 2008). La lisoPLD se
detecta en plasma y suero en una amplia variedad de especies de mamiferos, incluidas ratas,
ratones, bovinos y humanos (Tokumura et al., 1998; 1999). Para el funcionamiento de las
enzimas lisoPLD se requiere la presencia de cationes divalentes como Ca’? 'y Mg?* (Aoki et al.,
2004).

La enzima lisoPLD actia sobre LPLs como 4cido lisofosfatidilcolina (LPC),
lisofosfatidiletanolamina (LPE), lisofosdatidilserina (LPS), lisofosfatidilinositol (LPI), y de
factores activadores de plaquetas (PAF, lisoPAF) (Aoki et al., 2002; Aoki, 2004), dando lugar a
la produccion de LPA y alquil-LPA. La lisoPLD no acttia sobre la fosfatidilcolina (PC), ni sobre
otros diacilfosfolipidos, puesto que es especifica de las especies liso (Umezu-Goto et al., 2002).
La actividad de la lisoPLD es muy sensible a cambios biologicos; por ejemplo, se altera
drasticamente en el embarazo, indicando un papel potencial del enzima tanto en condiciones

fisioldgicas como patoldgicas (Tokumura et al., 2002; Aoki, 2004; Black et al., 2004) .
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Una de las enzimas con actividad de LisoPLD y especifica de las especies de LPC es la
enzima denominada autotaxina (ATX). La ATX es miembro de la familia ectonucle6tido
pirofosfatasa/fosfodiesterasa (ENPP) (Bollen et al., 2000). Esta familia de ENPP posee siete
ectoenzimas relacionadas estructuralmente que hidrolizan los enlaces pirofosfato y fosfodiéster
en nucledtidos y sus derivados (van Meeteren et al., 2006; Houben & Moolenaar, 2011). La ATX
es la unica enzima con actividad lisoPLD dentro de la familia ENPP. Se sintetiza como una
proenzima, procesada por una proteasa de tipo furina y secretada a lo largo de la via secretora
clasica como una proteina glicosilada en el medio extracelular (Stefan, Jansen, & Bollen, 2005;
Houben & Moolenaar, 2011).

La ATX es especifica en hidrolizar LPC en LPA y colina (Albers et al., 2010), por lo que
presenta una alta afinidad por la LPC en comparacion con el sustrato nucleosido (para el que se
ha encontrado una Km superior) (Umezu-Goto et al., 2002). Ademads, las LPC en plasma estan
presentes en mayores cantidades que los nucledsidos, como por ejemplo el ATP, esto sugiere
que la LPC sirve como un sustrato fisiologicamente relevante para ATX (Aoki et al., 2002).
Aunque la ATX no posee ninguna homologia estructural con las fosfolipasas caracterizadas
previamente, guarda semejanza con ellas al no hidrolizar 1a PC con dos cadenas largas de acilo
y ser selectiva para la forma “liso” de fosfolipidos (Aoki, 2004) (figura 1). Ademas, la ATX con
su actividad semejante a la lisoPLD, también estimula la motilidad celular a través de la

produccion de LPA (Tokumura et al., 2002; Umezu-Goto et al., 2002).

6.1.1.2 Produccion de LPA por la accion secuencial de LCAT vy lisoPLD

La lecitina colesterol aciltransferasa (LCAT) es una enzima soluble que convierte el
colesterol y las fosfatidilcolinas (lecitinas) en ésteres de colesterol y lisofosfatidilcolinas en la

superficie de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Jonas, 2000). La reaccion tiene lugar en
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multiples etapas en la superficie de las HDL. Asi, involucra la union interfacial, la activacion, la

union a PC, la formacion de enzima acilo, la liberacion de LPC, la unién a colesterol y la

liberacion de éster y enzima colesterilo. Aunque dichas reacciones son favorables, existe también
reversibilidad de las reacciones, dando lugar a los compuestos precursores. Por lo tanto, la PC
puede formarse a partir de LPC mediante la transesterificacion de la cadena acilo sn-2 (Subbaiah
et al.,1980). Esta reaccion es especialmente significativa en lipoproteinas de baja densidad
(LDL), que contiene niveles sustanciales de LPC (Liu & Subbaiah, 1993). La regeneracion de
PC a partir de un éster de colesterol y LPC es posible, en principio, pero no es probable que sea
importante en condiciones fisioldgicas normales (Jonas, 2000). Después de la actuacion de la

LCAT, intervienen LisoPLD/ATX dando lugar a las moléculas de LPA (Figura 1).

6.1.1.3 Conversion de PA en LPA a través de plaquetas activas

Las enzimas sPLA2-IIA o mPA-PLAI presentes en las plaquetas activadas facilitan la
conversion del acido fosfatidico (PA) en LPA. Asi, mediante una reaccion de hidrolisis se libera
el grupo acilo perteneciente a una de las cadenas, produciendo por lo tanto el LPA. Esta via de
sintesis presenta contribuciones menores a la produccion de LPA en suero en condiciones
fisiologicas. Sin embargo, produce LPA rdpidamente y puede tener un papel relevante en
condiciones patologicas (Aoki, 2004).

6.1.2 Produccion de LPA a nivel intracelular

A nivel intracelular, el LPA puede ser sintetizado a partir de fosfolipidos y triacilglicerol.
Esta produccion de LPA, que tiene lugar por acilacion del glicerol-3-fosfato (G3P) y la acil-
coenzima A, es llevada a cabo por la enzima glicerolfosfato aciltransferasa (GPAT) y a partir de
la fosforilizacién del monoacilglicerol (MAG) por la enzima monoacilglicerol quinasa (MAG-
Kinasa) (Aoki, 2004; Aoki et al., 2008; Bektas et al., 2005). Por ultimo, la reduccion del

acilhidroxiacetona fosfato en peroxisomas también contribuye a la produccion de LPA (Pages et
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al., 2001). Esta produccion de LPA tiene lugar intracelularmente en el reticulo endoplasmatico
o en las mitocondrias. También se produce en organismos simples, en los que no se observan
acciones extracelulares de LPA (Pages et al., 2001). El LPA producido a través de esta via no se
considera involucrado en la sefializacion extracelular de LPA (Aoki, 2004) y se cree que el LPA
sintetizado intracelularmente puede actuar como intermediario para la biosintesis de otros
fosfolipidos, no tanto como mensajero extracelular (Okudaira, Yukiura, & Aoki, 2010). Ademas
de estas vias de sintesis, también es posible la sintesis de LPA mediante las actividades PLAI o
PLAZ2, disponibles en el medio citosolico o en la membrana celular, a partir de fosfolipidos como

PA (Aoki et al., 2008; Yung, Stoddard, & Chun, 2014).

Reacciones extracelulares

sPLA2-1TIA/ PS-PLA1 LisoPLD

PLs > LPLs -> LPA
LCAT l i
PC > |pC ATX/LisoPLD > 1PA

/

PA sPLA2-IIA/mPA-PLA1

> LPA

Reacciones intracelulares

GPAT
G3P + Acil-CoA > LPA
MAG MAG-Kinasa > LPA
PLA1/PLA2
PA > LPA

Figura 1: Diferentes vias de produccion de LPA en medio extracelular e intracelular.
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6.2 Metabolizacion de LPA

Para la sintesis de LPA, tanto a nivel intracelular como extracelular, se necesitan
proteinas de unidén que eviten la toxicidad y/o que faciliten el transporte desde el plasma a la
célula o a un organulo especifico. En medio extracelular, debido a la gran afinidad por el LPA,
la albumina constituye su principal proteina de unién (Thumser, Voysey & Wilton, 1994). Por
otro lado, en el medio intracelular, el LPA se une con alta afinidad a proteinas de unién a acidos
grasos, lo que permite el transporte de LPA mitocondrial a los microsomas para ser convertidos
en PA (Vancura & Haldar, 1992). La gelsolina es otra proteina que también cumple la funcion
de transportador de LPA (Meerschaert et al., 1998; Pages et al., 2001).

La metabolizacion o degradacion de LPA (ver Figura 2) puede tener lugar mediante la
actividad de la LPA-aciltransferasa (LPAAT), convirtiéndose en PA. Esta enzima dependiente
del AMPc, esté localizada en los microsomas y membranas plasmaticas y es importante para la
sintesis de nuevos lipidos (Pages et al., 2001). También, y a través de la actividad de la enzima
fosfatidato fosfohidrolasa (PAP), el LPA es desfosforilado rapidamente a monoacilglicerol
(MAG) (van der Bend et al., 1992), con lo que disminuye su presencia a nivel extracelular,
provocando la reduccién de su actividad biologica (Jasinska et al., 1999). Por altimo, el LPA
puede ser hidrolizado y convertido en gliceraldehido-3-fosfato (G3P) mediante la actividad de
la enzima lisofosfolipasa, que desempefia una funcién importante controlando el nivel de LPA

disponible (Wang & Dennis, 1999).
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Figura 2: Diferentes mecanismos de degradacion de LPA.

Como anteriormente se ha comentado, el LPA es una importante molécula sefnalizadora
que se encuentra distribuida por todo el organismo, incluido el sistema nervioso, donde actua en
numerosos procesos celulares. Estas acciones biologicas las realiza actuando fundamentalmente
a través de sus receptores especificos (Choi & Chun, 2013; Noguchi et al., 2009) (Figura 3).

Hasta la actualidad, se han identificado ocho receptores, de los cuales seis pertenecen a la
familia de receptores acoplados a proteinas G, (LPA1-LPA6), estando cada uno de ellos
acoplados a una o mas proteinas heterodiméricas de la subunidad proteica Ga (G1213, Gg11, Giro
y Gs) (Yung, Stoddard, & Chun, 2014b; revisada Yung et al., 2015). Adicionalmente a los
receptores acoplados a proteinas G, se han identificado dos receptores mas (GPCR y P2Y 10) que
parecen que responden al LPA (Murakami et al., 2008; Tabata et al., 2007). Esta diversidad de
receptores resulta en la activacion de numerosas cascadas de sefializacion, permitiendo que el
LPA pueda participar en diferentes procesos biologicos (Choi et al., 2010). Entre ellos se incluye

la proliferacion, diferenciacion, supervivencia y migracion celular (Anliker & Chun, 2004;
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Birgbauer & Chun, 2006; Choi et al., 2010; Chun et al., 2010; Ishii et al., 2004; Noguchi et al.,
2009; Rivera & Chun, 2006), contribuyendo al desarrollo del sistema nervioso. Ademas, esta
involucrado en la sinapsis neuronal (Trimbuch et al., 2009) y en la respuesta inmunologica
(Yukiura et al., 2011), entre otras. Todo ello puede tener repercusiones conductuales, implicando

al LPA en numerosos procesos fisiologicos y fisiopatologicos (Revisado en Yung et al., 2015).
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Figura 3: Incidencia de distintas especies de LPA sobre distintos receptores de LPA.
Las diferentes especies de LPA inciden sobre los distintos tipos de receptores de LPA
activando cascadas de sefalizacion implicadas en el control de diversos procesos bioldgicos.
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Son muchas las evidencias que apoyan un papel de LPA en la regulacion de la
neurogénesis. En este sentido, se expresa con una alta especificidad en células precursoras
neuronales tipo 1 y tipo 2 a en el hipocampo (in vivo). Esto hace que pueda ser usado como un
marcador especifico de este tipo celular (Walker et al., 2016). Ademas, la administracion
prolongada de LPA parece incrementar la neurogénesis (Ladron de Guevara-Miranda et al.,
2018, Rosell del Valle (tesis doctoral)). En cambio, la ausencia de receptor LPA afecta tanto la
proliferacion como la maduracion de las nuevas neuronas hipocampales (Matas-Rico et al.,
2008). Por todo ello, es posible afirmar que el LPA, fundamentalmente a través del receptor
LPA,, esta involucrado en diversos procesos neurogénicos (Choi & Chun, 2013; Estivill-Torrus
et al., 2008; Garcia-Diaz et al., 2015; Noguchi et al., 2009).

Asimismo, parece que, a través de sus receptores especificos, el LPA puede estar
involucrado en la modulacion de numerosos sistemas de neurotransmision. Entre ellos, el sistema
serotoninérgico. Asi, los animales carentes del receptor LPA| presentan un importante déficit en
la produccion de serotonina, en numerosas areas cerebrales como la corteza frontal, el
hipocampo, el hipotdlamo y el nucleo accumbens, entre otras y, en cambio, presentan un
incremento en los niveles de este neurotransmisor en el estriado (Harrison et al., 2013).

Por otro lado, tanto estudios con animales que no expresan receptores para LPA,
fundamentalmente el receptor LPA, asi como mediante aproximaciones farmacologicas, han
puesto de manifiesto que el LPA est4 involucrado en la regulacion de la neurotransmision tanto
excitatoria (Blanco et al., 2012; Musazzi et al., 2011; Penalver et al., 2017) como inhibitoria
(Cunningham et al., 2006; Rosell-Valle et al., datos no publicados). En este sentido, la
administracion de LPA induce una depresion rapida y reversible de las corrientes postsindpticas
excitatorias (Garcia-Morales et al., 2015), y en cambio produce una depresion de la trasmision

GABA¢érgica, mediante la desfosforilacion de GABAay, (Garcia-Morales et al., 2015).
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En resumen, el LPA, actuando a través de receptores especificos, puede tener un papel

relevante en la regulacion de numerosas funciones en el sistema nervioso.

7.1 Tipos de receptores de LPA

7.1.1 El receptor LPA;

El receptor LPA| fue el primer receptor identificado para el LPA (Hecht et al., 1996) y el
mejor estudiado hasta el momento. Su expresion genética en ratones es denominada Lpral y en
humano LPARI. Esta ampliamente distribuido por todo el organismo (An et al., 1998). Asi, en
ratones, se ha observado que se expresa en testiculos, pulmones, corazon, intestino, bazo, rifién,
timo, estdbmago y en el sistema nervioso (Contos et al., 2000). En humanos, se expresa de manera
similar en muchos drganos, incluidos cerebro, corazon, colon, intestino delgado, placenta,
prostata, ovario, pancreas, testiculos, bazo, musculo esquelético y rifidén (An et al., 1998). En
ratones, su expresion ha sido estudiada exhaustivamente durante el desarrollo embrionario
(Ohuchi et al., 2008). Después del nacimiento, en el sistema nervioso, esta presente en
oligodentrocitos y células de Schwann, estando involucrado en el proceso de mielinizacion tanto
en el SNC como en el periférico (Weiner, Hecht, & Chun, 1998; Weiner & Chun, 1999). En el
cerebro de ratones adultos se expresa en cé€lulas precursoras neurales del giro dentado (DG)
(Allard et al., 1998; Pilpel & Segal, 2006; Tabuchi et al.,2000), empleandose como un marcador

funcional de neurogénesis hipocampal adulta (Walker et al., 2016).

Su activacion induce respuestas celulares a través de las vias de sefializacion de la proteina
MAPK, fosfolipasa C, Akt, Rho, e inhibicién de la adenilciclasa (revisado en Choi et al., 2010).
Estas cascadas de sefializaciéon inducen multitud de respuestas celulares que incluyen
proliferacion, diferenciacion, supervivencia y migracion celular, cambios en el citoesqueleto y
movilizacion de calcio intracelular, entre las mas destacadas (Choi et al., 2010; Fukushima et al.,

2001).
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Muchas de las funciones nerviosas atribuidas a este receptor han sido posibles gracias al
uso de un modelo knockout para el mismo. Asi, se ha puesto de manifiesto que los ratones nulos
que carecen de forma constitutiva del receptor LPA 1, presentan defectos en el desarrollo cortical,
una reducciéon en las poblaciones proliferativas, maduracion prematura de las células
neuroprogenitoras, un aumento de la apoptosis (Estivill-Torrus et al., 2008) y una reduccién
notable en la neurogénesis hipocampal adulta (Matas-Rico et al., 2008a). Ademas, los ratones
nulos para este receptor, presentan numerosas alteraciones de comportamiento, entre ellas
problemas de memoria (Santin et al., 200); Castilla-Ortega et al., 2011); un perfil ansioso (Santin
et al., 2009; Moreno-Fernandez et al., 2017); mayor vulnerabilidad a los efectos negativos del
estrés (Castilla-Ortena et al., 2011; Garcia-Fernandez et al., 2012); alteraciones en la regulacion
emocional (Pedraza et al., 2014) y un fenotipo depresivo con rasgos ansiosos (con anhedonia,
desesperanza, agitacion y una mayor reactividad al estrés (Moreno-Fernandez et al., 2017).
Ademas, presentan alteraciones en el sistema neuroendocrino del estrés, con una respuesta
exagerada del eje hipotalamico-hipofisiario-adrenal ante un estresor agudo (Pedraza et al., 2014)

y una alteracion del eje después de estrés cronico (Castilla-Ortega et al., 2011).

7.1.2 El receptor LPA;

La expresion cerebral del gen que codifica para el receptor LPA> (Ipar2) es menor que la
del gen Iparl (An et al., 1998). El gen lpar2 presenta los niveles mas altos durante el desarrollo
embrionario y disminuye tras la primera semana posnatal (Contos et al., 2000), por lo que su
expresion es reducida en el adulto, tanto en ratdbn como en humano. El receptor LPA; esta
acoplado a diferentes familias de proteinas G heterotriméricas (Gai /o, Gall/q y Gal2 / 13),
actuando sobre diferentes rutas de sefializacion: familia Ras/Rho; cascadas de proteinas MAPK;
fosfatidilinositol 3-quinasa; Rac; fosfolipasa C y diacilglicerol (Contos et al., 2000). La

activacion de estas vias de sefializacion mediada por el receptor LPA> se asocia generalmente
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con procesos como la supervivencia (Deng et al., 2002) y la migracion celular (Zheng, Kong, &

Goetzl, 2001).

Se ha observado que, en animales de laboratorio, la ausencia del receptor LPA», a
diferencia de la ausencia del receptor de LPAi, no produce modificaciones anatomicas. Sin
embargo, si provoca una disminucion en las respuestas mediadas por el receptor como la
proliferacion, la movilizacion de calcio y la activacion de las vias intracelulares asociadas

(Contos et al., 2002).

7.1.3 El receptor LPA3

La expresion del receptor LPA3 en raton es mas abundantemente en testiculos, rifidon y
pulmon, con niveles moderados en intestino delgado y niveles bajos en corazén, estobmago, bazo
y cerebro perinatal y adulto (Contos et al., 2000).

En humanos, el LPA; es mds abundante en prdstata, testiculos, pancreas y corazon,
presentando niveles moderados en pulmon, ovario y cerebro (Bandoh et al., 2000). No se ha
detectado expresion en placenta, higado, musculo esquelético, riiidén, bazo, timo, intestino
delgado, colon o leucocitos de sangre periférica (Contos et al., 2000).

El receptor LPA3 se acopla a las subunidades Gai/ o y Gaq de las proteinas G para mediar
la activacion de la fosfolipasa C inducida por LPA, la movilizacién de Ca?, la inhibicion y
activacion del adenilil ciclasa y por tltimo, la activacion de la proteina quinasa (Ishiiet al., 2000).

Este receptor, a diferencia del receptor LPA1 y LPA», no se une a la subunidad G213 (Ishii
et al 2000). Otro de los aspectos diferenciales de este receptor, con respecto a los receptores
LPA;y LPA;, es su mayor afinidad por las cadenas de LPA con insaturaciones, frente a la mayor
afinidad por la cadenas saturadas de los receptores LPA; y LPA;, aunque es menos sensible que

estos a las especies de LPA con cadenas de acilo saturadas, y tiene una afinidad relativamente
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alta por 2-acil-LPA que contiene acidos grasos insaturados (Bandoh et al., 2000; Sonoda et al.,
2002).

Los ratones machos y nulos para el receptor LPA3 no presentan ninguna alteracion en
términos generales, a diferencia de las hembras, donde se observan alteraciones en la
reproduccion, encontrandose afectada la implantacion y localizacion del embrion, asi como el
tamafo de la camada (Xiaoqin Ye et al., 2005). Desde un punto de vista neuroanatomico, el
sistema nervioso no muestra ninguna alteracion en ausencia del receptor LPA3, a pesar de que se
expresa en algunas estructuras cerebrales como el hipocampo, la corteza prefrontal y la amigdala
(revisado en Choi et 4l., 2010). Pero si que juega un papel relevante en la modulacion del dolor.
En este sentido, se ha implicado en el dolor post-ictus (Ueda et al., 2018) y en el dolor

neuropatico (Uchida, Nagai, & Ueda, 2014; Ueda et al., 2018).

7.1.4 El receptor LPA 4

Los receptores LPA4 presentan homologia estructural con los receptores purinérgicos P2Y
y se diferencian estructuralmente de los otros receptores de LPA (Choi et al., 2010). Ademas de
en el cerebro en desarrollo, el gen para este receptor (Lpar4) se ha localizado en varios tejidos
tales como corazon, ovarios y fibroblastos embrionarios (Lee et al., 2007). En humanos, su
distribucién es ubicua, encontrandose la maxima concentracion en ovario (Noguchi, Ishii, &
Shimizu, 2003).

Desde el punto de vista de la especificidad, presenta una mayor afinidad por la especie
LPA 18:1 en comparacion con otras especies lisofosfolipidicas (Noguchi, Ishii, & Shimizu,
2003). LPA4 cuando es activado por los ligandos de LPA induce cambios morfoldgicos a través
de las vias Gq12/13, Rho / Rho-kinasa (Lee et al., 2007), tal y como hacen los receptores LPA1,
LPA; y LPAs (Yanagida et al., 2007). A diferencia de los otros receptores, el LPA4 interviene

en el proceso de agregacion celular mediante las Rho-quinasas y la adhesion celular mediante la

67



Capitulo I: Introduccién

cadherina neuronal (Yanagida et al 2007). La funcidn de este receptor se conoce con mas detalle
gracias al uso de animales que no lo expresan. Estos animales presentan una disminucion de la
supervivencia prenatal causada por hemorragias asociadas con malformacion de los vasos
sanguineos (Lee et al., 2008) ademas, el sistema linfatico se encuentra afectado (Sumida et al.,
2010).

En relacién a la implicacion del receptor LPA4 en la regulacion del comportamiento,

ningun estudio de los revisados hasta la fecha, ha demostrado su implicacién en conducta.

7.1.5 El receptor LPAs

Desde el punto de vista estructural, este receptor comparte mayor homologia con el
receptor LPA4 que con el resto de receptores para LPA (Lee et al., 2006). Su expresion génica
(Lpar5) es ubicua en todos los tejidos, habiéndose determinado tanto en cerebro embrionario
como en células madre embrionarias (Kotarsky et al., 2006), sugiriendo un papel importante
durante el neurodesarrollo (Ohuchi et al., 2008).

Los receptores LPAs tienen una alta afinidad por la especie LPA 18:1, pero pueden ser
activados por otros ligandos derivados de lipidos, como farnesil pirofosfato y naracidonilglicina
(Ohuchi et al., 2008), aunque se necesitan cantidades superiores de estos compuestos para inducir
su activacion (Williams et al., 2009).

Una vez activados, y a través de proteinas G, en concreto la subfamilia Gai2 /13, ejercen
acciones bioldgicas, entre ellas la retraccion de neuritas y la formacion de las fibras de estrés,
que son haces de filamentos citoplasmaticos de actina que, asociadas a proteinas, permiten
movimientos ameboides de algunas células. A través de la activacion de la subunidad Goq
contribuye al aumento de niveles de calcio intracelular (Lee et al., 2006). Ademas, aumenta los
niveles de AMPc y la produccion de fosfato de inositol (Lee et al., 2006), favoreciendo su

acumulacion.
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Desde un punto de vista neurofisioldgico, se ha observado en ratones que carecen del
receptor LPAs una reduccion del umbral nociceptivo (Callaerts-Vegh et al., 2012; Tsukahara et
al., 2018) y una conducta menos ansiosa en comparacion con ratones silvestres (Callaerts-Vegh
et al., 2012). Lo que parece indicar que este receptor estaria implicado en la regulacion de la
nocicepcion y la hipersensibilidad al dolor, asi como en la conducta emocional. Todo ello sugiere

su posible implicacidn en trastornos psicopatologicos (Callaerts-Vegh et al., 2012).

7.1.6 El receptor LPAg

El receptor LPAs fue denominado inicialmente como P2Y'5, por su homologia estructural
con los receptores P2Y (Webb, Kaplan, & Barnard, 1996). El receptor LPAs se expresa
predominantemente en células endoteliales de capilares del cerebro de rata (Masago et al., 2018).

Este receptor tiene una mayor afinidad por las cadenas de LPA de tipo 2-acil-LPA en
comparacion con las cadenas 1-acil- LPA ademads, necesita concentraciones mas altas de los
ligandos de LPA en comparacion con los otros receptores de LPA, para activarse y producir

efecto (Yung et al., 2014).

Como se ha visto en el apartado anterior, tanto los distintos receptores como vias de
sefializacion de LPA estan presente en el SNC (Sugiura et al., 1999).

El receptor LPA; es fundamental para el desarrollo embrionario del SNC; su ausencia ha
revelado que es importante para el desarrollo de la corteza cerebral, siendo necesario para los
procesos de proliferacion, supervivencia y migracion celular (Estivill-Torrus et al., 2008). La via

de sefializacion mediada por el receptor LPA es importante tanto en condiciones fisioldgicas
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como patoldgicas (Choi et al., 2010; Ye, 2008), y esta involucrada en la etiologia de numerosas
enfermedades neuroldgicas y psicopatologicos (como por ejemplo en la esquizofrenia o el dolor
neuropatico) (Choi et al., 2010). Estudios llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion en
animales adultos demuestran que la ausencia del receptor de LPA; produce una disminucion de
la poblacion proliferativa, acortamiento del ciclo celular y maduracién temprana de los
precursores neurales del hipocampo (Matas-Rico et al., 2008), por lo que afecta al proceso
neurogénico en el giro dentado adulto, lo que a su vez provoca alteraciones de conductas
asociadas al hipocampo (Mastas-Rico et al., 2008; Castilla-Ortega et al., 2010; Santin et al.,
2009). En este sentido, y tal como se indicé anteriormente, es un receptor importante en la
regulacion de la respuesta al estrés (Castilla-Ortega et al., 2011), estando implicado en la
memoria dependiente de hipocampo (Santin et al., 2009; Castilla-Ortega et al., 2010; 2011) y en
la regulacion emocional (Pedraza et al., 214) y del estado de &nimo (Moreno-Ferndndez et al.,
2017; 2018).

Otro receptor que también se ha implicado en la regulacion del comportamiento es el
receptor LPAs. Asi, usando ratones que no expresan dicho receptor, se ha puesto de manifiesto
que, al contrario de lo que sucede con los ratones carentes del receptor LPA, existe una mayor
memoria espacial combinada con repuestas ansioliticas (Callaerts-Vegh et al., 2012a), por lo que
el LPA a través de sus receptores, al menos el LPA; y LPAs, regula la memoria dependiente de
hipocampo y la emocion, aunque de forma contrapuesta (Callaerts-Vegh et al., 2012b; Castilla-
Ortega et al., 2014).

El receptor LPAs, una vez activado por ligandos de LPA, induce diferentes efectos
actuando a través de la proteina Gauziz. La via de activacion de la proteina Rho regula la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica y la morfologia celular (Yanagida et al., 2009).

Ademas, el receptor LPA¢ contribuye al aumento de los niveles de calcio intracelulares, y
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produce una reduccion de AMPc y una activacion de la ERK»» ( Lee et al., 2009). Todo ello
permite pensar que este receptor pueda estar implicado en la regulacion de la conducta. Aunque
hasta la fecha no existen estudios que permitan afirmar esta implicacion.

Se han propuesto varios mecanismos a través de los cuales el LPA, fundamentalmente a
través del receptor LPA 1, regula las conductas dependientes de hipocampo. Asi, el receptor LPA;
es expresado en células neuronales en el GD del hipocampo de ratén adulto (Walker et al., 2016).
Ademés, presenta una gran afinidad por la especie de LPA 18:1 (Choi et al., 2010; Sano et al.,
2002), lo cual activa varias vias de sefializacion intracelular mediadas a través de las proteinas
Rho, Fosfolipasa C, Ras y Fosfatidilinositol 3-quinasa (Chun et al., 2010), dando lugar a la
cascadas de sefalizacion que podrian regular la expresion de genes de expresion inmediata como
el gen c-Fos (Muscella et al., 2003). Estas vias se han relacionado con la ansiedad (Saitoh et al.,
2006; Xiao et al., 2012). Dado que una disminucioén neurogénica también puede inducir ansiedad
(Walker et al., 2016,) este receptor podria tener un papel muy relevante en la fisiopatologia de
este trastorno.

El receptor LPA; también puede estar implicado en la conducta de afrontamiento al estrés.
Asi, los animales que carecen de dicho receptor, muestran una mayor vulnerabilidad a los efectos
negativos de este factor ambiental. En esta linea, se ha observado, en estos animales, tras la
exposicion a estrés una patologia hipocampal exacerbada, mayor alteracion neurogénica; mayor
apoptosis en el hipocampo (Castilla-Ortega et al., 2011) y mayores indices de estrés oxidativo
(Garcia-Fernandez et al., 2012), en comparacion con animales silvestres.

Por otro lado, en modelos animales, se ha puesto de manifiesto que el receptor LPA | puede
jugar un papel relevante en la etiopatologia de la depresion. Asi, animales que no expresan dicho
receptor muestran anhedonia (Moreno—Fernandez et al., 2017), una pobre estrategia de

afrontamiento al estrés ((Moreno—Fernandez et al., 2017; 2018), fatigabilidad y falta de
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motivacion (Moreno-Fernandez et al., 2017), reducida neurogénesis (Matas-Rico et al., 2008;
Castilla-Ortega et al., 2011) y una mala adaptacion del eje HHA (Castilla-Ortega et al., 2011;
Pedraza et al., 2014), factores todos ellos, junto con la mayor vulnerabilidad a los efectos
negativos al estrés, que se han relacionado consistentemente con la apariciéon de sintomas
depresivos.

El trabajo en humanos confirma ampliamente los resultados obtenidos con modelos
animales. Enfoques indirectos indican que el polimorfismo en el receptor LPA; se relaciona con
un aumento del riesgo de hipertension y la exposicion al estrés aumenta la susceptibilidad de los
pacientes con alelos de riesgo (Xu et al., 2015), por lo que las variantes genéticas en este receptor
pueden aumentar la vulnerabilidad al estrés. De hecho, una reduccion de la expresion del receptor
LPA; se observo después del estrés cronico impredecible, que pudo revertirse mediante el
tratamiento con antidepresivos (Sibille et al., 2009). Ademas, en pacientes con depresion, la
expresion de receptor LPA| se redujo tres o cuatro veces en la corteza temporal (Aston, Jiang, &
Sokolov, 2005). Por el contrario, un aumento en la expresion del receptor LPA| se ha relacionado
con estados de animo positivo (Le-Niculescu et al., 2009) y puede ser un biomarcador de

respuesta exitosa a la terapia cognitiva conductual (Kéri, Szabo, & Kelemen, 2014).

Por otro lado, el receptor LPA; también se ha visto que puede estar implicado en la
respuesta a los antidepresivos. Asi, los antidepresivos triciclicos, tetraciclicos e inhibidores
selectivos de la recaptacion de serotonina o noradrenalina a través de los receptores LPA1,
acoplados a una proteina Gi/o, estimulan la via de sefializacion ERK1/2 (Olianas, Dedoni, &
Onali, 2015). La via ERK1/2, esta involucrada en la proteccion al estrés oxidativo y la
inflamacioén (Li et al., 2017), y se encuentra reducida después de la exposicion a estrés cronico
en areas cerebrales relacionadas con el estrés (Castro et al., 2012; Nho et al., 2015). Asi pues, la
sefializacion del receptor LPA| puede estar involucrada en las acciones de los fArmacos
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antidepresivos y, por lo tanto, en algunas de sus acciones terapéuticas (Olianas, Dedoni, & Onali,
2016). Ademas, la funcién adecuada de la via LPA-LPA; también puede actuar como un factor
protector contra el desarrollo de hipertension (Orosa et al., 2012) y el desarrollo de enfermedad
cerebrovascular (Yukiura et al., 2011), alteraciones que estan relacionadas con la depresion en
los ancianos (Daulatzai, 2014).

Junto con la implicacion del receptor LPA1, otros estudios, involucran a la enzima ATX
(una de las enzimas responsables de la sintesis de LPA), en la aparicion de sintomas depresivos.
De este modo, se ha relacionado la baja expresion del receptor LPA | con el aumento de expresion
de ATX en pacientes con deterioro cognitivo y Alzheimer (Frugier et al., 2011; Umemura et al.,
2006). Los niveles altos de ATX inducen una ralentizacion del metabolismo del 16bulo temporal
medio y de la corteza prefrontal, lo que parece afectar a las funciones ejecutivas y a la memoria,
funciones cognitivas que también parecen verse afectadas por la depresion (Dotson et al., 2014).
Asimismo, recientemente, se ha observado una reduccion en los niveles de ATX en suero y en
fluido cerebro-espinal de pacientes con depresion (Itagaki et al., 2019) (Itagaki et al., 2019).

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, puede afirmarse que los estudios llevados
a cabo, tanto en modelos animales como humanos, estan empezando a revelar mecanismos que
involucran la participacion del receptor LPA| en la emocion y la respuesta al estrés. Sin embargo,
se sabe muy poco acerca de los cambios en LPA en general y de las especies de LPA en particular
y su participacion en la regulacion emocional. Conocer la implicacion de este sistema lipidico
en los efectos del estrés y en la aparicion de problemas psicopatologicos puede mejorar nuestro
conocimiento sobre las bases bioldgicas de estos trastornos, asi como abordar de forma mas

efectiva el tratamiento de los mismos.
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El LPA es un lipido bioactivo que estd involucrado en la sefalizacion intracelular
a través de los seis receptores acoplados a proteinas G (LPA1.6). Entre estos receptores,
LPA; es un fuerte candidato para mediar los efectos centrales de LPA en la emocion y
puede participar en la regulacion de conductas emocionales normales. Cambios en la
expresion o funcionalidad de este receptor puede aumentar la vulnerabilidad a los efectos
negativos del estrés y predisponer a un individuo al desarrollo de un trastorno
psicopatologico. De hecho, los ratones que carecen del receptor LPA; exhiben
desregulacion emocional y una aumentada vulnerabilidad a los efectos negativos del
estrés (Pedraza et al., 2014; Castilla-Ortega et al., 2011). La pérdida de este receptor
resulta en un fenotipo ansioso, con baja resiliencia en respuesta al estrés y con
alteraciones conductuales y neurobioldgicas similares a las que aparecen en los trastornos
del estado de 4nimo. En base a los datos acumulados de los estudios llevados a cabo con
animales que carecen del receptor LPA; y teniendo en cuenta los criterios de validez,
nuestro grupo de investigacion propuso que los ratones malLPA-nulos representan un
modelo animal de depresion ansiosa (Moreno-Ferndndez et al., 2017; 2018).

Por otro lado, la administracion continuada de LPA induce diferentes efectos
neurobioldgicos y conductuales en animales de investigacion. Por un lado, aumenta la
neurogénesis hipocampal Ladron de Guevara-Miranda et al., 2018; Walker et al., 2016;
Rosell del Valle, tesis doctoral, 2014). A nivel comportamental, se ha observado que
reduce las conductas similares a depresion en animales de investigacion (Rosell del
Valle, tesis doctoral, 2014) y aumenta la conducta hedénica (Moreno-Fernandez et al.,
2019, en revision). En cambio, en ratas aumenta la conducta ansiosa y en condiciones de
estrés, induce indefension y anhedonia. Efectos contrapuestos a los observados en

situacion basal.
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Debido a que la activacion del receptor LPA; requiere LPA, posiblemente la
ausencia de dicho receptor afectara los niveles de LPA hipocampal. Ademas, dado que
las especies de LPA difieren en las afinidades por los diferentes receptores de LPA
(Bandoh et al., 2000; Cerutis et al., 2014), posiblemente el perfil de las diferentes
especies de LPA se vea afectado en el hipocampo. Puesto que este receptor tiene una alta
afinidad tanto para las moléculas de LPA saturadas como insaturadas (Bandoh et al.,
2000), posiblemente la ausencia de LPA afecte a las concentraciones de las diferentes
especies de LPA mas que a su perfil.

Por otra parte, es un hecho ampliamente constatado que el estrés altera el
metabolismo de nimerosos lipidos en estructuras clave para el control de la emocién
(Faria et al., 2015; Oliveira et al., 2016), en cambio se desconoce como el estrés regula
las diferentes especies de LPA en el hipocampo.

Por ello nos planteamos las siguientes hipotesis:

1. Dado que la activacion del receptor LPA | requiere LPA, la ausencia del recep-
tor LPA| provocard una reduccion de los niveles de las diferentes especies de

LPA vy alterara el perfil de LPA en el hipocampo.

2. El estrés alterara los niveles y el perfil LPA en el hipocampo, que dependera de

la modalidad del estresor y de la duracion del mismo.

3. La administracion cronica de LPA provocara cambios en los niveles de LPA 'y

modificard el perfil de LPA en el hipocampo.

Teniendo en cuenta lo expuesto, en la presente tesis doctoral se planted el siguiente

OBJETIVO PRINCIPAL: estudiar el efecto del estrés en el sistema LPA hipocampal.

Este objetivo general se ha abordado en 3 objetivos especificos tratados en tres bloques

experimentales: 1) Puesta a punto de la técnica MALDI-TOF para la determinacién de las

concentraciones de las diferentes especies de LPA en el hipocampo; 2) Estudio del perfil
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lisofosfolipidico en el hipocampo de raton en situaciones de estrés agudo, en ausencia del

receptor LPA y tras la combinacion de ambos factores. 3) Estudio del perfil de lisofosfolipidico

hipocampal tras la exposicion al estrés cronico y la administracién continuada de LPA.

1. PRIMER BLOQUE EXPERIMENTAL (capitulo III).

a) Determinacion de las especies de LPA en tejido de hipocampo mediante la técnica
MALDI-TOF.
b) Determinacion de las especies de LPA en suero mediante la técnica MALDI-TOF.

2. SEGUNDO BLOQUE EXPERIMENTAL (capitulo IV)

a) Determinacion de las concentraciones y del perfil hipocampal de las especies de LPA
en condiciones basales.

b) Determinacion del efecto de la ausencia de expresion del receptor LPA; en las
concentraciones y perfil hipocampal de las especies de LPA.

c) Determinacion de las concentraciones y perfil hipocampal de las especies de LPA en
diferentes condiciones de estrés agudo.

d) Determinacion del efecto de la combinacion de la ausencia del receptor LPA y
la exposicion a diferentes estresores agudos en las concentraciones y perfil

hipocampal de las especies de LPA.

3. TERCER BLOQUE EXPERIMENTAL (capitulo V)

a)

b)

Determinacion de las concentraciones y el perfil hipocampal de las especies de LPA

en situaciones de estrés cronico.

Determinacion de las concentraciones y el perfil hipocampal de las especies de LPA
tras la administracion exdgena de LPA, en situacion basal o tras la exposicion a estrés

cronico.
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Capitulo III: Puesta a punto de la técnica para la determinacion de las especies de LPA en
tejido y suero

1. INTRODUCCION

Los estudios de lipidos han sufrido retrasos en comparacion con las investigaciones
gendmicas y protedmicas debido a las limitaciones técnicas. Gracias a los avances
experimentados en los ultimos afios por la tecnologia lipidomica, que ha proporcionado
la posibilidad de cuantificar a gran escala moléculas lipidicas, es posible realizar estudios
sobre la composicion lipidica de regiones de interés, lo que permite a su vez, una
interpretacion fisiologica basada en la quimica analitica y en el andlisis estadistico
(Watson, 2006; Wenk, 2005). En este sentido, las mejoras que han experimentado las
técnicas analiticas, sobre todo las basadas en espectrometria de masas, permiten un
estudio completo del perfil lipidico de diferentes sistemas, desde células a tejidos e
incluso organismos enteros, facilitando la comprension del papel de los lipidos en
condiciones fisilogicas y en procesos patoldgicos (Miranda & Olivera, 2015; Wenk.

2010).

Hasta donde sabemos, solo tres trabajos han determinado las especies de LPA en
tejido nervioso. Uno de ellos en el cerebro completo de rata (Morishige et al., 2010) y
los otros dos en la médula espinal, tanto en condiciones fisioldgicas como patologicas,
en concreto tras la induccion de dolor neuropético (Ma et al., 2013; Uchida et al., 2014).
Sin embargo, no hay estudios disponibles sobre el perfil de LPA en regiones cerebrales.
Por ello y antes de pasar a los siguientes objetivos de la presente tesis, basados en conocer
el impacto de la ausencia del receptor LPA| y de diferentes tipos de estrés en las especies
de LPA, ha resultado necesario poner a punto la técnica de extraccidon, determinacion,
cuantificacion de dichas especies y obtencion de su perfil lipidico en las diferentes

situaciones experimentales en tejido, en concreto en hipocampo. Asimismo, se han
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realizado estudios de optimizacion del perfil LPA en suero de raton. Para estos estudios
se ha elegido la técnica de espectrometria MALDI-TOF por ser un método sensible,
rapido y que permite la deteccion de moléculas de pequeiio tamano. Ademas, debido a
que usa una ionizacion suave, facilita el analisis de moléculas sensibles procedentes de
muestras biologicas. Por tanto, esta técnica permite la deteccion y cuantificacion de las
diferentes especies de LPA tanto en suero como en tejido de raton.

Para la optimizacion y validacion del método en nuestras muestras de estudio, se han
seguido las directrices incluidas en la guia de Validacion de Procedimientos Analiticos
de la IHC (International Conference on Harmonisation) y en el documento de la SANCO
10684/2009.

La validacion del método permite considerar que el procedimiento utilizado es 1util
para los objetivos perseguidos. Para dicha valoracion se ha tenido en cuenta la linealidad
del método, la precision, la exactitud, el limite de deteccion y el limite de cuantificacion
En nuestro caso, para la determinacion de las concentraciones de las diferentes especies
de LPA examinadas en tejido y suero, hemos considerado la linealidad del método (curva
de calibrado) para confirmar que el procedimiento utilizado proporciona datos que son
directamente proporcionales a la concentracion del analito en la muestra (R2). La
precision hace referencia a la reproductibilidad y repeticion de los resultados cuando el
procedimiento se repite, es decir, a la obtencion de resultados similares tras la realizacion
de ensayos independientes con el mismo método e idénticas muestras de andlisis. La
exactitud, hace alusion al grado de concordancia de los resultados experimentales
obtenidos a un valor de referencia aceptado. Por ultimo, hemos tenido en cuenta el limite

de deteccion que indica la cantidad mas baja de analito en una muestra que puede ser
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detectada y el limite de cuantificacion, que es la cantidad mas baja de analito en una

muestra que puede ser determinada cuantitativamente con exactitud y precision.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Muestras biologicas

Para la puesta a punto del método de determinacion de las especies de LPA, se
usaron tejidos de cerebro de hamster y raton. En el caso de los ratones, estos poseian un
fondo genético mixto 129X1/Sv] x C57BL/, tanto los animales silvestres (WT) como los
animales que no expresaban el receptor LPA; (maLPA-nulos). Para poner a punto las
determinaciones de las diferentes especies de LPA en suero, se emplearon muestras de
suero fetal bovino, asi como de conejo y raton (129X1/Sv] x C57BL/6J; WT y maLLPA -

nulos).

Los animales se mantuvieron en condiciones estandar de ventilacion, temperatura
y disponibilidad de agua y alimento ad /libitum, con un ritmo circadiano de 12 horas de
periodos luz/oscuridad con efecto amanecer/anochecer en las instalaciones de la
Universidad de Malaga.

Los procedimientos llevados a cabo fueron aprobados por el comité de ética de la
Universidad de Malaga (CEUMA 2013-0008-A/ CEUMA: 1-2015- A, 08-7- 15-273) y
de la Junta de Andalucia (08-7- 15-273), de acuerdo a la normativa legal vigente europea
(European Communities Council Directives 2010/63/UE, 90/219/CEE, Regulation (EC)
No. 1946/2003) y nacional: Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se
establecen las normas basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en
experimentacion y otros fines cientificos.
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2.2 Reactivos

Los patrones estandares de las especies lipidicas LPA 16:0, 18:2, 18:1, 18:0, 20:4
y el patrén interno LPA 17:0, fueron suministrados por Avanti Polar Lipids, Inc
(Alabaster, AL). El compuesto monoisotopic 68Zn2+-Phos-tag (Phos-tag®) se obtuvo
del NARD Instituto Ltd. (Hyogo, Japon). Asimismo, se emplearon los siguientes
disolventes: acetona, cloroformo, metanol, O- vanadato, cloruro de potasio, amoniaco
(28%), matriz THAP y acetonitrilo, suministrados por Sigma Aldrich (St. Louis, MO).
Para la calibracion del equipo MALDI-TOF se emple¢ el péptido de calibracion estandar

externo suministrado por Bruker Daltonics (Bremen, Alemania).

2.3 Aparatos

Como espectrometro de masas se empled el sistema MALDI-TOF, equipo
UltrafleXtreme (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania). Para la cristalizacion de las
muestras, se us6 la placa de MALDI (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania). Por tltimo,
para la separacion de las fases en las extracciones de las especies de LPA se emple6 una

centrifugadora en frio (equipo Sigma, 2-16PK, Sartorius).

2.4 Preparacion de disoluciones patron

Los patrones estandares de LPA (16:0, 18:0, 18:1, 18:2 y 20:4) se disolvieron en
metanol y amoniaco (0.1%) a diferentes concentraciones 0, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 y 2.0 nmol,
con estandar interno a 0.2 nmol (17:0 LPA) en cada muestra de patron. Para ello, se
prepar6 una disoluciéon madre que contenia la mezcla de todos los estandares y a partir
de ella se fueron diluyendo con la disolucién de metanol hasta obtener las diferentes

concentraciones que permitieron la obtencion de la recta de calibrado. Posteriormente, se
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afiadié 50 pL se Phostag [ImM] y se cuantificaron usando el MALDI-TOF tal como se

describe en los apartados siguientes.

2.5 Perfusion intracardiaca y extraccion del hipocampo.

Una vez finalizados los tratamientos experimentales, los animales fueron
anestesiados con una dosis eutanasica del anestésico pentobarbital sodico, via
intraperitoneal (200 mg/kg; Dolethal, Vétoquinol, Especialidades Veterinarias, S.A.,
Madrid, Espana). Tras la comprobacion de la ausencia de reflejos en las extremidades,
los animales se colocaron en posicion de cubito supino y se practicod una incision en el
torso, cortando el diafragma, para exponer de forma accesible el corazon. Posteriormente,
se insertdé una canula en el ventriculo izquierdo conectada a una bomba de perfusion
(modelo D-25V, DINTER SA-DINKO Instruments, Barcelona) y se realiz6 una incision
en la auricula derecha con el objetivo de permitir la extravasacidn sanguinea.
Posteriormente, en el ventriculo izquierdo se administrd una solucién de lavado (tampén
fosfato salino a 0,1 M y pH 7,4 (PBS)) durante aproximadamente 10 minutos. Tras la
perfusion, el animal se decapitd y se procedid a la extraccion del cerebro, para la

extraccion del hipocampo.

Para la extraccion del hipocampo, los cerebros de raton se dividieron por la linea
media en dos mitades. De cada mitad, se separ¢ la parte rostral de la parte caudal, y con
la ayuda de un sacabocados de 0.5 mm de didmetro, se fue extrayendo el hipocampo en
partes dorsales y ventrales. Todo el hipocampo se usé para las determinaciones de

especies de LPA (Figura 4).
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e

Rostral Caudal

Figura 4: Procedimiento de extraccion de hipocampo. Los cerebros se dividieron por la
linea media en dos mitades. De cada mitad, se separo la parte rostral de la parte caudal. A
su vez, se separd la parte dorsal de la parte ventral para favorecer la diseccion del
hipocampo. A) Imagen de mitad de cerebro de raton cortada sagitalmente. B) Extraccion
de hipocampo de las partes dorsal y ventral.

2.6 Método de extraccion de las especies de LPA

2.6.1 Extraccion de LPA en tejido hipocampal

Tras la realizacion de varios estudios pilotos, se optimizé el procedimiento de
extraccion de LPA en tejido dependiendo de la cantidad en miligramos a analizar de
tejido cerebral, con el fin de realizar una adecuada extraccion y emplear los utensilios

optimos. El procedimiento seguido se indica a continuacion.

2.6.1.1 Extraccion de LPA en tejido hipocampal inferior a 100 mg

Para la extraccion de LPA en tejido de hipocampo con un peso inferior a 100 mg,
se empled una modificacion del método de extraccion de lipidos empleado por varios
autores (Ma et al., 2013; Morishige et al., 2010; Tanaka et al., 2004). Este método esta
basado en el protocolo de extraccion de lipidos desarrollado originalmente por Bligh y
Dyer (Bligh & Dyer, 1959). Tras aislar el hipocampo, se resuspendié en 200 pL de O-
vanadato [100 mM] y EDTA [1 mM] y se tritur6 hasta la homogenizacion total.
Seguidamente, se afiadieron 0.5 nmoles de patrén interno (LPA 17:0 en 1 mL de acetona),
y se centrifugd a 1300G durante 5 minutos. El pellet resultante se lavo dos veces con 0.5
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mL acetona, y se secd con nitrogeno. Posteriormente, se afiadieron 380 pL. de CHCls,
MeOH y H>O (en relacion 1:2:0.8), centrifugdndose y manteniendo el sobrenadante, se
repitid una vez mas. Al sobrenadante total se le anadié una solucion de 0.4 mL CHCls,
0.4 mL KCl y 2 pLL amonia (28%) centrifugando y eliminando la fase cloroformo. Se
realizaron 4 lavados de la fase acuosa con una solucién de 0.8 mL de CHClz y MeOH
(en relacion 17:3). A continuacion, se afadieron 50 pL. de Phostag [I1mM] en 0.8 mL de
CHCI3 y MeOH (17:3), sobre la que se realizé una centrifugacion y se mantuvo la fase
CHCI. La fase acuosa resultante se lavo dos veces con 0.8 mL CHCIlz y MeOH (17:3) y
la fase de CHCI; se secd con nitrogeno. Finalmente, el LPA extraido se disolvio en 100
puL MeOH/NH4OH (0.1%) para ser analizado mediante el MALDI-TOF (ver figura 5 y

figura 6).

H 1. HOMOGENIZACION

Adicién de LPA 17:0

Sobrenadante 2. Extraccion de LPA
(Acetona) CHCI3/MeOH/HZ0 = 1:2:0.8 viviv

Fase CHCI3 H
CHCI3/KCUNH4OH = 1/1/0.005 viviv

Fase CHCI3

CHCI3/MeOH = 17:3 viv

X 4 veces

< A
Fase CHCl3 H 3. DERIVATIZACION

| Adicion de PhosTag

I 1 4. DETECCION

Fase acuosa N2 MeOH/NH4OH 0.1%
— _— MALDI-TOFMS

Especies de LPA

Figura 5: Diagrama de extraccion de LPA a partir de hipocampo. Se inicia el proceso de
extraccion con una etapa de homogenizacion, extraccion por fases de LPA y derivatizacion de la
molécula de LPA para la mejora de su deteccion.
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Adicionalmente, la concentracion de cada una de las especies de LPA fue
normalizada tomando como referencia las concentraciones de todas las especies de LPA
detectadas en el hipocampo (Oliveira et al., 2016), y los datos se presentaron como los
porcentajes medios (ver ecuacion 1). Estos valores pueden ser interpretados como un

reflejo de la abundancia relativa de especies de LPA analizadas en el hipocampo.

Especies de LPA
([LPA 16:0 ]+[LPA 18:0 |+[LPA 18:1 ]+[ LPA 18:2])

% de las especies de LPA= 100* [Ec.1]

2.6.1.2 Extraccion de LPA en tejido hipocampal superior a 100 mg

Para muestras que superan los 100 mg de tejido, se realiza una adaptacion respecto
al apartado anterior. En este caso, se suspendio la muestra en 1 mL O-vanadato [100 mM]
y EDTA [1 mM] y se tritur6 hasta la homogenizacion total. Se afadieron 2.5 nmoles de
patron interno (LPA 17:0 en 5 mL de acetona), centrifugdndose a 1300G durante 5 min.
El pellet se lavé dos veces con 2.5 mL de acetona, secdndose con nitrogeno.
Posteriormente, se afiadi6 al pellet 1.9 mL de la disolucion CHCl3, MeOH y H2O (en
relacion 1:2:0.8), centrifugandose y manteniéndose el sobrenadante, repitiéndose una vez
mas el proceso. Al conjunto de sobrenadante se afiadio 1 mL CHCls, 1 mL KCly 5 pL
amonia (28%), y se centrifug6 a 1300G durante 5 min. Seguidamente, se elimind la fase
de CHCIl; y se lavd 4 veces con 4 mL de la mezla de CHCl; y MeOH (en relacion de
17:3). A la fase acuosa resultante se le afiadieron 50 pL de Phostag y 2 mL de la
disolucion de CHCIlz y MeOH (en relacion de 17:3) y se centrifugd a 1300G durante 5
min. La fase del CHCI3 resultante después de haberse lavado la fase acuosa, se seco con
nitrogeno. Finalmente, el producto final se disolvié en 100 pL MeOH/NH4OH (0.1%) y

se preparo para su analisis.
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2.6.2 Extraccion de LPA en suero

Para las determinaciones de las especies de LPA en suero, se ha utilizado una
version modificada del método descrito por Morishige et al., 2010. Para ello hemos
partido de cantidades de 25 pul de suero. A la muestra de suero se le anadio directamente
0.5 nmol de patron interno (LPA 17:0 en 400 pul de MeOH). Seguidamente, se agit6 en
un bafio de hielo durante 10 min y se centrifugd a 8000G durante 5 minutos. A
continuacion, se recupero6 la fase de MeOH y se lavo precipitando con 100 pul de MeOH,
recuperando de nuevo la fase de MeOH. Posteriormente, a toda la fase de MeOH se le
afiadio la mitad de volumen de H>O y seguidamente se afiadié la mitad de volumen total
de la disolucion de CHCI3 y MeOH (en relacion a 17:3). La fase acuosa resultante se lavo
cuatro veces con CHCI3 y MeOH (en relacion a 17:3), manteniéndose la fase de CHCI3
y secandose con nitrégeno. Al producto final se le afadieron 50 pL MeOH/NH4OH

(0.1%).

Para deteccion de las especies de LPA se emple6 el modo positivo del
espectrofotometro de masas con un voltaje de aceleracion de 25 kV, el laser con una
energia de 30 —70% (3.0 — 7.0 wJ) y una tasa de repeticion de 10 Hz. El espectro de masas
fue calibrado mediante el uso del péptido de calibracion estandar externo (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemania). Las sefiales pertenecientes a las especies en los espectros
obtenidos son el resultado de la suma de a 3000 6 6000 disparos consecutivos del laser,
obteniéndose de este modo los espectros de las diferentes especies de LPA. Asimismo,
se calculd la concentracion total de LPA sumando las concentraciones de cada una de las

especies.
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. Laser
desorcion/
ionizacion

Muestra
cristalizada

— —

Placa MALDI ) - -
Analisis especies de LPA
Introduccion de la placa al MALDI Detector
Tubo TOF
e LPA 17:0{Phostag]
LPA 16:0[Phostag]
LPA 18:2 [Phostag]
LPA 18:1[Phostag]
LPA20:4[Phostag] —

LPA 13:0[Phostag]

Espectro especies LPA-Photag Programa Software

Figura 6: Procedimiento de analisis de las especies de LPA por MALDI-TOF. Se
introduce la placa MALDI que contiene las muestras de LPA a analizar en el equipo
MALDI-TOF obteniéndose espectros de intensidades de las especies de LPA acopladas
a moléculas de Phostag.
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3. RESULTADOS

3.1 Obtencion de la recta de calibrado

Las rectas de calibrado para cada especie de LPA (figura 7) se obtuvieron a partir
de las disoluciones de las intensidades obtenidas de los espectros (figura 8),
correspondientes a cada concentracion de estandares para la curva de calibrado, en las
que se usaron varias muestras de patrones de los estandares de LPA (16:0, 18:0, 18:1,
18:2y20:4)a0,0.1,0.2,0.5, 1.0 y 2.0 nmol con estandar interno a 0.2 nmol (17:0 LPA).
A partir de dicha recta, se obtuvo la concentracion de los tejidos analizados en los

capitulos IV y V de esta tesis doctoral. Los calculos realizados se detallan a continuacion:

Y=aX + b (recta de calibrado) [Ec.2]

Donde:

Y =1LPA de cada especie / I LPA17:0; valor obtenido a partir de las intensidades (I)

de los espectros.
X =nmoles LPA de cada especie / nmoles LPA 17:0.

a = pendiente de la recta de calibrado (obtenida de la figura 7 para cada especie de

LPA).

b = constante, punto de corte entre el eje X y el eje Y (obtenida de la figura 7 para cada

especie de LPA).

ILPA cada especie _  nmoles LPA cada especie
ILPA17:0 nmoles LPA17:0

+b  [Ec3]
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I LPAcada especie b) " nmoles LPA17:0
I LPA17:0

nmoles cada especie = ( [Ec.4]

La cantidad de nmoles de LPA 17:0, que es el patrén interno, es contante porque
siempre se ha afadido la misma cantidad a todas las muestras. Por lo tanto, se puede ver

en la ecuacion como la cantidad de muestra es proporcional a su sefial.

. (I LPA cada especie b)¢nmoles LPA17:0
nmoles cada especie — TLPA17:0 a

[Ec.5]

mg masa muestra(mg)

Esta tltima ecuacion refleja la concentracion que hay de cada especie de LPA

por miligramo de tejido de hipocampo.

Los espectros obtenidos para las especies de LPA en los distintos ensayos
realizados, representados en las figuras 8 a la 15, se muestran con mayor detalle en los

anexos I al VIII.
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Figura 7: Ejemplo de rectas de calibrado realizadas para cada especie de estindar de LPA.
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Figura 8: Espectros para los estindares de las especies de LPA para la recta de calibrado.
A) Relacion molar = 0; B) Relacion molar = 0,125; C) Relacion molar = 0,25; D) Relacion
molar = 0,5; E) Relacién molar = 1; F) Relacion molar = 2. (Anexo I).

Los datos de intensidad se obtuvieron por triplicado y en cada réplica se obtuvieron

valores similares al anterior, demostrando la precision del método. Por otra parte, dada

la proximidad de R al valor de la unidad, puede comprobarse que el procedimiento

cumple el criterio de linealidad. Ademas, los valores de las cantidades en tejido estan

dentro de los valores de referencia porque lo que se podria indicar que el procedimiento

es preciso para la determinacion de las intensidades.
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3.2 Espectros en muestras de tejido

En la cuantificacion de las especies de LPA en tejido cerebral, los datos se

obtuvieron por triplicado y en cada réplica se obtuvieron valores similares al anterior. Se

hicieron pruebas en tejido de hipocampo de raton (figura 9) y de hamster (figura 10) para

cantidades inferiores a 100 mg de tejido, observando que todas las especies de LPA estan

presentes. Asi, a 997 m/z se encuentra la sefnal de 16:0, a 1025 m/z la de senal 18:0, a

1023 m/z la senal 18:1, 1021 m/z sefial de 18:2 y finalmente, a 1045 la sefial de la especie

20:4, similar a lo descrito por otros autores (Ma et al., 2013; Morishige et al., 2010;

Tanaka et al., 2004). En las pruebas de extracciones de LPA en tejido de cerebro de mas

100 mg también se obtuvieron todas las especies de LPA (Figura 11). Por ultimo, se

analizaron hipocampos de tejido de ratén (cepa 129X1/Sv] x C57BL/6J) tanto WT

(Figura 12A) como malLPAl-nulo (Figura 12B), observandose especies de LPA en

ambos genotipos.
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Figura 9: Espectros de las sefiales de las especies de LPA obtenidos de las extracciones de
tejidos inferior a 100 mg de hipocampo de raton. A) Prueba con tejido de 33 mg B) Prueba

con tejido de 44 mg. (Anexo II).
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Figura 10: Espectros de las sefiales de las especies de LPA obtenidos de las extracciones de
tejidos inferior a 100 mg de cerebro de hamster. A) Prueba con tejido de 20 mg; B) Prueba de

100 mg. (Anexo III).
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Figura 11: Espectros de las sefiales de las especies de LPA obtenidos de las extracciones de
tejidos de cerebro de raton superior a 100 mg. A) Prueba con tejido de 456 mg; B) Prueba con
tejido de 234 mg. (Anexo IV)
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Figura 12: Espectros de las sefiales de las especies de LPA obtenidas de hipocampo de
ratones de la cepa mixta 129X1/Sv] x C57BL/6J. A) WT; B) maLPA,-nulo. (Anexo V)
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3.3 Espectros en muestras en suero

Para las extracciones de las especies de LPA en 25 ul de suero, en las pruebas
realizadas en suero bovino fetal (figura 13) y en suero de conejo (figura 14) se observaron
las distintas especies de LPA, en cambio, en la mayoria de las pruebas realizadas en suero
de raton se obtuvieron sefiales de ruido que no corresponden a las sefiales de las especies

de LPA (figura 15), por lo que no fue factible la determinacion de LPA en suero.
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Figura 13: Espectros de las sefiales de las especies de LPA obtenidos en 25 pl suero bovino
fetal. A) Prueba 1; B) Prueba 2. (Anexo VI).
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4. DISCUSION

Para estudiar el impacto de diferentes estresores y de la ausencia del receptor LPA;
en las especies de LPA, objetivos 2 y 3 de la presente tesis doctoral, ha sido indispensable
poner a punto previamente el procedimiento de determinacion de las diferentes especies
de LPA, tanto en tejido (hipocampo), como en suero. Los procedimientos llevados a cabo
han permitido verificar de forma sistematica, que el método utilizado es confiable y
robusto para la determinacion de las especies de LPA en tejido cerebral, no siendo asi
para las determinaciones en suero sanguineo de ratones con fondo genético mixto

129X1/Sv] x C57BL/6J.

Las extracciones en tejido fueron optimizadas correctamente seglin la cantidad de
masa analizada. Este procedimiento también puede llevarse a cabo para estudios futuros
realizados en otras regiones cerebrales diferentes al hipocampo, que tengan una extension

mayor o menor que esta estructura limbica.

En nuestro estudio, a través del uso del MALDI-TOF, las diferentes especies de
LPA fueron detectadas y cuantificadas con éxito. Sin embargo, a pesar de usar Phos-tag,
que disminuye significativamente el limite de detencién comparado con otros métodos
que no lo usan (Morisheige et al., 2010; Tanaka et al., 2004), la especie 20:4 se encontro
por debajo de los limites de detencion, por lo que no se pudo cuantificar. Aunque no
existen estudios previos que determinen y cuantifiquen las diferentes especies de LPA en
hipocampo, en el caso de la médula espinal, se ha informado que la especie 20:4 también
se encuentra por debajo del limite de detencién usando el MALDI-TOF, incluso después
de inducir dafio en el nervio ciatico, procedimiento que provoca un aumento del resto de

especies de LPA en el asta dorsal de la médula espinal (Ma et al., 2013). Por este motivo,
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la especie 20:4 ha sido eliminada de los andlisis posteriores llevados a cabo para la

consecucion de los objetivos 2 y 3 de la presente tesis doctoral.

Por otro lado, en suero de raton, los espectros de masas resultaron con poca sefial
y se percibido un exceso de ruido, ademas, estas sefiales no fueron constantes, no
resultando reproducibles los valores obtenidos. En cambio, en las pruebas de suero
bovino fetal y conejo, la deteccion de las distintas especies de LPA si fue factible. Por
tanto, a raiz de los resultados encontrados, podria decirse que, en el caso de las muestras
de suero de raton, la concentracion de las especies de LPA esta en valores inferiores a los
detectables por el MALDI-TOF, mientras que, en las muestras de suero fetal bovino y
conejo, las concentraciones estan en niveles detectables. Por tanto, puede decirse que no
se han detectado especies de LPA en suero de raton debido posiblemente a los niveles de

dichas especies y no al método en si.

En definitiva, teniendo en cuenta la optimizacion del método, el procedimiento
utilizado es util para los objetivos perseguidos; en nuestro caso, para la determinacion de
las concentraciones de las diferentes especies de LPA en hipocampo. Asi, tras la
obtencion de las curvas de calibrado, puede observarse la linealidad del método.
Asimismo, tras la réplica del procedimiento, y teniendo en cuenta la poca bibliografia
disponible al respecto (Yang & Han, 2016) podemos informar que el método es preciso.
Por ultimo, teniendo en cuenta los limites de detencion, tal y como previamente se ha
descrito (Ma et al., 2013), la especie 20:4 esta por debajo de estos limites. Sin embargo,
al menos en suero ratén con el fondo genético mixto 129X1/SvJ x C57BL/6J, dada la
baja ratio senal-ruido obtenida, posiblemente por la poca disponibilidad de especies de

LPA en el suero de raton en esta cepa, que esté por debajo de los limites de detencion
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(Armbruster & Pry, 2008), no es posible hacer una determinacion adecuada de las

especies de LPA atendiendo a los criterios de linealidad, precision y exactitud.

S. CONCLUSIONES

5.1 El protocolo de extraccion y de cuantificacion puesto a punto es Optimo para el

estudio de las especies de LPA en hipocampo de raton.

5.2 Las concentraciones de cada una de las especies de LPA en suero de raton con el
fondo genético mixto 129X1/Sv] x C57BL/6J parece estar por debajo de los valores

detectables por la técnica MALDI-TOF.
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Capitulo IV: Efecto del estrés agudo en las especies de LPA en hipocampo de ratones tipo
silvestre y carentes de receptor LPA,

r

%

El LPA, en su conjunto, es un fosfolipido simple que participa en diversos
procesos y funciones bioldgicas debido fundamentalmente, a que las diferentes especies
que existen de LPA involucran a acidos grasos saturados, como el acido palmitico (16:
0) y el 4cido estearico (18: 0), e insaturados, tales como el acido oléico (18:1), linol€ico
(18:2) y araquiddnico (20:4) (Aikawa et al., 2015; Hayashi et al., 2001; Sano et al., 2002;
Yoshida et al., 2003), lo que sugiere que participan en multiples vias sintéticas de

produccion de LPA (descritas anteriormente en el apartado de introduccion).

En el sistema nervioso, el LPA parece funcionar como una molécula reguladora,
actuando principalmente a través del receptor LPA; (Choi et al., 2010; Chun et al., 2013).
La participacion de este receptor en la modulacién del comportamiento ha sido
ampliamente examinada, informando que puede ser considerada como una importante
molécula de sefializacion involucrada en la regulacion del comportamiento (Castilla-
Ortega et al., 2016, 2014, 2010; Ladron de Guevara-Miranda et al., 2018; Mirendil et al.,
2015; Moreno-Fernandez et al., 2018; Orio et al., 2013; Pedraza et al., 2014; Sanchez-
Marin et al., 2018; Santin et al., 2009; Yamada et al., 2015). Aunque no debe ser
descartada la participacion de las moléculas de LPA sobre otros receptores, y sus vias de
sefializacion, tales como el LPA» (Schneider et al., 2018; Trimbuch et al., 2009), LPA3
(Uchida, Nagai, & Ueda, 2014; Ueda et al., 2018) y LPAs (Callaerts-Vegh et al., 2012;

Tsukahara et al., 2018a) en la regulacion de la conducta.

La distribucion cerebral del receptor LPA; en las regiones de procesamiento de
emociones y el uso de animales carentes del receptor LPA1, proporcionan informacion

esencial sobre la funcion de LPA en el cerebro, revelando que la via LPA-LPA; esta

107



Capitulo IV: Efecto del estrés agudo en las especies de LPA en hipocampo de ratones tipo
silvestre y carentes de receptor LPA,

involucrada en la regulacion neurobiologica de los estados afectivos (Castilla-Ortega et
al., 2011; Moreno-Fernandez et al., 2017, 2018 a,b; Pedraza et al., 2014; Santin et al.,
2009). De hecho, los ratones que carecen del receptor LPA; exhiben desregulacion
emocional, deterioro de la extincion de los recuerdos aversivos (Pedraza et al., 2014), un
fenotipo ansioso (Castilla-Ortega et al., 2010; Moreno-Fernandez et al., 2017; 2018b;
Santin et al., 2009), alteraciones cognitivas en tareas dependientes de hipocampo
(Castilla-Ortega et al., 2011, 2010; Santin et al., 2009) y un afrontamiento disfuncional
en respuesta al estrés cronico (Castilla-Ortega et al., 2014). Asi, varios estudios sugieren
un papel del receptor LPA; en la regulacion de los efectos del estrés en el hipocampo,
dado que la ausencia de dicho receptor confiere vulnerabilidad al estrés cronico,
precipitando la patologia hipocampal (Castilla-Ortega et al., 2011; Garcia-Fernandez et
al., 2012), agravando los cambios neuroplasticos inducidos por el estrés, como la
reduccion de la neurogénesis en adulto, el aumento de la apoptosis (Castilla-Ortega et

al., 2011) y el aumento de los niveles de estrés oxidativo (Garcia-Ferndndez et al., 2012).

Otros estudios, con enfoques genéticos y farmacoldgicos proporcionan
evidencias que apoyan la hipdtesis de que el receptor LPA | desempefia un papel esencial
en la regulacion de las emociones y el estado de animo. En este sentido, la inactivacion
de este receptor induce conductas similares a la depresion, con un componente de
agitacion que se ha asociado con cambios funcionales en regiones clave del cerebro
involucradas en la respuesta al estrés y la regulacion emocional (Pedraza et al., 2014;

Moreno-Fernandez et al., 2018 a, b).

Los estudios en curso, tanto en modelos animales como en humanos, estan
comenzando a revelar mecanismos mediante los cuales el receptor LPA| regula la

emocion y la respuesta al estrés. Sin embargo, se desconoce el impacto que el estrés tiene
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sobre las especies de LPA y el papel que juegan estas especies en la regulacion de la
emocion. Por ello, utilizando un enfoque basado en espectrometria de masas de MALDI-
TOF, hemos evaluado el impacto de la deficiencia del receptor LPA; en los niveles
hipocampales de diferentes especies de LPA (LPA 16:0, LPA 18:0, LPA 18:1 y LPA
18:2). Ademas, se ha evaluado el efecto de diferentes estresores agudos como: la
exposicion a la prueba conductual del laberinto elevado en cruz (EPM, que podria ser
considerado un estresor leve) (Fodor et al., 2016; Mendes-Gomes et al., 2011), el estrés
por inmovilizacién y la combinacion de ambos estresores (inmovilizacion + EPM), en
las concentraciones de las especies de LPA y en el perfil LPA hipocampal, tanto en
ratones de tipo silvestre como en ratones malLPA1-nulos. Finalmente, debido a que la
corticosterona (CORT) es uno de los principales mediadores del impacto del estrés en el
cerebro y en el comportamiento, se midieron los niveles de esta hormona en sangre

permitiendo comprobar la eficacia de los estresores.

r

e D ——

2.1 Animales

Todos los experimentos que forman parte de este capitulo se realizaron con
ratones machos de genotipo silvestre (wild type, WT; fondo C57BL/6 x 129X1/Sv]) y la
variante Malaga de los ratones nulos para el receptor LPA| homocigotos para la delecion
(maLPATl-nulos, knockout) de aproximadamente tres meses de edad (Centro de
Experimentacion Animal y Conducta, Universidad de Mélaga). La colonia de mutantes
malLPA1-nulos, ha sido descrita en Estivill-Torrts et al., 2008. Los primeros mutantes
de LPA; fueron generados por Contos et al., (2000), sobre un fondo genético mixto
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(129X1/Sv] x C57BL/6J). El gen Lparl se elimin6 sobre células troncales embrionarias
de la cepa 129X1/Sv] por delecion del exén 3 que codifica los dominios Iy VI del
receptor (Contos et al., 2000). Los ratones resultantes se cruzaron con la cepa C57BL/6J
hasta dar lugar a ratones homocigotos para la mutacién. Para la confirmacion de la
ausencia del receptor LPA se han usado técnicas de genotipado e inmunohistoquimica
(Estivill-Torrus et al., 2008).

Durante todo el tiempo que duro el experimento, los ratones se mantuvieron en el
Centro de Experimentacion Animal y Conducta de la Universidad de Malaga, en
condiciones estandar de ventilacion, temperatura y disponibilidad de agua y alimento ad
libitum, con un ritmo circadiano de 12 horas de periodos luz/oscuridad con efecto
amanecer anochecer.

Los procedimientos llevados a cabo fueron aprobados por el comité ético de la
Universidad de Malaga (CEUMA 2013-0008-A/ CEUMA: 1-2015- A, 08-7- 15-273) y
de la Junta de Andalucia (08-7- 15-273), de acuerdo a la normativa legal vigente europea
(European Communities Council Directives 2010/63/UE, 90/219/CEE, Regulation (EC)
No. 1946/2003) y nacional: Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se
establecen las normas bdsicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en

experimentacion y otros fines cientificos.

2.2 Disefio experimental

Para el estudio del efecto del estrés agudo, los animales de cada genotipo fueron
distribuidos al azar en cuatro condiciones ambientales: 1) grupo control: animales en
condiciones basales (N=5 WT; N=5 malPA;-nulos); 2) grupo EPM: animales que
realizan la prueba conductual del laberinto elevado en cruz (EPM) durante 5 minutos

(N=5 WT; N=8 maLPA-nulos); 3) grupo estrés agudo por inmovilizacién: animales
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sometidos a estrés por inmovilizacion durante 1 hora (N=5 WT; N=5 maLPAl-nulos y

4) grupo estrés agudo por inmovilizacion més EPM: animales que han pasado por estrés

por inmovilizacion durante 1 hora y por el test de conducta EPM (N= 6 WT; N= 8

maLPA 1-nulos) (tabla 3). El protocolo experimental seguido se indica en la figura 16.

Estrés Agudo

Control
2
D ®
: : i =]
: : : [ =
: : L= 2
H : : : =
a : : P
H : 2 (=1
b 1 °
. i i : t 2
Estrés Agudo t Estrés por inmovilizacion a o
a B [-%
c i : E ®
Estrés Agudo + EPM i ] ' o -
g - . Estrés por inmovilizacion s
B : H : LL} -
" € >ESe—>
: 1 hora :Smin | 10 min

Figura 16: Disefio experimental. Seguido para estudiar los efectos de los tratamientos
ambientales (control, estrés inducido por EPM, estrés por inmovilizaciéon y combinacion
de estrés por inmovilizacion y EPM) en los niveles hipocampales de LPA en ratones WT
y maLPA;-nulo.
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Grupo Test EPM Estrés por inmovilizacién

Control

EPM

Inmovilizacion

Inmovilizacion + EPM

Tabla 3: Grupos experimentales. En la tabla se indica con cuadrados sombreados los
tratamientos recibidos por cada grupo experimental.

2.3 Estrés Agudo
2.3.1 Laberinto elevado en cruz (EPM)

El laberinto elevado en cruz (EPM, de sus siglas en inglés elevated plus maze) es
una prueba de comportamiento ampliamente utilizada, para evaluar las respuestas de
ansiedad de los roedores (Pellow et al., 1985; Carobrez & Bertoglio, 2005; Walf & Frye,
2007). Sin embargo, también se puede considerar una prueba aversiva que induce
aumentos moderados en los niveles de las hormonas del estrés (Fodor et al., 2016;
Mendes-Gomes et al., 2011). Ademas, las condiciones de luminosidad en las que fue
llevado a cabo, en las que existia un gran contraste de luminosidad entre brazos, de 90-
100 lux en los brazos abiertos y de 25-30 lux en los brazos cerrados, puede tener efectos
ansiogénicos (revisado en Violle et al., 2009).

El EPM consiste en dos brazos abiertos (30 cm de largo x 10 cm de ancho; 90-
100 lux) y dos brazos cerrados (30 cm de largo x 10 cm de ancho x 15 cm de alto en las
paredes; 25-30 lux) conectados a un area central comtn (10 cm x 10 cm) y se eleva 57

cm sobre el suelo (figura 17). Para la prueba, el animal se coloca en el area central del
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aparato durante 5 minutos con el objetivo de que lo explore y sea evaluado (Becerra-
Garcia et al., 2007). A los 5 minutos de prueba, el animal se retira del aparato colandose
en la jaula de estabulacion. Las conductas mostradas por los animales durante la
realizacion de la prueba se graban mediante una camara digital. Para el analisis de las
conductas exhibidas por los animales en el EPM se empleo el sistema de seguimiento de
video Ethovision XT (Noldus, Wageningen, Paises Bajos), y se evaluaron parametros
espacio-temporales: tiempo total de permanencia en cada brazo y nimero total de
entradas en los brazos. En concreto, los parametros analizados fueron: tiempo de
permanencia en brazos abiertos (seg.), entradas en brazos abiertos (n°), latencia de
entrada en uno de los brazos abiertos (seg.), nimero de entradas (n°) y la latencia de
entrada en los extremos de los brazos abiertos (seg), velocidad (cm/seg.), locomocion
total (cm.). Ademads, se calculd un indice de ansiedad utilizando la siguiente ecuacion

(Cohen et al., 2004; Contreras et al., 2014; da Costa Estrela et al., 2015) (Ecuacion 6):

indice de ansiedad = 1 —

(tiempo brazos abiertos (seg) ) (nﬁmero de entrada en los brazos abiertos)
[ duracién de la prueba(seg) total de nimero de entradas ] (EC 6)

2

El indice de ansiedad, para el cual los valores varian de 0 a 1, integra varias
variables evaluadas en el EPM (Contreras et al., 2014). Una puntuacion mas cercana a 1
indica una mayor conducta de ansiedad.

La evaluacion permite conocer el grado de ansiedad de los animales. Los brazos
cerrados son considerados “mas seguros” frente a los brazos abiertos que pueden ser
considerados por los animales como mas “amenazantes” (Garcia et al., 2007). Una mayor

exploracion de los brazos abiertos indica bajos niveles de ansiedad, y a la inversa,
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menores tiempos de exploracion de estos brazos, junto con una menor frecuencia de
entrada y tiempo de permanencia en dichos brazos, revela un aumento de los niveles de
ansiedad (Pellow et al., 1985; Pellow & File, 1986).

Junto a los pardmetros espacio-temporales evaluados con el sistema de registro de
conducta (Ethovision XT, Noldus, Wageningen, Paises Bajos), se evaluaron las
conductas etoldgicas que mostraron los animales durante la duracion de la prueba. Los
parametros registrados fueron los siguientes: exploracion vertical o “rearing” (n°),
acicalamiento o “grooming” (n°) (es uno de los comportamientos observados con mayor
frecuencia en roedores despiertos y se considera como la presencia de comportamientos
repetitivos, autodirigidos y de patrones secuenciales de higiene y cuidado personal),
tiempo en el que animal permanece con la cabeza fuera de los limites de los brazos
abiertos o “head dipping” (seg.) y conducta de valoracién de riesgo (n°). Ademas, se
midié la conducta de “freezing” considerada como el tiempo que pasé el animal
completamente inmovil durante la prueba EPM. La evaluacion de riesgo puede definirse
como posturas de estiramiento hacia los brazos abiertos de la EPM, posicionado desde
los brazos cerrados (Bibancos et al., 2007; Nunes-de-Souza, Canto-de-Souza, & Rodgers,
2002; Sorregotti et al., 2013, 2018). Se considerd como entrada a un brazo cada vez que

el animal traspasé la linea del brazo con las 4 patas.
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Figura 17: Laberinto elevado en cruz. Vista superior (A) y lateral (B) del aparato
empleado en el estudio, mostrando las distintas zonas y dimensiones del laberinto.

2.3.2 Estrés por inmovilizacion

Los animales asignados a la condicion de estrés por inmovilizacion fueron
sometidos a 1 h de inmovilizacion, mientras que los animales controles permanecieron
en sus jaulas en condiciones estandar.

Para la inmovilizacion se emplearon tubos de plexiglas de 50 ml modificados con
agujeros para la cola del animal y para la ventilacion (Castilla-Ortega et al., 2011; Garcia-
Fernandez et al., 2012; Pedraza et al., 2014a; Zimprich et al., 2014). La adaptacion de
este protocolo ha mostrado ser eficaz para la induccion de alteraciones hipocampales
(Castilla-Ortega et al., 2011; Garcia-Fernandez et al., 2012).

El estrés por inmovilizacion del animal puede ser considerado como un estresor
psicoldgico (Garcia et al., 2000; Magarifios & McEwen, 1995b), que produce la
activacion del eje HHA (Garcia et al., 2000; Magarifios & McEwen, 1995b) y altera la

conducta de los animales de laboratorio (Yun et al., 2010).
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2.3.3 Estrés por inmovilizacion + EPM

Un grupo de animales (silvestres y maLPA 1-nulos) fueron sometidos al protocolo
de estrés por inmovilizacion durante 1 hora e inmediatamente después pasaron por la
prueba de conducta EPM. Este procedimiento podria ser considerado més estresante que

la aplicacion aislada de los dos estresores.

2.4 Decapitacion y extraccion del hipocampo

Una vez finalizados los tratamientos experimentales, los animales fueron
decapitados y el cerebro fue extraido. La extraccion del hipocampo se realiz6 segin los

procedimientos descritos en el apartado 2.5 del capitulo 3 de la presente tesis doctoral.

2.5 Determinacion de especies de LPA en tejido de hipocampo

Las extracciones de las especies de LPA se realizaron siguiendo el protocolo de
extraccion para LPA en tejido con una masa inferior a 100 mg, tal como se ha descrito
en el capitulo III (figura 5, pagina 87). En cuanto a la cuantificacion de las especies, se
realizaron con técnicas de espectroscopia de masas mediante el equipo de MALDI-TOF
(figura 6, pagina 90) tal y como se describe en el capitulo anterior (ver procedimiento en
Capitulo III punto 2.7). Se calcularon las concentraciones de cada una de las especies de
LPA en el hipocampo, la concentracion total de LPA y la abundancia relativa de cada

una de las especies.
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2.6 Determinacion de los niveles de corticosterona

Los ratones se decapitaron 10 minutos después de someterse al estrés agudo
(EPM, inmovilizaciéon o inmovilizacion + EPM), recogiéndose la sangre del tronco, que
se dejo coagular para obtener muestras de suero. Para la medida de los niveles de
corticosterona, las muestras de sangre se centrifugaron y el sobrenadante se almacend a
-80°C. Los niveles séricos de corticosterona se midieron utilizando un kit de
inmunoensayo enzimatico comercial, con una sensibilidad de aprox. 27.0 pg/ml, segun
las instrucciones del fabricante (Assay Designs / Stressgen, Ann Arbor, Michigan, EE.

UU.).

2.7 Analisis estadistico

Todos los resultados se presentan como medias =+ el error estandar de la media
(S.E.M, del inglés standard error mean); p< 0,05 fue considerado estadisticamente
significativo. Todos los analisis estadisticos fueron llevados a cabo mediante el uso del
paquete estadistico STATISTICA 8 («STATISTICA 8», 2007). Los anélisis realizados

para cada una de las variables dependientes se detallan a continuacion.

2.7.1 Test de EPM

En las pruebas de comportamiento, tras la comprobacion de la homogeneidad de
la varianza con la prueba de Levene, se analiz6 la duracion y la frecuencia de los
comportamientos exhibidos por los animales de ambos genotipos durante la realizacion
del EPM, la velocidad y el indice de ansiedad mediante ANOV A factorial en condiciones

basales y de estrés agudo, seguido por el analisis LSD, cuando resulté necesario.
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2.7.2 Cuantificacion de LPA

Para la cuantificacion de especies LPA, primero se evalué el impacto de la
deficiencia del receptor de LPA; en el perfil de LPA. Para ello, en condiciones de
igualdad de la varianza, se uso la prueba t de Student para examinar las diferencias en las
concentraciones totales de LPA y las concentraciones de cada especie de LPA entre los
dos genotipos. Posteriormente, se procedioé a determinar el efecto del estrés agudo, de
diferente intensidad, en animales normales. El analisis estadistico de estos datos se llevo
a cabo mediante un ANOVA de una via seguido de la prueba de minimas diferencias
significativas de Fisher (LSD). Finalmente, se examinaron los efectos de la interaccion
entre la deficiencia del receptor de LPA; y el estrés por inmovilizacion utilizando un
ANOVA factorial con dos factores: genotipo (ratones WT o malLPAl-nulos) y
tratamiento ambiental (control, EPM, estrés por inmovilizacibn o estrés por
inmovilizacion+EPM) seguido de andlisis LSD cuando result6 necesario.

Estos andlisis se realizaron tanto para la concentracion como para el porcentaje de

abundancia relativa.

2.7.3 Analisis de corticosterona

Las diferencias en los niveles de CORT entre los genotipos y los tratamientos
ambientales (control, EPM y estrés de inmovilizacion) se analizaron mediante un analisis

de ANOVA factorial seguido por el analisis LSD, cuando resultd necesario.
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%

3.1 Analisis conductual del EPM en ratones silvestres y carentes del
receptor LPA,

Los animales fueron evaluados en la prueba conductual EPM. En este estudio la
prueba se usoé con un doble proposito. Por un lado, se emple6 como prueba conductual
para medir pardmetros de ansiedad y por otro, como un procedimiento de induccion de
estrés. Por esta razon, cuando se hace referencia a las conductas mostradas por los
animales en la prueba EPM, se indica un grupo control (animales que no han pasado
previamente por ningun procedimiento) y grupo estrés (animales sometidos al

procedimiento de estrés por inmovilizacion previo a la prueba EPM).

El comportamiento mostrado en la prueba por animales WT y maLPAl fue
diferente. En este sentido, en comparacion con los WT, los ratones carentes de receptor
LPA| mostraron un fenotipo ansioso, consistente con los estudios anteriores (Santin et
al., 2009; Castilla-Ortega et al., 2010; Moreno-Fernandez et a., 2017; 2018) (Figura 18).
Los ratones malLPAi-nulos pasaron significativamente menos tiempo en los brazos
abiertos (F (1, 23) =4,79; p<0.05) (Figura 18B y C), mostrando ademds, un menor
nimero de entradas a los brazos abiertos (F (1,23)=10,13; p<0,01). De hecho, se observo
un indice de ansiedad significativamente mayor en ratones que carecen del receptor LPA |
(F (1, 23) =4,51; p<0,05) (LSD<0,05) (Figura 18D). El analisis del nimero de entradas
y la latencia de primera entrada en los extremos de los brazos abiertos, region considerada
como la mas aversiva del laberinto, revela diferencias entre los grupos (F (1, 23) =10,13;
p< 0,005y F (1, 16) =5,23; p< 0,05 respectivamente) (Figura 18 E y F). En este sentido,
los animales controles del genotipo malLPA; presentaron un menor numero de entradas
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y la latencia de la primera entrada fue significativamente mayor que la de los animales
WT controles (LSD<0,05). Por otra parte, no se observaron diferencias significativas
entre los animales de ambos genotipos sometidos al protocolo de estrés por
inmovilizacidon en el nimero de entradas y tiempo en los brazos abiertos, asi como en el
indice de ansiedad. En cambio, en animales malLPA1l nulos, el estrés aumento
significativamente el nimero de entradas y redujo la latencia para acceder a los extremos
del laberinto (LSD: p<0,05). Por otra parte, la distancia recorrida (F (1, 23) =15,51;
p<0,001) y la velocidad promedio en la prueba de EPM fue menor también en los ratones
carentes del receptor LPA; (F (1, 23) =16,50; p< 0,001) (LSD: p<0,05) (18G y H
respectivamente), lo que indica, menos actividad exploratoria en estos animales. Sin
embargo, el tiempo transcurrido en los brazos abiertos y cerrados no correlaciono6 con la
distancia recorrida por los animales de los dos genotipos en condiciones basales (r= -
0,55; p>0.5 y r = 0,41; p>0.05 para los brazos abiertos y cerrados, respectivamente, en
ratones WT y r= -0,15; p>0.05 y r = 0,21; p>0,5 para brazos abiertos y cerrados,

respectivamente, en ratones maLPA1-nulos).

Con respecto a los parametros etologicos, la ausencia del receptor LPA| indujo un
aumento significativo en el comportamiento de evaluacion del riesgo (F (1, 23) =7,03;
p< 0,05) (LSD: p<0,05) y una disminucion en el “head dipping” (F(1, 23)=15,25; p<
0,001) (LSD: p <0,05) (Figura 18N) y en el “rearing” (F(1, 23)=17,37; p< 0,001) (LSD:
p <0,05) (Figura 18K). Por ultimo, los ratones malLPA-nulos estan més tiempo en estado
“freezing” (F(1,23)=5,19; p< 0,05) (LSD: p <0,05) que los animales del genotipo WT

(Figura 181J).
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Figura 18: Conductas analizadas durante la prueba de EPM. Las graficas muestran la
valoracion de cada conducta en laberinto elevado en cruz, para cada genotipo en condiciones
basales o sometidos a estrés, expresadas como medias + SEM. A) Mapa compuesto de todos los
trayectos recorridos durante la prueba EPM por cada genotipo. Los mapas se presentan como
"mapas de calor”, indicando los tiempos medios de permanencia segun el cddigo de color; los
colores mas calidos indican tiempos de permanencia elevados en los diferentes compartimentos
del EPM y los colores mas frios tiempos de permanencia bajos. B) Porcentaje de tiempo pasado
en el EPM dividido por el porcentaje de tiempo pasado en los brazos abiertos, brazos cerrados
y centro. C) Tiempo de permanencia en el brazo abierto. D) Indice de ansiedad. E) Numero de
entradas en los extremos distales. (F) Latencia en los extremos. G) Distancia recorrida en el
laberinto. H) Velocidad I) Porcentaje de tiempo en los extremos distales en relacion con el
tiempo total en los brazos abiertos. Pardmetros etologicos: J) freezing, K) rearing, L) valoracion
de riesgo M) grooming, (K) head dipping. Se muestran los analisis post hoc LSD: diferencias
entre genotipos WT y maLPA-nulo (* p < 0,05; ** p < 0.01) y diferencias entre tratamiento
control y estrés en WT (¥ p < 0,05).

3.2 Determinacion de especies de LPA en condiciones basales en
ratones silvestres y carentes del receptor LPA;

La ausencia del receptor LPA | no provocd cambios en las concentraciones totales
de LPA (t (8) =-0,12, p>0.05) (Figura 19A), ni en las concentraciones de ninguna de
las especies de LPA examinadas en el hipocampo (t (8) = 0.76 p>0.05; t (8) = -0.7,
p>0.05; t(8) = 1.7, p>0.05; t(8)= -0.96, p>0.05 para LPA 16:0 ; 18:0; 18:1 y 18:2,

respectivamente) (Figura 19B).
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Con respecto al porcentaje de abundancia relativa, en el hipocampo de los ratones
carentes del receptor LPA s6lo se observaron cambios en la expresion de la especie
LPA 18:0 (t(8) = -3.51, p = 0,007), sin cambios significativos en el porcentaje de la
abundancia relativa del resto de especies evaluadas (t (8) = 0.20 p> 0.05; t(8) = 0.5, p>
0.05; t(8) = 0.12, p> 0.05; t(8) = 0.36, p> 0.05 para LPA 16:0; 18:0; 18:1 y 18:2,
respectivamente) (Figura 19C). Tanto en los animales WT como en los maLLPA1-nulos,
la especie LPA 18:0 fue la mas abundante en el hipocampo, seguida de la especie 18:1.
En cambio, la especie LPA 20:4 fue menos abundante en el hipocampo de ambos
genotipos, lo que provocd un error de deteccion, por lo que fue eliminada de los andlisis
estadisticos llevados a cabo. En conjunto, estos datos sugieren que la ausencia del

recetor LPA1 no se asocia con cambios importantes en el perfil de lisofosfolipidos en el

hipocampo.
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Figura 19: LPA en hipocampo de ratones en condiciones basales. A) Concentracion total de
LPA por genotipo. B) Concentraciones de las diferentes especies de LPA en WT y maLPA -
nulos. C) Niveles relativos de especies de LPA segun genotipo. La deficiencia del receptor de
LPA | no se asocia con cambios importantes en el perfil de lisofosfolipidos en el hipocampo. Se

muestran los analisis post hoc LSD: diferencias con el grupo WT (* p < 0,05 WT versus
malL.PA1-nulos).
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3.3 Determinacion de las especies de LPA en condiciones de estrés
agudo

Tras la exposicion al estrés, se observo una gran alteracion en las concentraciones
de todas las especies de LPA y de LPA total en el hipocampo de los animales WT (Figura
20A y B). EI ANOVA de una via revel? los efectos del estrés sobre la concentracion total
de LPA (F (3,17) = 5.70; p<0.01) y las concentraciones de todas las especies de LPA
examinadas (F (3,17) = 11.52; p< 0.001 para LPA 16:0; F (3,17) = 4.23; p<0.02 para
LPA 18:0; F (3,16) = 9.28; p<0.001 para LPA 18:1 F (3,17) = 9.87; p<0.001 para LPA
18:2). El analisis post hoc mostrd un aumento en las concentraciones totales de LPA
después del estrés por inmovilizaciéon (LSD: p<0.05), e inmovilizaciéon + EPM (LSD:
p<0.06). En relacion a las diferentes especies analizadas, el LSD revelo6 que el estrés por
inmovilizacion aumentd las concentraciones de todas las especies examinadas (LSD:
p=<0.001 control versus animales estresados para cada una de las especies) y un aumento
de las especies LPA 18:0 (LSD; p<0.001) y LPA 18:2 (LSD: p<0.001) en animales
sometidos a estrés por inmovilizacion + EPM. En cambio, las concentraciones de las
especies LPA 16:0 y LPA 18:1 se redujeron en animales sometidos a estrés por
inmovilizacion + EPM, en comparacion con los animales que soélo habian sido
inmovilizados (LSD: p <0.001). Sin embargo, el estrés provocado por la conducta EPM
solo afectd a la concentracion de la especie LPA 18:2 (LSD: p=0.02).

Con respecto a los efectos del estrés en el porcentaje de abundancia relativa, se
observo una reduccion de la especie LPA 18:1 (F (3, 16) =5.79; p<0.01) en animales que
fueron sometidos a EPM (LSD; p< 0.05) e inmovilizacion + EPM (LSD: p< 0.01), en
relacion al grupo control. En cambio, el porcentaje de abundancia relativa de la especie

LPA18:2 aumento tras la exposicion a EPM (F (3, 17) = 7.97; p<0.01). En este sentido,
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el estrés EPM (LSD: p<0.01) y el estrés por inmovilizacion + EPM, aunque sin alcanzar
las diferencias estadisticamente significativas (LSD; p=0.08), aumentaron sus valores en
relacion al grupo control. Sin embargo, el estrés por inmovilizacion no modificd los
niveles de abundancia relativa de las especies de LPA del hipocampo (LSD: p> 0.05)
(Figura 20 C).

Teniendo en cuenta todos los datos, se puede decir que el estrés por inmovilizacién
fue el tratamiento que mayor cambio produjo en las concentraciones de LPA en
hipocampo (Figura 20 A y B), en cambio el estrés por exposicion al EPM tuvo una mayor

incidencia en las proporciones de las especies relativas (Figura 20 C).
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Figura 20: LPA en condiciones de estrés en ratones WT. A) Concentracion total de LPA por
condicion experimental. B) Concentraciones de las especies de LPA por condicion experimental.
C) Niveles relativos de las especies de LPA. El estrés por inmovilizacion con y sin EPM produjo
cambios importantes en las concentraciones de LPA del hipocampo. Sin embargo, el estrés EPM
tuvo una mayor incidencia en las proporciones relativas de las especies. Se muestran los analisis
post hoc LSD: (* p < 0,05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; diferencias respecto al control) (¥ p <
0,05; # p < 0.01; " p < 0.001; diferencias respecto al estrés inducido por EPM) y (¥p < 0,05;
&&p < (0.01; %% p < 0.001; diferencias respecto al estrés inducido por inmovilizacion).
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3.4 Efectos de la ausencia del receptor LPA y de diferentes estresores
agudos en el perfil de LPA hipocampal

Debido a que el animal maLPA-nulo exhibe una mayor vulnerabilidad al estrés
(Castilla-Ortega et al., 2011), se examinaron los efectos del estrés y la deficiencia del
receptor LPA; en el perfil de LPA del hipocampo (Figura 21). Se observé un efecto de
estrés x genotipo sobre la concentracion total de LPA (F (3,39) = 3.98; p<0,01) y en la
concentracion de la especie LPA 18:0 (F (3,37) = 3.34; p <0.05). Los analisis a posteriori
revelaron una concentraciéon mayor de LPA total en el hipocampo en los animales del
genotipo WT sometidos a estrés por inmovilizacion seguido o no de EPM en
comparacion con los animales maLPA-nulos sometidos al mismo protocolo de estrés
(LSD; p<0.001 o p<0.01, estrés por inmovilizacion o estrés por inmovilizacion + EPM,
respectivamente). El estrés EPM no afectd a las concentraciones totales de LPA
hipocampal. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el genotipo
malLPA-nulo en ninguna de las condiciones de estrés (LSD: p> 0.05) (Figura 21A).

En cuanto a las concentraciones de las especies de LPA (Figura 21B), se
observaron diferencias en los tratamientos en la especie 16:0 (F (3,39)=9,16; p<0.001).
En este sentido, el estrés por inmovilizacion provoco un aumento en las concentraciones
de la especie LPA 16:0 en ambos genotipos (LSD: p<0.001). Con respecto a la especie
18:0 los analisis revelaron diferencias entre tratamientos (F (3,37) =4,82; p<0.01) y en
la interaccion genotipo x tratamiento (F (3,37) = 3,34; p <0.05). El andlisis post hoc puso
de manifiesto que el estrés por inmovilizacion, independientemente de si los animales
pasaron o no por la prueba EPM, aument6 la concentracion de dicha especie, pero solo
en los animales WT (LSD: p<0.01). La prueba EPM no provoc6 ninglin cambio en las

concentraciones de esta especie en ninguno de los genotipos (LSD: p>0.05), aunque el
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estrés por inmovilizaciéon + EPM aumento la concentracion de dicha especie en WT en
comparacion con el genotipo maLLPA-nulo (LSD: p<0.05). En relacién a la especie 18:1,
se observo un efecto del estrés en la concentracion (F (3, 37) = 16.89; p<0.001),
observandose, tanto en WT como en malLPA1-nulos un aumento en la concentracion de
dicha especie tras el estrés por inmovilizacion (LSD p<0.0001 para WT y p<0.001 para
maLPA-nulo versus su control). Asimismo, los datos revelaron diferencias entre los
grupos debido al estrés en las concentraciones de la especie LPA 18:2 (F (3, 39) =3.35;
p=<0.05). Estas diferencias fueron observadas en los grupos que habian pasado por EPM
(con o sin inmovilizacion), aunque sélo se alcanz6 la significacion estadistica en el caso
de los animales maLPAl-nulos (LSD: p<0,05 para maLPA;j-nulo y WT con LSD;
p=0.075).

Tras la normalizacion de las concentraciones de lipidos, no se observaron efectos
de interaccion (genotipo x estrés) en ninguna de las especies examinadas, aunque si un
efecto del estrés. Asi, el estrés afecto a los niveles relativos de las especies 18:1 (F (3,
37) = 4.75; p<0.01) y 18:2 de LPA (F (3,39) = 6.11; p<0.01) (Figura 21C y D). Los
analisis LSD pusieron de manifiesto estas diferencias entre los grupos con estrés EPM y
el grupo control (LSD: p<0.05 tanto para WT como para maL.PA-nulos). Para el caso de
la especie 18:2 se observo un aumento del porcentaje de abundancia relativa en el grupo

mal.PA1l-nulo con estrés por inmovilizacion + EPM respecto al grupo control del

mismo genotipo (LSD: p<0.01).
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Figura 21: Efectos de la ausencia del receptor LPA,; y de diferentes estresores agudos
en las concentraciones y el perfil de LPA en el hipocampo. A) Concentracion de LPA
total. B) Concentraciones de las especies de LPA. C) Niveles relativos de las especies de
LPA. D) Porcentaje de las especies de LPA. Se muestran los analisis post hoc LSD: (* p
<0,05; ** p <0.01; *** p <0.001; diferencias respecto al control de cada genotipo (WT
o maLPA;-nulo), (* p < 0,05; * p < 0.01; * p < 0.001; diferencias respecto al estrés
inducido por EPM), (¥p < 0,05; **p < 0.01; %% p < 0.001; diferencias respecto al estrés
inducido por inmovilizacién) y (°p < 0,05; ¥p < 0.01; 3%%p < 0.001; diferencias entre
genotipos).

3.5 Determinacion de los niveles de corticosterona

El andlisis de los niveles de corticosterona (CORT) en sangre no reveld diferencias
significativas entre genotipos en la situacion basal, ni después de ninguna de las
condiciones de estrés (F (1,39) =0.39; p > 0.05). Sin embargo, en ratones WT y malLPA -
nulo, el estrés por inmovilizacion aumento6 significativamente los niveles de CORT
(F(1,39) = 12.92; p<0.001;) en comparacidon con sus respectivos controles y con los
niveles de los animales que habian pasado por la prueba EPM (LSD: p<0.01).

Sorprendentemente, también se observaron diferencias en los niveles de CORT
entre estrés por inmovilizacion y combinacion del estrés por inmovilizacion y la prueba
de EPM, que resultd significativamente menor que en la situacion de estrés por

inmovilizacion (LSD; p<0.01). Asimismo, los animales del genotipo maLPA1-nulos que
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pasaron por el estrés EPM y estrés por inmovilizacion + EPM presentaron unos niveles

significativamente mas elevados de CORT con respecto a su grupo control, ((LSD;

p=<0.05) (Figura 22).
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Figura 22: Concentracion de corticosterona en suero. El estrés por
inmovilizacion produjo un aumento en los niveles de corticosterona en
sangre en ambos genotipos, en comparacion con el grupo control y con el
resto de grupos experimentales. Diferencias respecto al control (* p < 0,05;
**p<0.01; *** p<0.001); diferencias respecto al estrés inducido por EPM
(*<0,05; " p <0.01; # p < 0.001) y diferencias respecto al estrés inducido
por inmovilizacion + EPM (4p<0,05; ¥4p < 0.01; 4% p < 0.001).

r
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Se han caracterizado los efectos de la manipulacion genética y la exposicion a
diferentes estresores ambientales de caracter agudo, como la exposicion al test EPM, la
inmovilizacion o la combinacion de inmovilizacion y EPM, en los niveles de especies de

LPA en el hipocampo.

Como se ha comentado, el LPA es una importante molécula de sefializacion en el

cerebro que participa en multiples acciones fisiologicas y condiciones fisiopatologicas
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(Aoki, 2004; Fukushima et al., 2001; Ishii et al., 2004; Tigyi & Parrill, 2003). Las
funciones biologicas de las especies de LPA estan asociadas a receptores especificos
acoplados a proteinas G denominados LPA 1.6 (Choi & Chun, 2013). Estos receptores se
expresan en el cerebro y pueden estar involucrados en la regulacion de la conducta
emocional, especialmente los receptores LPA; (Castilla-Ortega et al., 2011; Moreno-
Fernandez et al., 2017, 2018; Pedraza, et al., 2014; Santin et al., 2009); LPA> (Schneider
etal., 2018), LPA3 (Uchida et al., 2014; Ueda et al., 2018) y LPAs (Callaerts-Vegh et al.,
2012; Tsukahara et al., 2018). Las especies de LPA que contienen 4cidos grasos de
cadena larga tanto saturados como insaturados (por ejemplo, C16 y C18) pueden activar
los receptores de LPA; (Bandoh et al., 2000). Sin embargo, tal como muestran los
resultados obtenidos, la deficiencia del receptor de LPA; no indujo alteraciones graves
en las concentraciones totales de LPA, ni de sus diferentes especies en el hipocampo. En
otros animales que carecen de receptores para el LPA, en concreto el receptor 3, si se han
observado cambios en la produccion de LPA inducida por LPC (Ma et al., 2009). Sin
embargo, en contra de lo esperado, la ausencia del receptor LPA| no afect6 a la
produccion de dicho lipido. De hecho, los niveles de LPA en el hipocampo de ratones
carentes de LPA; fueron similares a los observados en animales WT. Asi, estos datos,
junto con las evidencias acumuladas con animales que carecen de receptores para LPA
podria afirmarse que el receptor LPA3 es un determinante importante de la sintesis de
LPA (Ma et al., 2009). El receptor LPA», aunque en menor medida, también podria
contribuir a la produccion de LPA (Zhao et al., 2009). Sin embargo, al menos en el
hipocampo, el receptor LPA| no parece desempeiar un papel crucial en la sintesis de
LPA. Sin embargo, dado que el patron de LPA del hipocampo se modifica ligeramente

en los ratones maLPA-nulos, con un aumento significativo de los niveles relativos de la
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especie LPA 18:0 saturada, una hipotesis razonable seria que la deficiencia del receptor
de LPA; puede modificar la actividad catalitica de la fosfolipasa A1 (PLA1) y fosfolipasa
A2 (PLA2), enzimas responsables de producir especies de LPA (Aoki et al., 2008). Sin
embargo, otras vias no pueden ser excluidas. Entre estas otras vias puede situarse la
mediada por ATX. En este sentido, aunque con excepciones, estudios recientes sugieren
que ATX puede producir diferentes grupos de especies de LPA (Nikitopoulou et al.,
2013). Ademas, diferentes especies de LPA pueden activar ATX/lisoPLD para dar lugar
a diferentes especies de lisofosfatidilcolina (LPC) que darian lugar a diferentes cadenas
de precursores de LPA (Salgado-Polo et al., 2018). Sin embargo, estas hipotesis deben
interpretarse con cautela y es necesario realizar mas estudios para determinar qué esta
provocando estas diferencias en el perfil de las diferentes especies de LPA en el

hipocampo en ausencia del receptor LPA; (Aoki et al., 2008).

Por otro lado, el estrés, particularmente el protocolo de estrés por inmovilizacion,
s6lo o combinado con EPM, provoc6 un aumento en la concentracion total de LPA en el
hipocampo y produjo cambios en las concentraciones de diferentes especies de LPA.
Aunque sorprendentemente, los cambios fueron menores en los animales sometidos a
estrés por inmovilizacion + EPM. Diferentes hipotesis pueden ser propuestas para
explicar estos efectos, pero quizas las mas razonable es que en ambos grupos se observa
un efecto de la inmovilizacion, en cambio el procedimiento de exposicion al EPM apenas
produce cambios en las concentraciones de LPA. En los animales sometidos a
inmovilizacion + EPM trascurre mayor tiempo entre la finalizacion del estresor y la
extraccion de los cerebros, por lo que un cambio menor en las concentraciones de LPA
podria ser debido al efecto del paso del tiempo. Sin embargo, esta hipdtesis hay que

tomarla con cautela y mas estudios son necesarios para comprobar estas diferencias entre
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los dos grupos en las concentraciones de LPA. Sin embargo, estos datos revelan que el
sistema LPA del hipocampo resulta afectado tras el estrés y las concentraciones de LPA
y de todas sus especies aparecen especialmente afectadas tras el estrés por
inmovilizacidon. Asi, aunque el EPM aumento6 la concentracion de la especie LPA 18:2,
el estrés por inmovilizacion afectd sustancialmente a todas las especies de LPA
examinadas. Los cambios en la concentracion de LPA 18:2, en el grupo EPM e
inmovilizacion + EPM podria explicar el aumento en la abundancia relativa de la especie

LPA 18:2, lo que a su vez provoca un cambio en el perfil LPA.

En resumen, el estrés por inmovilizacién provoco un aumento significativo en las
concentraciones de LPA y de todas las especies examinadas en el hipocampo. En cambio,
el EPM modifico el perfil de las especies de LPA en el hipocampo, al inducir un aumento
de la especie LPA18:2 y reducir las concentraciones de la especie 18:1. El estrés por
inmovilizacion + EPM, también afect6 el perfil de LPA hipocampal al aumentar los
niveles relativos de la especie 18:2. Aunque estos efectos se observaron tanto en animales

WT como malLPA, fueron menos drésticos en ausencia del receptor LPA;.

La exposicion al estrés aumenta la liberacion de GC, que induce una gran cantidad
de efectos patoldgicos, especialmente cuando se prolonga en el tiempo (Joéls, 2018). Los
GC pueden modificar la composicion de lipidos en hipocampo. En este sentido, un estu-
dio reciente puso de manifiesto un aumento de glicerofosfolipidos, tales como PC, PCe,
PE y PC en el hipocampo ventral, mientras que los niveles de PA se redujeron tras la
administracion de glucocorticoides (Miranda et al., 2019). Curiosamente, nuestros datos
revelan que el estrés por inmovilizacion aumenta las concentraciones de las especies de

LPA procedentes varias vias sintéticas en la que los principales precursores son el LPC
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y el PA entre otros. Sobre las especies LPC actua especificamente la autotaxina (ATX).
El aumento en las concentraciones de LPA observado en nuestro estudio, podria deberse,
al menos en parte, a un aumento en la expresion y/o actividad de la ATX. En este sentido,
se ha observado una fuerte correlacion entre las concentraciones de LPA y los niveles de

esta enzima (Nakamura et al., 2008; Watanabe et al., 2007).

En nuestro estudio, dado que el estrés altera la actividad del eje hipotdlamo-hipo-
fisis-suprarrenal (HHA) y aumenta los niveles de CORT (Boettcher et al., 2017; Kofman,
2002; McEwen et al., 1999; Sapolsky, Meaney, & McEwen, 1985), se determinaron las
concentraciones de esta hormona. En ambos genotipos, después del estrés por inmovili-
zacion, se observo un aumento significativo en los niveles de CORT. En los animales
maLPA 1 nulos, tanto el estrés EPM como la inmovilizacion + EPM provoco6 un aumento
en los niveles de CORT con respecto a su control, pero sorprendentemente, no se obser-
varon diferencias entre los genotipos después de la exposicion al estrés agudo, como
anteriormente se ha descrito (Pedraza et al., 2014). Las diferencias en el procedimiento
experimental probablemente expliquen las diferencias entre los estudios (es decir, en el
estudio inicial se usod un periodo de inmovilizacién de 30 min, en cambio en nuestro
estudio el periodo fue de 60 min). Ademas, el tiempo trascurrido desde la aplicacion del
estresor, hasta la extraccion de sangre fue diferente (0 min, frente a 10 min usado en el
presente estudio). Dado que los niveles de CORT en plasma disminuyen progresivamente
con el tiempo después del estrés de inmovilizacioén (Shafiei et al., 2012; Uchida et al.,
2010), el tiempo trascurrido entre la aplicacion del estresor y la extraccion de sangre
podria explicar las diferencias entre estudios. Sin embargo, este aumento en los niveles
de CORT podria revelar la causa del aumento en las concentraciones de LPA hipocam-

pal. Asi, se ha observado que la administracion de dexametasona, un analogo sintético
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de la CORT, en cultivos celulares, aumenta los niveles de ARNm y proteina ATX, y la
secrecion de la misma (Honjo et al., 2018), pudiéndose concluir que un aumento en los
niveles de CORT aumentaria los niveles de ATX y su actividad enzimatica. Ademas,
después del estrés leve (EPM), se modifico el perfil de LPA del hipocampo, pero no los
niveles de LPA. Aunque ATX puede estar involucrada en el mecanismo subyacente a las
diferencias observadas, no se observaron cambios en los niveles de CORT en animales
sometidos a un estrés por EPM vy, por lo tanto, también podrian estar involucradas vias
adicionales (Tanaka et al., 2006; Meeteren et al., 2006) lo que podria explicar el aumento
limitado en los niveles de LPA en ratones WT en comparacion con los cambios inducidos
por el estrés por inmovilizacion. Se necesitan estudios adicionales para aclarar los meca-
nismos subyacentes responsables del aumento en las concentraciones de LPA después
del estrés ocasionado por la inmovilizacion, los cambios en el perfil de LPA provocados
por el EPM vy los efectos de la combinacion de ambos estresores. Pero sin lugar a dudas,
las alteraciones metabdlicas que se producen en las especies de LPA en el hipocampo
después de un estrés agudo, conducen a una cascada de eventos moleculares dentro de
esta region del cerebro, que seria responsable, al menos en parte, de los efectos negativos

del estrés en el hipocampo (Sood, Chaudhari & Vaidya, 2018).

Por otro lado, como se esperaba, la deficiencia de receptor LPA; provoco un
fenotipo ansioso en el EPM (Castilla-Ortega et al., 2010; Moreno-Fernandez et al.,
2017,2018; Santin et al., 2009). Como se ha observado en estudios anteriores, los
animales maLPA | mostraron un alto indice de ansiedad y una baja actividad exploratoria
del laberinto (Castilla-Ortega et al., 2010; Santin et al., 2009), junto con un menor
porcentaje de entradas en los extremos de los brazos abiertos (62% frente a 100% de WT)

y un menor tiempo de permanencia en los mismos, lo que indicarian que estos animales
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exhiben una conducta con un perfil ansioso en el laberinto. En la misma linea, los ratones
maLPA-nulos exhiben una mayor conducta de “freezing”, de evaluacion del riesgo,
menor tiempo de exploracion vertical y menor nimero de “head dipping”, que avalan el
perfil ansioso de estos animales y que podria ser indicativo de una hiperreactividad
emocional en ausencia del receptor LPA1 (Moreno-Fernandez et al., 2017, 2018; Pedraza

etal., 2014).

Por otro lado, aunque la participacion del receptor LPA; en la regulacion de la
emocion y en la aparicion de ansiedad es un hecho establecido, no se ha determinado ain
la participacion del sistema LPA enddgeno en la emocion. Ademas, no se conoce si existe
relacion entre los niveles de las especies de LPA en el hipocampo con los diferentes
parametros emocionales registrados en pruebas de comportamiento, como por ejemplo
el EPM. Los tnicos datos disponibles se han obtenido administrando LPA o un agonista
de los receptores para el LPA y observado sus efectos en pruebas que miden diferentes
pardmetros emocionales (Castilla-Ortega et al., 2014; Kim et al., 2017). Aunque las
evidencias no son concluyentes, la administracion de LPA provoca cambios en la
conducta emocional. Asimismo, un estudio reciente de nuestro grupo de investigacion
examina conductas relacionada con la depresion en animales estresados que han recibido
una administracién continuada de LPA (Moreno-Fernandez et al., 2019 (en revision).
Los datos revelan que, en situaciones de estrés, una administracion continuada de LPA
produce un efecto depresivo. Nuestro estudio realiza una aproximacion diferente, expone
al animal al estrés o a una prueba de conducta y se determinan las concentraciones de
LPA total, de cada una de sus especies y se analiza su perfil en el hipocampo. Seria
interesante poder relacionar estos cambios lipidicos con el perfil conductual de los

animales para conocer mds en profundidad qué implicaciones tiene este sistema
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neuromodulatorio en la regulacion de las emociones.

En conjunto, y segun nuestro conocimiento, nuestro estudio constituye la primera
aproximacion para identificar y determinar el perfil de las especies de LPA en el
hipocampo, tanto de ratones WT como en animales nulos para el receptor LPA 1. Ademas,
se ha explorado, por primera vez, el efecto del estrés agudo en las concentraciones
hipocampales de las especies de LPA. Los resultados ponen de manifiesto que la ausencia
del receptor LPA | no alter6 los niveles de las especies de LPA, pero modifico ligeramente
el perfil. En cambio, el estrés, particularmente el procedimiento de estrés por
inmovilizacion, alterd significativamente los niveles de LPA en el hipocampo. Estos
datos revelan que el LPA hipocampal puede ser uno de los sistemas afectados por el
estrés agudo y podria constituir una diana terapéutica para paliar los efectos negativos

inducidos por el estrés.

NG S O ——

5.1 En condiciones fisioldgicas, la especie de LPA mas abundante en el
hipocampo de raton es la 18:0, seguida de la 18:1, tanto en WT como en

malLPA -nulos.

5.2 La ausencia del receptor LPA| no causa cambio en las concentraciones de

LPA, aunque si modifico ligeramente el perfil de LPA hipocampal.

5.3 El estrés por inmovilizacidon, fundamentalmente si no es aplicado junto a

EPM, produjo cambios significativos en las concentraciones de LPA en
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hipocampo, en cambio el estrés inducido por EPM afect6 las proporciones

relativas de este sistema lipidico.

5.4 El efecto del estrés agudo fue mayor en los animales WT que en ausencia del

receptor LPA;.
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Capitulo V: Efecto del estrés créonico y administracion de LPA en las especies de LPA en
hipocampo de ratones tipo silvestre

1. INTRODUCCION

Es conocido que el estrés cronico provoca modificaciones a nivel neuroquimico,
fisiologico, inmune, molecular y celular, (Conrad, 2010; Lin et al., 2018), siendo
especialmente vulnerables algunas estructuras cerebrales (Admon et al., 2009; McEwen,
Nasca, & Gray, 2016). Una de las estructuras mas sensibles a los efectos negativos del
estrés cronico es el hipocampo, constituyendo una region crucial en el estudio de la
respuesta al estrés y los mecanismos neuronales que subyacen a la depresion (Lin et al.,

2018).

Los efectos del estrés sobre el hipocampo conllevan numerosas alteraciones. En
este sentido, el estrés cronico ocasiona hipocortisolemia, debido a una desregulacion del
eje HHA (Castilla-Ortega et al., 2011) y afecta a la neurogénesis hipocampal, ademas de
inducir estrés oxidativo (Castilla-Ortega et al., 2011; Garcia-Fernandez et al., 2012; Sato
et al., 2010). Todas estas alteraciones del hipocampo pueden tener repercusiones a nivel
cognitivo, fundamentalmente afectan a la memoria espacial y a nivel emocional. De
hecho, su desregulacion, especialmente inducida por estrés, es clave en la aparicion de la

sintomatologia depresiva (Boucher et al., 2011).

Aunque numerosos mecanismos neurobiologicos pueden ser los responsables de
estos efectos, actualmente, se esta empezando a descubrir la importancia de los lipidos
en la respuesta al estrés. Los lipidos, debido a sus propiedades fisicoquimicas, son
cruciales para la formacion y el mantenimiento de la estructura celular, asi como para la
regulaciéon de numerosas vias de sefializacion (Miranda & Oliveira, 2015). En este

sentido, se ha observado que, en varias regiones clave que controlan la emocion, como
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la corteza prefrontal y el hipocampo, la exposicion a estrés cronico o la administracion
continuada de corticosterona, altera significativamente el metabolismo de los
esfingolipidos y los fosfolipidos (Oliveira et al., 2016). Asimismo, la exposicion a estrés
crénico e impredecible induce cambios en los niveles celulares relativos de numerosos
lipidos, produciendo un aumento de fosfatidilcolina (PC) y fosfatidiletanolamina (PE) y
una disminucion de fosfatidilinositol (PI), acido fosfatidico (PA) y cardiolipina (CL)
(Faria et al., 2015). Ademas, estudios del lipidoma han identificado a los lipidos como

factores clave en la aparicion de depresion.

Como se ha comentado en el capitulo 1 de la presente tesis, se ha informado que la
ausencia de la via de senalizacion mediada por el receptor LPA; confiere vulnerabilidad
al estrés cronico. De hecho, en los animales que no expresan dicho receptor, el estrés
produce una reduccién mayor en la neurogénesis y un aumento de la apoptosis (Castilla-
Ortega et al., 2011) y mayor estrés oxidativo (Garcia-Fernandez et al., 2013) que en
animales normales (Castilla-Ortega et al., 2011), dando como resultado un fenotipo con
baja resiliencia (Moreno-Fernandez et al., 2018b) y con patologia hipocampal (Castilla-
Ortega et al., 2011). Asimismo, se ha observado que la administracion cronica de LPA
en situaciones de estrés, potencia algunos de sus efectos negativos (Moreno-Fernandez

etal., 2019, en revision).

La implicacion del sistema de sefializacion mediado por el receptor LPA en la
respuesta al estrés ha sido confirmada en humanos. En este sentido, se ha observado que
determinados polimorfismos para el receptor LPA; se relacionan con un aumento del
riesgo de hipertension esencial. Dado que la exposicion al estrés aumenta la
susceptibilidad de los pacientes con alelos de riesgo (Xu et al., 2015), las variantes

genéticas de este receptor podrian aumentar la vulnerabilidad al estrés, lo que seria una
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evidencia indirecta de la implicacion de este receptor en el estrés. De hecho, se ha
observado una reducciéon de la expresion del receptor LPA1 después de la exposicion a
estrés cronico impredecible, que pudo revertirse mediante el tratamiento con un

antidepresivo (Sibille et al., 2009).

A pesar de todas las evidencias que implican al sistema de senalizacion LPA-LPA;
en la repuesta al estrés, tanto en modelos animales como en humanos, no se conoce en
detalle como el estrés cronico afecta al sistema LPA. En el segundo bloque experimental
de tesis se ha estudiado el impacto del estrés agudo en las concentraciones y el perfil
hipocampal de LPA. Los cambios que se producen tras un estresor agudo constituyen la
primera respuesta neurobioldgica al estrés, sin embargo, se desconoce qué ocurre en el
sistema LPA hipocampal tras la aplicacion de un estresor de forma continuada. Se ha
observado una potenciacion de los efectos negativos del estrés, tanto a nivel conductual,
como endocrino y molecular, tras la administracion cronica de LPA, en animales
estresados (Moreno-Fernandez et al., 2019, en revision), lo que sugiere que este sistema

lipidico puede estar mediando la respuesta neurobioldgica al estrés.

Por todo lo expuesto, en este bloque experimental se plante6 estudiar qué ocurre
en el perfil de LPA hipocampal tras la exposicion a un estresor cronico, usando para ello
la metodologia MALDI-TOF puesta a punto. Asimismo, se ha estudiado qué ocurre tras

la administracion continuada de LPA 18:1 en situacion basal.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Animales

Todos los experimentos que forman parte de este capitulo se realizaron con ratones
macho de fondo genético mixto 129X 1/SvJ x C57BL/6J con 3 meses de edad. Los ratones
se mantuvieron en condiciones estindar de ventilacion, temperatura y disponibilidad de
agua y alimento ad [libitum, con un ritmo circadiano de 12 horas de periodos
luz/oscuridad con efecto amanecer/anochecer. Durante todo el experimento, los animales
estuvieron estabulados en el Centro de Experimentacion Animal de la Universidad de
Malaga.

La experimentacion animal se ha realizado segun el comité ético de la Universidad
de Mélaga (CEUMA 2013-0008-A/ CEUMA: 1-2015- A, 08-7- 15-273) y de la Junta de
Andalucia (08-7- 15-273), de acuerdo a la normativa legal vigente europea (European
Communities Council Directives 2010/63/UE, 90/219/CEE, Regulation (EC) No.
1946/2003) y nacional (Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen
las normas bdsicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en

experimentacion y otros fines cientificos).

2.2 Disefio experimental

Para llevar a cabo los objetivos planteados, se emplearon tres grupos
experimentales: control, administracion cronica de LPA y estrés cronico. Antes de
comenzar la aplicacion de los tratamientos experimentales, los animales fueron
manipulados 10 minutos al dia, durante 5 dias para que se habituaran al experimentador.
Los animales recibieron una administracion diaria de vehiculo o LPA, dependiendo del

grupo, durante 6 dias, seguida de dos dias de descanso, mas otro periodo de 6 dias de
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administracion diaria. El tratamiento ambiental aplicado fue estabulacion estandar
durante el tiempo que durd los procedimientos o estrés por inmovilizacion, durante 12
dias, que se distribuy¢ de la siguiente forma: 6 dias de estrés + 2 dias de descanso + 6
dias de estrés. Los animales fueron distribuidos al azar en cada uno de los tres grupos
experimentales: 1) grupo control, al que se le administrd vehiculo y permanecid
estabulado de forma estandar (N=4), 2) grupo LPA, al que se le administré LPA y fue
estabulado de forma estdndar (N= 6) y 3) grupo estrés cronico, que recibid vehiculo y
fue sometido al protocolo de estrés por inmovilizacion (N=5). Antes de ser perfundidos,
todos los grupos fueron sometidos a la prueba conductual de natacion forzada (FST, en

inglés forced swimming test) (ver disefio experimental figura 23; tabla 4).
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Figura 23: Procedimiento experimental. Disefio propuesto para estudiar los efectos de
la administracion continuada de LPA o de estrés cronico por inmovilizacion en los niveles
de LPA en el hipocampo de ratones WT.
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Grupo vehiculo LPA Inmovilizacion (6 horas) Test FST

Control

LPA

Estrés

cronico

Tabla 4. Grupos experimentales. Tratamientos administrados. 1) Grupo control, 2) grupo con
administracion de LPA 18:1 y 3) grupo estresado por inmovilizacion de forma cronica.

2.3 Administracion intracerebroventricular

Como solucion vehiculo se ha empleado albimina de suero bovino libre de acidos
grasos al 3% (Sigma, St. Louis, EE. UU.) en solucion salina tamponada con fosfato

(PBS).

El LPA exd6geno empleado fue el oleil-LPA (LPA 18:1, 1-O-9-(Z)-octadecenil-sn-
glicero-3-fosfato, en su forma de sal amoénica) suministrado de Avanti® Polar Lipids
Inc.; Alabaster, Alabama; Estados Unidos, que es la especie agonista del receptor LPA;
mas usada en la mayor parte de los trabajos publicados hasta la fecha (Castilla-Ortega et
al., 2014; Ladron de Guevara et al., 2018; Moreno-Fernandez et al., 2019 (en revision)).
Este agonista posee una gran afinidad por el receptor LPA; (Bandoh et al., 2000; Chun,
Hla, Lynch, Spiegel y Moolenaar, 2010; Ma, Nagai, Chun y Ueda, 2013; Uchida, Nagai
y Ueda, 2014), presentando una concentracion de eficacia media (CEso) de 11,7 nM
(Heise et al., 2001) y de 1-10 nM (Choi et al., 2010) con una eficacia méxima (Emax) de
100 nM. El compuesto de LPA se disolvio en la solucion vehiculo a una concentracion

200 nM.
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Tras ser anestesiados mediante inhalacion de sevoflurano, los ratones se colocaron
en un aparato de cirugia estereotaxica (Kopf, Tujunga, California, Estados Unidos). A
continuacion, usando una jeringa Hamilton (21G/ref 304432 BD microlance TM3
40mm) se administré en el ventriculo lateral derecho, un volumen de 2 puL de vehiculo o

LPA, segun el tratamiento del grupo asignado.

2.5 Modelo de estrés por inmovilizacion

Los animales asignados al grupo de estrés se sometieron a un protocolo de estrés
por inmovilizacién de manera repetida. El procedimiento consistio en la inmovilizacion
del animal durante un periodo de 6 horas consecutivas, durante 6 dias, seguido de dos
dias de descanso, y de la repeticion del procedimiento. El horario de aplicacion del estrés
era diferente entre dias para aumentar la impredecibilidad del procedimiento. En total,
los animales recibieron 12 dias de inmovilizacion.

Para la inmovilizacion, se emplearon tubos de plexiglas de 50 ml modificados con
agujeros para la cola del animal y para la ventilacion (Castilla-Ortega et al., 2011; Garcia-
Fernandez et al., 2012; Pedraza, et al., 2014a; Zimprich et al., 2014). Este protocolo fue
usado, dada la eficacia mostrada para la induccion de estrés y de alteraciones
hipocampales (Castilla-Ortega et al., 2011; Garcia-Fernandez et al., 2012). En este
sentido, se ha observado que el estrés intermitente e impredecible simula la exposicion
al estrés que los humanos sufren en la vida normal y que conlleva al desarrollo de varias
alteraciones psicopatologicas (Lee et al., 2006). Junto con la aplicacion del estresor
repetido, todos los grupos experimentales se sometieron al test de natacion forzada (FST).
Esta prueba conductual, que permite el andlisis del comportamiento de afrontamiento

pasivo y activo empleada en los estudios sobre trastorno de depresion (Porsolt, 1979;
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Porsolt et al., 1977), resulta estresante (Yankelevitch-Yahav et al., 2015) y puede ser
usada como un procedimiento de induccion de estrés agudo.

Para este experimento, se utilizé el protocolo modificado de Cryan, Markou, &
Lucki, 2002). Para ello, los animales se colocaron individualmente en un cilindro de
plexiglas (Malaga, Espafia) con dimensiones de 30 cm de alto x 10 cm de didmetro, lleno

de agua a temperatura de 23 £ 1 ° C, hasta una profundidad de 25 cm, durante 6 minutos.

2.6 Perfusion intracardiaca y extraccion de hipocampo

Una vez finalizados los tratamientos experimentales, los animales fueron
anestesiados con una dosis eutanasica de del anestésico pentobarbital sodico, via
intraperitoneal (200 mg/kg; Dolethal, Vétoquinol, Especialidades Veterinarias, S.A.,
Madrid, Espafa). Tras la comprobacion de la ausencia de reflejos en las extremidades,
los animales se colocaron en posicion de cubito supino y se practicd una incision en el
torso, cortando el diafragma, para exponer de forma accesible el corazon. Posteriormente,
se insertd una canula en el ventriculo izquierdo conectada a una bomba de perfusion
(modelo D-25V, DINTER SA-DINKO Instruments, Barcelona) y se realiz6 una incision
en la auricula derecha con el objetivo de permitir la extravasacion sanguinea.
Posteriormente, en el ventriculo izquierdo se administrd una solucién de lavado (tampdn
fosfato salino a 0,1 M y pH 7,4 (PBS)) durante aproximadamente 10 minutos. Tras la
perfusion, el animal se decapitd y se procedid a la extraccion del cerebro, para la
extraccion del hipocampo. Esta extraccion se hizo seglin el procedimiento descrito en el

capitulo 3, apartado 2.5 de la presente tesis.
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2.7 Determinacion de las especies de LPA

Las determinaciones de las especies de LPA se han realizado segun el protocolo
descrito en el capitulo de puesta a punto de la técnica basado en espectroscopia de

MALDI-TOF (ver capitulo 3, 2.6.1).

2.8 Analisis Estadistico

Todos los resultados se presentan como medias + S.E.M; un valor de p< 0,05 fue
considerado estadisticamente significativo. Todos los analisis estadisticos fueron
llevados a cabo mediante el uso del paquete estadistico STATISTICA 8 («STATISTICA
8», 2007).

Primero se estudid el efecto del estrés cronico sobre las especies de LPA.
Posteriormente, se determind el efecto de la administracion repetida de LPA sobre las
especies y el perfil de LPA en el hipocampo. Para ello, se empled una t-student para
comparar el LPA total y cada una de las especies hipocampales de LPA, en animales
controles y en animales que habian recibido el protocolo de estrés por inmovilizacion o
entre animales controles y animales que habian recibido una administracion continuada

de LPA.
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3. RESULTADOS

3.1 Determinacion de las especies de LPA en condiciones de estrés
cronico

En el estudio realizado se observa que el estrés cronico no alter6 la concentracion
total de LPA (t (7) = 1.45; p > 0.5) (Figura 24 A). Al igual que sucede con estrés agudo,
el estrés cronico aument6 la concentracion de las especies de LPA 18:0 en comparacion
con el control (t (7) =2.28; p<0.01) pero, a diferencia de lo observado con el estrés agudo,
no altero las concentraciones de las especies LPA 16:0 (t (7) = 0.06; p > 0.05), 18:1 (t (7)
=0.26; p > 0.05) ni 18:2 (t (7) = -0.36; p > 0.05) (Figura 24 B). El estrés cronico solo
afect6 la abundancia relativa de la especie LPA 18:0 (t (7) = 0.056), no induciendo

cambios en el resto de las especies examinadas (p > 0.05) (Figura 24 C).
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Figura 24: Efectos del estrés cronico en el LPA hipocampal. A) Concentracion de LPA total
en hipocampo de animales controles y animales sometidos a estrés cronico. B) Concentraciones
de las especies de LPA en hipocampo de animales controles y animales sometidos a estrés
cronico. C) Niveles relativos de las especies de LPA en situacion control y en estrés cronico. El
estrés cronico incremento la concentracion de la especie de LPA 18:0, manteniendo inalteradas
las demas especies. Se muestran las diferencias estadisticas respecto al control (*p<0,05;
*#p<0.01).

150



Capitulo V: Efecto del estrés créonico y administracion de LPA en las especies de LPA en
hipocampo de ratones tipo silvestre

3.2 Efectos de la administracion continuada de LPA en las especies
hipocampales de LPA

Los resultados obtenidos revelan que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos en la concentracion total de LPA (t(8) = 0, 75; p > 0,05)

(Figura 25 A).

En cuanto a las concentraciones de las diferentes especies de LPA, la
administracioén continuada de este lipido provoc6 un aumento de la especie 18:1, aunque
sin alcanzar la significacion estadistica (t(8) = -1.89; p= 0.09), no afectando al resto de
las especies ( t(8) = 1,67 para LPA 16: 0; t(8) = 1,49 para LPA 18:0 y t(8) = 1,84 para

18: 2, p>0,05) (Figura 25B).

En relacion a los niveles relativos de las especies de LPA estudiadas, la
administracion continuada de LPA provocd un aumento de los niveles relativos de la
especies 18:1 (t(8) =-5,19, p <0.001) y 18:2 (t(8)=2.26; p<0.05), sin afectar al resto de

las especies (t(8) = 1,22 para LPA 16:0 y t (8) = 0,89 para LPA 18:0, en donde p>0,05).
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Figura 25: Efectos de la administracion continuada de LPA 18:1 en el LPA hipocampal. A)
Concentracion de LPA total tras la administracion repetida de LPA. B) Concentraciones de las
especies de LPA. C) Niveles relativos de las especies de LPA. Se muestran las diferencias
respecto al control (* p <0,05; ** p <0.01; *** p <0.001).
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4. DISCUSION

En este capitulo, se ha analizado el efecto de un estresor cronico e impredecible en
el sistema LPA hipocampal. Asimismo, se ha estudiado qué efectos tiene la

administracién continuada de la especie 18:1 sobre este sistema LPA.

Se conoce que el estrés cronico provoca un aumento de la respuesta del eje HHA
(Oliveira et al., 2015), que conlleva numerosas alteraciones neurobioldgicas (Conrad,
2010; Lin et al., 2018). El hipocampo, que contiene una alta densidad de receptores para
glucocorticoides, constituye una estructura diana de los efectos negativos del estrés
(Orlovsky et al., 2014). Entre estas alteraciones neurobioldgicas provocadas por el estrés
en el hipocampo, se ha observado un aumento de estrés oxidativo (Castilla-Ortega et al.,
2011; Garcia-Fernandez et al., 2012; Sato et al., 2010), una reduccion de la neurogénesis
(Castilla-Ortega et al., 2011) y un aumento de la neuroinflamacion (Grosse et al., 2015;
Sorrells et al., 2009). Estas alteraciones a nivel hipocampal podrian explicar, al menos

en parte, la aparicion de las alteraciones conductuales debidas al estrés (Pizzagalli, 2014).

Numerosos mecanismos han sido propuestos en la mediacion de los efectos
negativos del estrés (Herbet et al., 2017), pero hasta relativamente hace poco tiempo, no
se ha prestado atencion al papel que pueden jugar los lipidos en este proceso (Miranda &
Oliveira, 2015; Oliveira et al., 2016). Uno de estos lipidos puede ser el LPA. Nuestro
grupo ha puesto de manifiesto que la via de senalizacion LPA-LPA; podria estar
mediando en los efectos negativos del estrés cronico en el hipocampo. Asi, como
anteriormente se ha comentado, la ausencia de la via de sefializacion mediada por el

receptor LPA; aumenta la vulnerabilidad a los efectos negativos del estrés (Castilla-
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Ortega et al., 2011). Ademas, incrementa el impacto del estrés en la alteracion del eje
HHA, en la reduccion de la neurogénesis hipocampal (Castilla-Ortega et al., 2011) y en
el aumento del estrés oxidativo (Garcia-Fernandez et al., 2012). Sin embargo, no se

conocia que ocurre con el sistema LPA hipocampal ante la exposicion al estrés cronico.

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral revelan que el estrés cronico
aumenta las concentraciones totales de LPA, aunque sin alcanzar la significacion
estadistica, y ademads, provoca un aumento significativo de la concentracion de la especie

18:0.

Una desregulacion en las concentraciones de lipidos ha sido observada de forma
consistente tras la exposicion al estrés, particularmente al estrés cronico (Kargan et al.,
1999; Chaung et al., 2010; Faria et al., 2015; Miranda et al., 2019). Por un lado, a nivel
plasmatico, se ha observado, en veteranos de la guerra de Vietnam con trastorno de estrés
postraumatico, un aumento en los niveles de lipidos, en particular en los niveles de
colesterol, triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad (Kargan et al., 1999). En
animales, usando el modelo de estrés social por derrota, que es un modelo de estrés
crénico, se ha registrado una desregulacion lipidica, por alteracion en el metabolismo de
los lipidos que conlleva un aumento en los niveles de los mismos, fundamentalmente
debido a un aumento en la actividad transcripcional de genes implicados en la sintesis de
lipidos (Chaung et al., 2010). Més recientemente, las mejoras en las técnicas analiticas
han permitido estudiar el efecto del estrés en la composicion de lipidos cerebrales.
Gracias a ello, se ha observado que la exposicion al estrés cronico e impredecible induce
cambios en los niveles celulares relativos de los lipidos de senalizacion en el cerebro, en
concreto, se ha advertido un aumento de fosfatidilcolina (PC) y fosfatidiletanolamina

(PE) y la disminucidn de fosfatidilinositol (PI), acido fosfatidico (PA) y cardiolipina (CL)
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(Faria et al., 2015), posibles precursores de la sintesis de LPA. Recientemente, se ha
estudiado los efectos de la administracion de GC en los lipidos hipocampales.
Distinguiendo entre hipocampo dorsal y ventral, se detectd que en el hipocampo dorsal
los niveles de LPC se redujeron y en cambio en el ventral aumentaron las concentraciones
de glicerofosfolipidos, tales como PC, PCe, PE y PC, (Miranda et al., 2019).
Desconocemos qué puede estar provocando esta especificidad entre divisiones
hipocampales, pero posiblemente pueda ser debido a las diferencias funcionales entre
ambas regiones. Asi, el hipocampo dorsal esta implicado fundamentalmente en el control
de funciones cognitivas, en cambio el hipocampo ventral est4 relacionado con el estrés,
la emocion y el afecto (Fanselow & Dong, 2010). Un aumento en los niveles de lipidos
en esta region, clave para la regulacion emocional, podria inducir numerosos problemas.
En este sentido, un aumento en las concentraciones de lipidos a nivel cerebral se ha
asociado con modelos animales de psicopatologias, fundamentalmente depresion.
Niveles elevados de ceramidas provoca una reduccion de la neurogénesis (Gulbins et al.,
2015; 2016), autofagia (Gulbins et al., 2018) y desregulacion del eje HHA (Grassmé et
al., 2015); todo ello podria explicar, al menos en parte, la aparicion de conductas
relacionadas con la depresion (Brunkhorts-Kanaan, 2019). Este aumento de los niveles
de ceramidas, que resultaria clave en la aparicion de las alteraciones neurobioldgicas que
derivan en la aparicion de sintomas depresivos, se revierte con el tratamiento con
antidepresivos (Grassmé et al., 2015). Asimismo, una acumulacioén de fosfolipidos (en
concreto del acido araquidénico) (Riederer et al., 2010), fundamentalmente en el
hipocampo (Oliveira et al., 2016) se ha encontrado en un modelo animal de depresion
(Green etal., 2005; 2009). Dadas las implicaciones funcionales de LPA (Anliker & Chun,

2004; Birgbauer & Chun, 2006; Choi et al., 2010; Chun et al., 2010; Ishii et al., 2004;
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Noguchi et al., 2009; Rivera & Chun, 2006), y su papel en la regulaciéon emocional y en
el afrontamiento al estrés (Castilla-Ortega et 1., 2011; Pedraza et al., 2014), un cambio en
el patron hipocampal del sistema LPA podria estar implicado en los efectos y en la
aparicion de las alteraciones del estado de animo debidos al estrés. Mas estudios son

necesarios para poder avalar esta posible implicacion de los cambios en el sistema LPA.

En nuestro estudio, de todas las especies evaluadas, s6lo hemos observado un
aumento de la especie LPA 18:0. Este hallazgo difiere de lo que ocurre con el estrés
agudo, procedimiento que provoco un aumento de todas las especies de LPA examinadas.
Varias hipdtesis pueden ser propuestas para explicar este efecto. Por un lado, el estrés
continuado podria estar afectando especificamente a una de las rutas sintéticas de LPA.
Las especies LPA con cadenas insaturadas (16:1, 18:1, 18:2, 20:4) que se producen
mayormente por las isoenzimas PLA1, mientras que las especies saturadas (16:0, 18:0)
son producidas por isoenzimas PLA2 (Aoki, 2004). Dado que la tnica especie alterada
por el estrés cronico es la especie 18:0, y que no se ha encontrado un aumento de los
niveles de transcritos de la enzima PLA2 tras la exposicion a estrés cronico (Oliveira et
al., 2016), una hipotesis razonable seria que, en esta situacion, la actividad catalitica
predominante seria la de la fosfolipasa A2 (Aoki et al., 2008). Un aumento de la actividad
de esta isoenzima, que puede producirse por un aumento de los GC (Oliveira et al., 2016),
ya ha sido propuesto tras la exposicién a un modelo de estrés cronico e impredecible
(Dennis et al., 2011; Oliveira et al., 2016). Otra posibilidad, puede ser debida a cambios
en la expresion de receptores para LPA provocados por el estrés cronico e impredecible.
Asi, las especies de LPA con cadena saturadas e insaturadas presentan diferencias en las
actividades biologicas, lo que implica que son reconocidas por diferentes receptores de

LPA (revisado en Aikawa et al., 2015). Datos preliminares de nuestro grupo revelan que,
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aunque el estrés cronico no afecta los niveles de ARNm de los receptores para LPA en
el hipocampo, si que se ve afectada la expresion de la proteina para el receptor LPA1,
observandose una reduccion con respecto a la situacion control (datos no publicados).
Cambios en la expresion de receptores, podria explicar la especificidad en el aumento de

las concentraciones de la especie LPA 18:0.

Por otro lado, es un hecho ampliamente constatado que el estrés, particularmente
el estrés cronico, provoca un aumento del estrés oxidativo (Castilla-Ortega et al., 2011;
Garcia-Fernandez et al., 2012; Sato et al., 2010). Niveles elevados de radicales libres o
de especies reactivas de oxigeno (ROS, de sus siglas en inglés, reactive oxygen species)
pueden provocar dano directo en los lipidos (Moldovan & Moldovan, 2004). Estos
niveles elevados de radicales libres pueden atacar a lipidos que contienen enlace doble
carbono-carbono. Este fenémeno, denominado peroxidacion lipidica, afecta
fundamentalmente a 4cidos grasos insaturados (Pradenas et al., 2012; Ayala et al., 2014).
Un aumento en la peroxidacion lipidica podria explicar las diferencias encontradas en los
niveles de especies insaturadas entre estrés agudo y crénico. Asi, tal y como se indic6 en
el primer bloque experimental, un aumento de GC aumenta la expresion y actividad
catalitica de la ATX (Honjo et al., 2018). Aunque esto ocurriese tras el estrés cronico, un
aumento de la peroxidacion lipidica, podria conllevar una reducciébn en las
concentraciones de las especies insaturadas, aunque su sintesis esté¢ incrementada, y
podria explicar el aumento especifico de la especie 18:0, que no sufriria una reduccion
en sus niveles por el aumento del estrés oxidativo, en cambio si que se verian afectadas

otras especies de LPA.

Las hipodtesis planteadas para explicar estos resultados no son mutuamente

excluyentes y podrian darse conjuntamente en el caso del estrés cronico. Sin embargo,
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son especulativas, basadas en nuestros datos y en la bibliografia disponible, por lo que
hay que formularlas con cautela. Estudios futuros resultan necesarios para poder
determinar qué esta provocando el aumento selectivo de la especie 18:0, sin afectar a las

otras especies de LPA.

Por otra parte, dado los efectos contradictorios observados tras la administracion
continuada de la especie LPA 18:1, estudiamos qué ocurre con el perfil LPA tras su
administracion. En este sentido, los datos encontrados en la bibliografia muestran que,
tras la administracion de esta especie, via i.c.v., se produce un aumento de la
neurogénesis hipocampal (Ladron de Guevara-Miranda et al., 2018; Walker et al., 2016;
Rosell del Valle, tesis doctoral 2014). Asimismo, su administracion reduce las conductas
similares a depresion en animales de investigacion (Rosell del Valle, tesis doctoral 2014).
A nivel cognitivo, la administracion de LPA en ratas Long-Evans mejora la memoria
espacial medida en el laberinto acuatico de Morris (Dash et al., 2004). En cambio, su
administracion en ratas Wistar provoca un aumento de la ansiedad y una activacion
mayor de la sustancia gris periacueductal (Castilla-Ortega et al., 2014), region clave en
la integracion del procesamiento emocional de estimulos aversivos, como el miedo, las
respuestas de panico y la nocicepcion (Brandao et al., 2003; Graeft, 2003). Por otra parte,
un estudio reciente llevado a cabo por nuestro grupo, revela que la administracion de la
especie LPA 18:1 tiene efectos contrapuestos dependiendo si se administra en animales
controles o en animales sometidos a un protocolo de estrés por inmovilizacién cronico.
Asi, en animales controles produce un aumento de la conducta hedonica y amortigua los
efectos negativos del estrés agudo en la respuesta del eje HHA. En cambio, en animales
sometidos a un protocolo de estrés, potencia los efectos negativos del estrés en la

conducta hedonica medida con el test de preferencia por la sacarina, y en el afrontamiento
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conductual medido a través del test de natacion forzada, asi como una mayor activacion
del eje HHA y un aumento del balance excitatorio en el hipocampo ventral (Moreno-
Fernandez et al., 2019, en revision). En conjunto estos datos indican que, en condiciones
controles, a excepcion del estudio de Castilla-Ortega et al., 2014, la administracion de
LPA 18:1 produce mejoras conductuales y neurobioldgicas, en cambio en situacion de

estrés potencia los efectos negativos de éste.

En nuestro estudio, la administracion de este lipido, en situaciéon control, no
provoco ninglin cambio en las concentraciones de las diferentes especies de LPA, aunque
modifico su perfil al aumentar los valores relativos de la especie LPA 18:1. En un estudio
piloto llevado a cabo (VER ANEXO IX), la administraciéon de este lipido revirti6 el
aumento en la especie 18:0 provocada por el estrés. Teniendo en cuenta estos datos, en
principio, los efectos neurobioldgicos debidos a la administraciéon de LPA no podrian ser
explicados por cambios significativos en las concentraciones de las diferentes especies
de LPA. Sin embargo, si que este tratamiento provoca cambios sutiles en la concentracion
de los mismos, que queda reflejado en los valores relativos. Un pequefio cambio en la
composicion de lipidos, puede tener un gran impacto en los niveles de otros lipidos
homoélogos (Hannun & Obeid, 2008) que puede tener repercusion a nivel conductual
(Miranda & Oliveira, 2015; Oliveira et al., 2016). Este aumento en los niveles relativos
de la especie 18:1, podria ser uno de los mecanismos implicados en los efectos
neurobioldgicos de LPA. Por otro lado, los efectos negativos observados tras la
administraciéon de LPA en situaciones de estrés cronico no pueden ser explicados por
cambios en las concentraciones de las diferentes especies de LPA ni en el perfil de las

mismas a nivel hipocampal, puesto que no se observan diferencias con respecto al grupo
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con el tratamiento ambiental control. Otros mecanismos explicarian los efectos

contrapuestos inducidos por LPA en situacion basal o tras la exposicion a un estresor.

En definitiva, el estrés cronico, afecta el perfil de LPA en el hipocampo, aumentando las
concentraciones y valores relativos de la especie 18:0. Cambios en el sistema LPA
hipocampal pueden ser uno de los mecanismos neurobiologicos implicados en los efectos
negativos del estrés, y en consecuencia en la aparicion de trastornos psicopatologicos, y
puede constituir una de las dianas terapéuticas para el tratamiento de los mismos. Sin
embargo, mas estudios son necesarios para determinar qué efecto tiene sobre la conducta
y otros sistemas neurobioldgicos el aumento especifico de la especie LPA 18:0, asi como
conocer por qué el estrés cronico, a diferencia del agudo, produce un aumento de las
concentraciones y niveles relativos de la especie 18:0 en el hipocampo, sin afectar al resto
de las especies. Ademas, seria necesario ampliar el estudio piloto iniciado para
comprobar de forma consistente si la administracion continuada de LPA es capaz de
revertir los efectos negativos del estrés sobre el sistema LPA hipocampal y determinar si

existe relacion entre estos cambios y la ejecucion conductual.

5.1 El estrés cronico aument6 la concentracion de la especie LPA 18:0 sin alterar el

resto de especies de LPA en el hipocampo.

5.2 La administracion continuada de LPA 18:1 provoco un aumento en los niveles

relativos de la especie 18:1 en el hipocampo.
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Conclusiones generales

A continuacidn, se indican las conclusiones extraidas del presente trabajo se Tesis

Doctoral.

1. El protocolo de extraccion y de cuantificacion puesto a punto es dptimo para el estudio

de las especies de LPA en hipocampo de raton.

2. Las concentraciones de cada una de las especies de LPA en suero de raton con el fondo
genético mixto 129X1/Sv] x C57BL/6J parece estar por debajo de los valores detectables
por la técnica MALDI-TOF.

3. En condiciones fisiologicas, la especie de LPA méas abundante en el hipocampo de

raton es la 18:0, seguida de la 18:1, tanto en WT como en maLPA-nulos.

4. La ausencia del receptor LPA; no causdé cambio en las concentraciones de LPA,

aunque modifico ligeramente el perfil de LPA hipocampal.

5. El estrés por inmovilizacion, fundamentalmente si no es aplicado junto a EPM, produjo
cambios significativos en las concentraciones de LPA en hipocampo, en cambio el estrés

inducido por EPM afecto las proporciones relativas de este sistema lipidico.

6. El efecto del estrés agudo fue mayor en los animales WT que en ausencia del receptor

LPA;.

7. El estrés cronico aument6 la concentracion de la especie LPA 18:0 sin alterar el resto

de especies de LPA en el hipocampo.

8. La administracion continuada de LPA 18:1 provocd un aumento en los niveles

relativos de la especie 18:1 en el hipocampo.
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Summary

1. INTRODUCTION

Thanks to the advances in lipidomic technology, which provided the profile and
the possibility of large-scale quantification of lipid molecules, it is possible to carry out
exhaustive studies of their pathways and a physiological interpretation based on
analytical chemistry and statistical analysis (Watson, 2006; Wenk, 2005). Therefore,
analytical techniques, especially based on mass spectrometry, allow a complete lipid
profile study of different systems, (cells, tissues and even entire organisms) (Lydic &
Goo, 2018), facilitating the understanding of the role of lipids in physiology and
pathologies (Miranda & Olivera, 2015; Wenk. 2010). For this reason, and with the aim
of finding out how stress impacts different species of LPA (Lysophosphatidic acid), we
have perfected the techniques of extraction of LPA species in tissue and serum using
MALDI-TOF equipment to quantify these species and obtain their lipid profile under

different experimental conditions.

Lysophosphatidic acid (LPA) is a simple endogenous bioactive phospholipid that
participates in various biological processes and functions (Aikawa et al., 2015; Hayashi
et al., 2001; Yoshida et al., 2003). There are different species of LPA include both
saturated fatty acids (such as palmitic acid (16:0) and stearic acid (18:0)) and unsaturated
fatty acids (such as oleic acid (18:1), linoleic acid (18:2) and arachidonic acid (20:4))

(Sano et al., 2002) that may mediate different biological functions.

Recent studies support that LPA is an important signalling molecule that is
involved in behavioural processes, mainly via the LPA| receptor (Castilla-Ortega et al.,

2016, 2014, 2010; Ladron de Guevara-Miranda et al., 2018; Mirendil et al., 2015;
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Moreno-Fernandez et al., 2018; Orio et al., 2013; Pedraza et al., 2014; Sanchez-Marin et
al., 2018; Santin et al., 2009; Yamada et al., 2015). However, the involvement of LPA
molecules on other receptors such as LPA> (Schneider et al., 2018; Trimbuch et al.,
2009), LPA3 (H. Uchida, Nagai, & Ueda, 2014; Ueda et al., 2018) and LPAs receptors
(Callaerts-Vegh et al., 2012; Tsukahara et al., 2018a) on behaviour regulation cannot be
ruled out. LPA appears to function as a regulatory molecule acting mainly through the
LPA; receptor (Choi et al., 2010; Chun et al., 2013). In fact, animals lacking the LPA;
receptor exhibited emotional deregulation, deterioration of the extinction of aversive
memories (Pedraza et al., 2014), an anxious phenotype (Castilla-Ortega et al., 2010;
Moreno-Fernandez et al, 2017;2018b; Santin et al., 2009), cognitive alterations in
hippocampal dependent tasks (Castilla-Ortega et al., 2011, 2010; Santin et al., 2009) and
dysfunctional coping in response to chronic stress (Castilla-Ortega et al., 2014).
Moreover, the absence of this receptor confers vulnerability to chronic stress, precipitates
the hippocampal pathology (Castilla-Ortega et al., 2014, 2011; Garcia-Fernandez et al.,
2012), aggravates stress-induced neuroplastic changes, such as reduced neurogenesis in
adults, increases apoptosis (Castilla-Ortega et al., 2011) and levels of oxidative stress
(Garcia-Fernandez et al., 2012). Together, these data suggest a role for the LPA receptor
in regulating the effects of stress in the hippocampus., Other studies, with
pharmacological approaches, provide evidence that support the hypothesis that the LPA;
receptor plays an essential role in the regulation of emotions and mood. In this sense,
inactivation of this receptor induces depression-like behaviours with a component of
agitation that has been associated with functional changes in key brain regions involved
in stress response and emotional regulation (Pedraza et al., 2014; Moreno-Fernandez et
al., 2017; 2018 a, b).

168



Summary

One of the most sensitive structures to the negative effects of chronic stress is the
hippocampus, which constitutes a crucial structure in the study of the response to stress
and the neuronal mechanisms underlying depression (Lin et al., 2018). The effects of
stress on the hippocampus entail numerous alterations. In this sense, chronic stress causes
hypocorthylemia, due to deregulation of the hypothalamic—pituitary—adrenal axis (HPA
axis) (Castilla-Ortega et al., 2011) and affects the hippocampal neurogenesis inducing
oxidative stress (Castilla-Ortega et al., 2011; Garcia-Fernandez et al., 2012; Sato et al.,
2010). All these alterations of the hippocampus can have repercussions at a cognitive
level, fundamentally affecting spatial memory and at an emotional level. In fact, its
deregulation is key in the appearance of depressive symptomatology (Boucher et al.,
2011). Although numerous neurobiological mechanisms may be responsible for such
effects, lipids may now also be involved in stress response. Thus, lipids, due to their
physicochemical properties, are crucial for the formation and maintenance of cell
structure, as well as for the regulation of numerous signalling pathways (Miranda &
Oliveira, 2015). In this sense, it has been observed that, in several key regions that control
emotion, such as the prefrontal cortex and hippocampus, exposure to chronic stress or
continued administration of exogenous corticosterone, significantly alters the
metabolism of sphingolipids and phospholipids (Oliveira et al., 2016). Furthermore,
exposure to chronic and unpredictable stress induces changes in the relative cell levels of
numerous lipids, including an increase in phosphatidylcholine (PC) and
phosphatidiletanolamine (PE) and a decrease in phosphatidylinositol (PI), phosphatidic
acid (PA) and cardiolipine (CL) (Faria et al., 2015). In addition, lipidome studies have

identified lipids as key factors in the onset of depression. In this sense, chronic
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administration of LPA in stressful situations potentiates some of its negative effects

(Moreno-Fernandez et al., 2019, in review).

The implication of the LPA; receptor-mediated signalling system in the stress
response has been confirmed in humans. In this regard, certain polymorphisms for the
LPA, receptor are associated with an increased risk of essential hypertension. Given that
exposure to stress increases the susceptibility of patients with risk alleles (Xu et al.,
2015), genetic variants of this receptor could increase vulnerability to stress, which would
be indirect evidence of the involvement of this receptor in stress. In fact, the reduction of
the LPA: receptor was observed after unpredictable chronic stress, which could be

reversed by antidepressant treatment (Sibille et al., 2009).

Despite all the studies in both animal and human models involving the LPA-LPA;
signalling system in the stress response, it is not known in detail how chronic stress
affects the LPA system. Therefore, using an approach based on mass spectrometry of
MALDI-TOF, we have evaluated the impact of a lack of the LPA; receptor in the
hippocampal levels of specific LPA species (LPA 16:0, LPA 18:0, LPA 18:1 and LPA
18:2). In addition, we also evaluated the effect of the acute stress (exposure to the
elevated plus mace test (EPM), restraint stress or the combination of both stressors
(restraint stresstEPM)) on the concentrations of LPA species and their hippocampal
profile in wildtype and maLPA-null mice (second experimental block). Furthermore,
corticosterone (CORT), which is one of the main mediators of the impact of stress on the
brain and behaviour, were measured blood levels. Neurobiological and behavioural
changes after an acute stressor are the first response of the system; however, it would be

interesting to know what happens after the application of a chronic stressor in the
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hippocampal LPA system. Likewise, a potentiation of the negative effects of stress have
been observed at behavioural, endocrine and molecular levels, after the chronic
administration of LPA, in stressed animals (Moreno-Fernandez et al., 2019, in review),
which suggests that this lipidic system may be mediating the neurobiological response to
stress. Therefore, in the third experimental block of this doctoral thesis we consider
studying what happens in the profile of the hippocampal LPA after exposure to chronic
stress. It has also been studied after the effects of continuous administration of LPA on

the hippocampal LPA profile.

2. HIPOTESIS AND AIMS

LPA is a bioactive lipid that is involved in intracellular signalling through the six
G-protein-coupled receptors (LPAis). Among these receptors, LPA; is a strong
candidate for mediating the central effects of LPA on emotion and can participate in
regulation of normal emotional behaviours. Changes in the expression or functionality of
this receptor may increase vulnerability to the negative effects of stress and predispose
an individual to the development of psychopathological disorders. In fact, mice lacking
the LPA; receptor exhibit emotional deregulation and increased vulnerability to negative
effects of stress (Pedraza et al., 2014; Castilla-Ortega et al., 2011). Based on the
accumulated data from studies carried out with animals with genetic deletion of the LPA;
receptor and taking into account the validity criteria, our group proposed that malLPA -
null mice represent a good animal model of anxious depression (Moreno-Fernandez et

al., 2017; 2018). However, despite the role of the LPA-LPA; pathway in emotional
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regulation and functional coping with stress, it is not known in detail, which are the
mechanisms that underlie emotion regulation. Due to the activation of the LPA| receptor
requires LPA, the absence of this receptor is likely to affect hippocampal LPA levels. In
addition, LPA species differ in affinities for different LPA receptors (Bandoh et al., 2000;
Cerutiset al., 2014) so the profile of different LPA species is likely to be affected in the
hippocampus. Since this receptor has a high affinity for both saturated and unsaturated
LPA molecules (Bandoh et al., 2000), the absence of LPA; is likely to affect the

concentrations of different LPA species rather than their profile.

On the other hand, it is a widely confirmed fact that stress alters the metabolism of
lipid numbers in key structures for the control of emotions (Faria et al., 2015; Oliveira
et al., 2016), but it is unknown how stress regulates the different species of LPA in the

hippocampus.

Therefore, the following hypotheses are considered:

1. The activation of the LPA1 receptor requires LPA, thus the absence of the LPA1
receptor will cause a reduction in the levels of the different species of LPA and will alter

the profile of LPA in the hippocampus.

2. Stress will alter levels and the LPA profile in the hippocampus, which will

depend on the mode of stress and the duration of stress.

3. Chronic administration of LPA will cause changes in LPA levels and

modify the LPA profile in the hippocampus.

Taking into account all the aforementionated, the main aim of this doctoral thesis

has been to study the impacts of stress on the hippocampal LPA system. This main aim
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has been divided into 3 specific objectives that has been addressed in three experimental
blocks: 1) Development of the MALDI-TOF technique for the determination of
concentrations of hippocampal LPA species; 2) Study the lysophospholipidic profile in
the hippocampus in situations of acute stress, in the absence of the LPA; receptor and
after the combination of both factors. 3) Study the impact of chronic stress or continued
administration of LPA on the hippocampal phospholipid profile after exposure to chronic

stress and continued administration of LPA.

1. FIRST EXPERIMENTAL BLOCK

a) Determination of LPA species in hippocampus tissue by MALDITOF

b) Determination of serum LPA species by MALDITOF

2. SECOND EXPERIMENTAL BLOCK

a) Determination of the concentrations and profile of the hippocampal LPA

species in basal conditions.

b) Determination of the effect of the absence of the LPA; receptor on the

concentrations and profile of the hippocampal LPA species.

¢) Determination of the concentrations and hippocampal profile of the LPA

species in different conditions of acute stress.

d) Determination of the effect of the combination of absence of the LPA| receptor
and exposure to different acute stressors on the concentrations and profile of

hippocampal LPA species.
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3. THIRD EXPERIMENTAL BLOCK

a) Determination of the concentrations and the hippocampal profile of the LPA

species in chronic stress situations.

b) Determination of the concentrations and hippocampal profile of LPA species
after exogenous administration of LPA under baseline conditions or after

exposure to chronic stress.

3. MATERIAL AND METHODS

3.1 Animals

In this doctoral thesis, all experiments were performed using mice with a mixed
C57BL/6 *129X1/Sv] background. For the tree experimental blocks male aged 3 months
wild-type mice were used. For the firth and sencondo block, also mice lacking the LPA;
receptor (maLPA-null mice; the Malaga variant of LPA-null mice) were employed. Fhe
Trials were conducted on age-matched male wild-type and maLLPA;-null homozygous
littermates that were approximately 3 months old. The maLPA;-null mouse (termed
malLPA-Malaga variant of the LPA| null-mouse) was spontaneously derived during the
original colony (Contos et al., 2000) expansion by crossing heterozygous foundational
parents (maintained in the original hybrid C57BL/6J6x1291/Sv] background). MaLPA |-
null mice arising from the colony Malaga variant of LPA1-null mice were developed in
our laboratory and have been described in previous studies (Matas-Rico et al., 2008; Es-
tivill-Torrus et al., 2008). Animals were collectively housed in same genotype groups

and same experimental groups (Animal Resource Centre at the University of Malaga) in

a room with a temperature of 21 + 2 °C and 55 + 5% relative humidity with a 12 h

light/dark cycle and had free access to a standard laboratory diet and tap water.
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Procedures were approved by the Ethics Committee of Malaga University
(CEUMA 2013-0008-A/CEUMA: 1-2015- A, 08-7- 15-273) and Junta of Andalucia (08-
7-15-273) and were performed in compliance with European animal research laws [Eu-
ropean Communities Council Directives 2010/63/UE,90/219/CEE, Regulation (EC) No.
1946/2003] and Spanish National and Regional Guidelines for Animal Experimentation
and Use of Genetically Modified Organisms (Real Decreto 53/2013, Ley 32/2007, and
Ley 9/2003, Real Decreto 178/2004, and Decreto 320/2010).

Although three experimental block have been carried out, this summary will de-
tail the materials and methods together.

In the first experimental block, hamsters and mice brain tissues were used to set
up the LPA species determination method. In order to fine-tune the determinations of the
different species of LPA in serum, samples of fetal bovine rabbit and mouse serum,
(129X1/Sv] x C57BL/6J; WT and maLLPA1-null) were used.

For the second experimental block, the animals were randomized in four
environmental conditions: 1) Control group: animals in basal conditions (N =5 WT; N
=5 maLPA1-nulls); 2) EPM group: animals that performed the elevated plus maze for 5
minute (EPM) (N =5 WT; N =8 maLPA1-nulls); 3) Stress group: subjected to restraint
stress for 1 hour (N =5 WT; N =5 maLPA1-null) and finally, 4) Combination restraint
stress with EPM  group: animals that have undergone restraint stress for 1 hour followed
by EPM test for 5 minute (N =6 WT; N = 8 maLPA1-null), (the experimental protocol

followed is indicated in Figure 1).
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For the third experimental block, the animals were distributed randomly into three
groups: 1) Control group: animal were administered by vehicle (N = 4 (WT); 2) LPA
group that was administered by LPA (N = 6); 3) Chronic stress group, which received
vehicle and was subjected to restraint stress for 6 hours (N = 5). Pharmacological
treatments were administered in the right lateral ventricle. The animals received a daily
administration (vehicle or LPA, depending on the group) for 6 days, followed by 2 days
off and a daily administration for 6 days again. The environmental conditions applied
was standard housing during the time that the procedures or restraint stress lasted, for 12
days, followed by 2 days of rest after day 6. All groups before being perfused have

undergone the forced swimming test (FST). (See experimental procedure in Figure 2).
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Figure 1: Experimental procedure of the second experimental block. Effects of the
four environmental conditions (control, stress induced by EPM, restraint stress and
combination of stress restraint and EPM) on hippocampal LPA levels in WT and
maLPA1-null mice.
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Figure 2: Experimental procedure for the third experimental block. Effects of the three
conditions (control, administration of LPA or chronic stress) on LPA levels in the
hippocampus of WT mice.

3.2 Intracerebroventricular administration
For the third experimental repeated LPA or vehicle solution was used.

Serum albumin free of 3% fatty acids (Sigma, St. Louis, USA) in phosphate buffered

saline (PBS) has been used as a vehicle solution.

The exogenous LPA, oleyl-LPA (LPA 18:1, 1-O-9-(Z)-octadecenyl-sn-glicero-3-
phosphate, in ammonium salt form) supplied by Avanti® Polar Lipids Inc.; Alabaster,
Alabama; United States, which is the LPA| receptor agonist most widely used in most
published papers to date (Castilla-Ortega et al, 2014; Ladron de Guevara et al., 2018;
Moreno-Ferndndez et al., 2019 (under review). This agonist has a high affinity for the
LPA; receptor (Bandoh et al., 2000; Chun, Hla, Lynch, Spiegel and Moolenaar, 2010;
Ma, Nagai, Chun and Ueda, 2013; Uchida, Nagai and Ueda, 2014), with a mean efficacy

concentration (ECso) of 11.7 nM (Heise et al., 2001) and 1-10 nM (Choi et al., 2010), and
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a maximum efficacy (Emax) of 100 nM (Choi et al., 2010). The LPA compound was

dissolved in the vehicle solution at a concentration of 200 nM.

The mice, after being anesthetized by inhalation of sevoflurane, were placed in a
stereotactic surgical device (Kopf, Tujunga, California, United States). Then, using a
Hamilton syringe (21 G/ref 304432 BD microlance TM3 40mm) and-was administered

in the right lateral ventricle, a volume of 2 puL vehicle or LPA, depending on the assigned

group.
3.3 Stress procedure

The different stress protocols carried out in the second and third experimental
blocks are explained below:

Second experimental block

3.3.1 The elevated plus maze (EPM)

The elevated plus maze (EPM), a moderate acute stress model and widely used
behavioural test for rodents, was employed (Carobrez and Bertoglio, 2005). The EPM is
a simple method for assessing the anxiety responses of rodents (Pellow et al., 1985; Walf
and Frye, 2007). However, it may be considered an aversive test that induces moderate
increases in stress hormone levels (Mendes-Gomes et al., 2011; Fodor et al., 2016). Based
on these findings and taking into account that the luminosity conditions used in our study
(90-100 lux) may have anxiogenic properties (reviewed in Violle et al., 2009), the test
was used as a mild source of acute stress (Filgueiras et al., 2014) and to assess the possi-
ble relationship between the levels of various LPA species and behavioural performance.
The EPM consists of two open arms (30 cm long - 5 cm wide; 90— 100 lux) and two
enclosed arms (30 cm long x 5 cm wide x15 cm high walls; 25-30 lux) connected to a
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common central platform (5 cm x 5 cm) and is elevated 38.5 cm above the floor. For the
test, animals were removed from the cage and placed at the junction of the open and
closed arms, facing the open arm. At the end of the 5 minutes test, animals were removed
from the EPM and placed in the home cage. Using a video tracking system (Ethovision
XT, Noldus, Wageningen, Netherlands), the total time spent in each arm and the number
of total arm entries were assessed. Additionally, an anxiety index was calculated using
the following equation (Cohen et al., 2004; Contreras et al., 2014; da Costa Estrela et al.,

2015) (Equation 1):

(open arms time(s)) (number of open arms entries)
test duration(s) total numbers of entries

- (Eq.1)

Axiety index =1 —|

This index, for which the values range from 0 to 1, integrates several variables
evaluated in the EPM (Contreras et al., 2014). A score closer to 1 indicates greater anxi-
ety-like behaviours. The extremes of the open arms (distal ends) are the most anxiogenic
region of the test, the time in seconds, the number of entries, the latency to the first distal
end entry and the percentage of time that animals remain in the distal ends relative to the
total time spent in the open arms were evaluated. Locomotion [distance traveled (cm)]
and velocity (cm /s) were also recorded. Moreover, ethological patterns exhibited by the
animals (freezing behaviour, rearing, grooming, risk assessment, and head dipping) were
scored by two researchers blind to animal identity, with an inter-rater reliability measures
over 80%. Freezing was measured as time spent by the animal completely immobile dur-
ing the EPM test. Grooming is one of the most frequently observed behaviours in awake
rodents and it was assessed as repetitive, self-directed and sequentially patterned behav-
iours of hygiene and self-care. Risk assessment was defined as stretch-attend postures

toward the open arms of the EPM. Head dipping time was measured as the seconds the
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mice spent protruding the head over the edge of the open arms (Nunes-de-Souza et al.,

2002; Bibancos et al., 2007; Schneider et al., 2011, Sorregotti et al., 2013).

3.3.2 Restraint Stress

3.3.2.1. Acute restraint stress

Animals were submitted to an acute stress procedure by restraint. Acute restraint is
an uncontrollable stress condition that induces several emotional and autonomic re-
sponses (Reis et al., 2011). For this purpose, animals were placed in a 50 ml clear poly-
styrene conical centrifuge tube modified with air holes for ventilation (Castilla-Ortega et
al., 2011; Garcia-Fernandez et al., 2012; Zimprich et al., 2014) for 1 h, and in case of
chronic stress was 6 hours for 12 days with 2 days off every 6 days. After restraint pro-
cedure, mice were placed back into their transport cages. Control mice belong second
experimental block were remained undisturbed in their home cage.

Third experimental block

3.3.2.2. Chronic restraint stress

For the third experimental block, the animals were summited to a restrain during
6 hour per day, for 12 days with 2 days off every 6 days.

3.3.3 Swimming Forced Test (FST)

Along the application of repeated stress, all experimental groups were submitted d
to the forced swimming test (FST). This behavioural test that allows the analysis of pas-
sive and active coping behaviour used in studies of depression disorder (Porsolt, 1979;
Porsolt et al., 1977), is stressful (Yankelevitch-Yahav et al., 2015), and can be used as an
acute stress induction procedure. The modified protocol of Cryan, Markou, & Lucki,

(2002) was used, in which the animals were individually placed in a Plexiglas cylinder
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(Malaga, Spain) with dimensions of 30 cm high x 10 cm in diameter filled with water at

a temperature of 23 = 1 © C up to a depth of 25 cm for 6 minutes.
3.4 LPA extraction from hippocampal tissues

After perfecting the procedure of the LPA extraction from the hippocampal tis-

sues (first experimental block), for the second objective (acute stress), ten minutes after
completing the stress procedure or the behavioural test, all animals were decapitated. In
the case of the third experimental block, animals were perfused after completing the pro-
cedure of FST.
Brains were removed and the hippocampus was macrodissected, collected in a tube, drop-
frozen in liquid nitrogen and subsequently stored at 80°C until further analyses of LPA
species. The average wet weight of the isolated unilateral hippocampus from each mouse
was approximately 10 mg of tissue weight.

Lysophosphatidic acid was extracted from the hipocampal tissues using a modi-
fied version of previously described methods (Tanaka et al., 2004; Morishige et al., 2010;
Ma et al., 2013).

First, the isolated hippocampus was resuspended in 200 pl of O-vanadate [100
mM] and EDTA [1 mM] and homogenized. Subsequently, 1 ml of acetone with 0.5 nmol
of internal standard (17:0 LPA) was added. The resulting pellet was washed twice with
0.5 ml of acetone and dried under a nitrogen stream. Then, 380 pul of CHCI3, MeOH, and
H>0 (1:2:0.8) were added and centrifuged for 5 min for two repetitions. A solution of 0.4
ml of CHCl3, 0.4 ml of KCI, and 2 ml of ammonia (28%) was added to the supernatant.
The mixture was centrifuged at 1300 x g for 5 min and the CHCI3 phase was removed.
The aqueous phase was washed 4 times with a solution composed of 0.8 ml of CHCI;
and MeOH (17:3). Afterward, 50 ml of Phos-tag [1 mM] (Monoisotopic68Zn2C-Phos-

tag (Phos-tagR) obtained from the NARD Institute Ltd. (Hyogo, Japan) and 0.8 ml of a
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CHCI3 and MeOH solution (17:3) were added. The mixture was centrifuged at 1300 x g
for 5 min and the CHCIl; phase was collected. The aqueous phase was washed twice with
0.8 ml of the CHCl; and MeOH solution (17:3). The CHCI3 phase was collected and
dried under a nitrogen stream. Finally, the LPA product was dissolved in 100 ml of
MeOH/NH4OH (0.1%).

For the third experimental block, the procedure was the same. The brain were
removed after completing experimental procedures (Chronic stress or chronic LPA ad-

ministration and 10 min after FST; please see figure 2.

3.5 LPA extraction from serum

For the determination of serum LPA species, a modified version of the method
described by Morishige et al., 2010 has been used. For this purpose, we have used
quantities of 25 ul of serum. A quantity of 0.5 nmol of internal standard (LPA 17:0 in
400 pul MeOH) was added directly to the serum sample. Then, it was stirred in an ice bath
for 10 min and centrifuged at 8000G for 5 minutes. The MeOH phase was recovered and
washed by precipitating with 100 pl MeOH, recovering the MeOH phase again.
Subsequently, half the volume of H,O was added to the entire MeOH phase and then half
the total volume of the CHCI; and MeOH dissolution was added (in relation to 17:3).
The resulting aqueous phase was washed four times with CHCl; and MeOH (relative to
17:3), maintaining the CHCI3 phase and drying with nitrogen. 50 uL. MeOH/NH4OH

(0.1%) was added to the final product.

3.6 LPA Analysis using MALDI -TOFMS

Tissue phospholipids were analyzed using an ultraflex MALDI-TOF mass spec-
trometer (MALDI-TOF MS) (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). To this end, 1 pl
was removed from 100 pl of LPA in a MeOH/NH4OH (0.1%) solution and mixed with
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1 pl of a THAP solution (10 mg/ml) in acetonitrile. The mixture was spotted on an
MALDI plate (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). After drying, the sample was
washed with water and dried again. Mass spectrometry was performed in the positive
mode using an acceleration voltage of 25 kV. The laser energy was 30 —70% (3.0 — 7.0
mlJ) with a repetition rate of 10 Hz. The mass spectra were calibrated externally using a
peptide calibration standard (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Each spectrum was
produced by accumulating data from 3000 or 6000 consecutive laser shots.

For calibration curves, LPA standards [16:0, 18:0, 18:1, 18:2, and 20:4, which
were purchased from Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster, AL)] and an internal standard
(17:0 LPA, purchased from Avanti Polar Lipids) were mixed at different molar ratios and
dissolved MeOH/NH4+OH (0.1%). Then, 50 mL of Phos-tag [1 mM] were added. The
resulting mixture was analyzed using the aforementioned procedure for determining tis-
sue phospholipid levels. The concentrations in hipocampal tissues were determined based
on the ratio of the intensity of Phos-tag-linked LPA to the internal standard 17:0 LPA
linked to Phos-tag using the equations for calibrations curves for all LPA standards. Since
the level of 20:4 LPA in the hippocampus was below the detection limit, this species was
not subjected to further analysis. Total LPA concentrations, which represent the sum of
all LPA species determined, except for 20:4 LPA, were also calculated. Concentrations
of LPA and LPA species are reported as pmol/mg of hippocampal tissue. Additionally,
lipid concentrations of each species were normalized to the concentration of all LPA
species detected in the hippocampus (Oliveira et al., 2016) and the data were presented
as the mean percentages (see equation 2). These values may be interpreted as reflecting
the relative abundances of LPA species analyzed in the hippocampus to total LPA spe-

cies.
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[LPA species]

0, 7 —
% LPA species = 100 * ([LPA 16:0]+[LPA 18:0]+[LPA 18:1]+[LPA 18:2

D (Eq.2)

3.7 Corticosterone experiment

For the second experimental block, mice were decapitated 10 min after complet-
ing the behavioural test or the 1 h restraint procedure, and trunk blood was collected and
allowed to clot to obtain serum samples. For the measurement of corticosterone levels,
blood samples were centrifuged and the supernatant stored at — 80°C. Serum corti-
costerone levels were measured using a commercially available enzyme immunoassay
kit, with a sensitivity of 27.0 pg/ml, according to the manufacturer’s instructions (Assay

Designs/Stressgen, Ann Arbor, MI, United States).
3.8 Statistical analysis

All results are presented as mean + s.e.m.; p< 0.05 was considered statistically
significant. All statistical analyses were carried out using the statistical package

STATISTICA 8 ("STATISTICA 8", 2007).
3.8.1 EPM Test

In the behavioural tests, after checking the supposed homogeneity of the variance
with the Levene test, the duration of the behaviours exhibited by the animals of both
genotypes during the performance of the EPM was analysed by means of factorial

ANOVA under baseline and acute stress conditions.

3.8.2 LPA quantification in the second experimental block

For the quantification of LPA species, the impact of the LPA| receptor deficiency
on the LPA profile was first evaluated. To do this under conditions of equal variance,

Student's t-test was used to examine the differences in total LPA concentrations and
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concentrations of each LPA species between the two genotypes. Subsequently, the effect
of acute stress, of different intensity, in wildtype mice were determined. Statistical
analysis of these data was carried out using a one-way ANOVA followed by the Fisher
Significant Minimal Difference (LSD) test. Finally, the effects of the interaction between
LPA | receptor deficiency and restraint stress were examined using a factorial ANOVA
with two factors: genotype (WT or maLPA;-null mice) and environmental treatment
(Control, EPM, restraint stress or restraint stresstEPM) followed by LSD analysis when
were necessary. These analyses were performed for both concentration and relative

abundance percentage.

3.8.3 Corticosterone analysis

Differences in CORT levels between genotypes and environmental treatments
(Control, EPM, and restraint stress) were analyzed by factorial ANOVA analysis

followed by LSD analysis.

3.8.4 LPA quantification in the third experimental block

The effect of chronic stress on LPA species was first studied. Subsequently, the
effect of repeated administration of LPA on species and LPA profile in the hippocampus

were determined, using a t-student to compare total LPA and each LPA species.
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4. RESULTS

4.1 Results achieved in the first experimental block

4.1.1 Calibration curve

The calibration lines for each species of LPA (Figure 3) were obtained from the
dilutions of the intensities obtained from the spectra (Figure 4), corresponding to each
concentration of standards for the calibration curve in which several samples of standards
of LPA standards (16:0, 18:0, 18:1, 18:2 and 20:4) were used to 0, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 and

2.0 nmol with internal standard at 0.2 nmol (17:0 LPA).
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Figure 3: Example of calibration lines made for each species of LPA standard.

186



oy 1011248
o
E A e SN GusityFae. Res. ot i B
E oS 2 o
bt IR
256 s
| e Do
20 71 w7 s s
15
15
10
10
05 021,
05 07331 1045338
1007301
00 00
b od e 1900 oL e 3% 0 "0 miz 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 050
3 x108 3 x08
i C 1011.302 s D 1011358
i §
E 12
125
10
100
08 er.42 1021345
075
06 1045347
007 351
5 1021361 0%
‘ 1045 361
s ‘ l ‘ |
J 1‘ I
|l 1) 111 11
00 = 000 =
980 9% 1000 1010 1020 10% 1040 1080 ™ 980 900 1000 1010 1020 1030 1040 1050 o
3 105 a0
& E 1021.304 & F 1021308
P
5 §
H wz SN b1
BRE w3 21 997 308
997 303 20
1011.318
100
15
075
1011.321
10
050
05 ‘
025 [ ‘
! |
000 00
980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 ; 980 960 1000 1010 1020 1030 1040 1050 o

Summary

1011307 2

Figure 4: Spectra for LPA species standards for the calibration line. A) Molar ratio = 0; B)
Molar ratio = 0.125; C) Molar ratio = 0.25; D) Molar ratio = 0.5; E) Mole ratio = 1; F) Molar
ratio = 2. (Annex I).

The intensity data were obtained in triplicate and in each replicate, similar values
were obtained to the previous one, demonstrating that the method is precise. On the other
hand, given the proximity of R to the value of the unit, it can be verified that the procedure
meets the linearity criterion. In addition, the values of the quantities of LPA in tissue are
within the reference values which may indicate that the procedure is appropriate for the

determination of the intensities.
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4.1.2 Spectra in tissue sample

In the quantification of LPA species in brain tissue, data were obtained in

triplicate and in each replicate similar values to the previous one were obtained. Tests

were performed on mouse hippocampus tissue (Figure 5) and hamster brain (Figure 6)

for amounts less than 100 mg of tissue. It is observed that all species of LPA are present.

Thus, at 997 m/z the signal of 16:0 is found, at 1025 m/z the signal of 18:0, at 1023 m/z

the signal of 18:1, at 1021 m/z the signal of 18:2 and finally, at 1045 the signal of the

specie 20:4, similar to that described by other authors (Ma et al., 2013; Morishige et al.,

2010; Tanaka et al., 2004). In tests of LPA extractions in brain tissue of more than 100

mg, all species of LPA were also obtained (Figure 7). Finally, mouse tissue hippocampus

(strain 129X1/Sv] x C57BL/6J) were analyzed for both WT (8 A) and maLPA;-null (8B)

where LPA species are observed in both genotypes.
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Figure 5: Spectra of LPA species signals obtained from tissue extractions less than 100 mg

of mouse hippocampus. A) 33 mg tissue test B) 44 mg tissue test. (Annex II)
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4.1.3 Spectra in serum sample

In 25 pl of fetal bovine serum (Figure 9) and rabbit serum (Figure 10) the
different LPA species were observed. However, in most tests performed on mouse serum
noise signals were obtained that did not correspond to the signals of the LPA species
(Figure 11), so the determination of LPA in serum of mice with mixed genetic

background 129X1/Sv] x C57BL/6J was not feasible.
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Figure 9: Spectra of LPA species signals obtained in 25 ul fetal bovine serum. A) Sample
1; B) Sample 2. (Annex VI).
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190



ul

Intens. a

Summary

| W\LWWH‘:WWMWW

1013.360 )
£
A ‘B
o000 4000
3000 -
000
1007.350 |
487555
2000 967.563
2000 |
| 1000
i | LA LG )1 T
L/ RGO Y S kY] LR R LR TR
'.‘w,..g\\,f““\\."‘.',".\ f./\"ﬂi"?-"""“" l‘n”.‘."““,“J\‘.:m,‘,‘--‘,l"r'y‘ \Jf‘v\'ﬂ I AR AR
o~ 580 080
9280 290 1000 1010 1020 1030 1040 1050 W
E C 013,308 g
L D
8000
6000
4000 1000.383
4000
1005384
2000
2000
Hot7avs
| i
. st AR A AR A A A A ey
980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 s 080 080
5 g
s 1013.386
‘o E . F
3000 £
H 21200
1009 382
1000
6000
1005.395
800
4000
600
2000 ‘ ‘ |
|

bt Ll L
R

oo

980 290 " oo 10

L L L gb T
th‘ WAy ‘.“J‘M A '.“ﬁl&'r WA \l'v'ﬂ'"t‘u]i ;w i

=
e}l\”u\‘ﬂ\%

1050

|
\“

miz

ML* ‘

280 820

1000

1013.368

I |
A e

1050

1020 1030 w040

to1e miz
1007.367
1011382
1002.357
1017.337
1010 1020 1030 1040 1050 —
1013700
1000 ioie 020 1030 1040 1050

Figure 11: Spectra of noise signals from LPA species obtained in 25 pl samples of serum
from three different mice. Mouse 1: A) Sample 1; B) Sample 2. Mouse 2: C) Sample 3; D)
Sample 4. Mouse 3: E) Sample 5; F) Sample 6. (Annex VIII)
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4.2 Results achieved in the second experimental block

4.2.1 Behavioural test (EPM)

The animals were evaluated in the EPM behavioural test. In this study, the test was
used for a dual purpose. In one hand, it was used as a behavioural test to measure anxiety
parameters and on the other hand, as a stress induction procedure. For this reason, when
reference is made to the behaviours shown by the animals in the EPM test, a control
group (animals that have not previously undergone any procedure) and stress group

(animals subjected to the restraint stress procedure prior to the EPM test) are indicated.

The behaviour shown in the WT and malLPA -null mice was different. In this sense,
in comparison with WT, mice without LPA; receptor showed an anxious phenotype,
consistent with previous studies (Santin et al., 2009; Castilla-Ortega et al., 2010; Moreno-
Fernandez et a., 2017; 2018) (Figure 12). In this sense, maLPA1l-null mice spent
significantly less time in open arms (F (1, 23) =4.79; p<0.05) (Figure 12B and C),
showing also a smaller number of open arm entries (F (1, 23) = 10.13; p<0.01). In fact,
a significantly higher anxiety index was observed in mice lacking the LPA receptor (F
(1, 23) = 4.51; p<0.05) LSD; p <0.05 (Figure 12D). Analysis of the number of entries
and the first entry latency at the ends of the open arms, considered the most aversive
region in the labyrinth, reveals differences between the groups (F (1, 23) = 10.13; p<
0.005 and F (1, 16) = 5.23; p< 0.05 respectively) (Figure 12E and F). In this sense, the
control animals of the maLLPA-null genotype entered fewer entries and the latency of the
first entry was significantly higher than the WT control animals (LSD; p <0.05). In
contrast, no significant differences were observed between the animals of both genotypes

subjected to the restraint stress protocol in the number of entries and time in the open
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arms as well as in the anxiety index. Nevertheless, in maLPA -null animals, stress
significantly increased the number of entries and reduced latency to access the ends of
the labyrinth (LSD <0.05). On the other hand, the distance travelled (F (1, 23) =15.51;
p=<0.001) and the average speed in the EPM test was also lower in mice lacking LPA; (F
(1, 23) =16.50; p< 0.001) (LSD; p <0.05) (12G and H respectively), indicating less
exploratory activity in these animals. However, the time spent in the open and closed
arms did not correlate with the distance travelled by the animals of the two genotypes at
baseline (r=-0.55; p>0.5 and r = 0.41; p>0.05 for the open and closed arms, respectively,
in WT and r= -0.15 mice; p>0.05 and r = 0.21; p>0.5 for the open and closed arms,
respectively, in maLPA-null mice). With respect to ethological parameters, the absence
of the LPA| receptor induced a significant increase in risk assessment behaviour (F (1,
23) =7.03; p< 0.05) (LSD; p <0.05) and a decrease in head dipping (F(1, 23)=15,25; p<
0.001) (LSD <0.05) (Figure 12N) and rearing (F(1, 23)=17,37; p< 0.001) (LSD <0.05)
(Figure 12K). Finally, maLPA1-null mice are longer freezing (F(1,23)=5,19; p< 0.05)

(LSD; p <0.05) than animals of the WT genotype (Figure 127J).
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Figure 12: Behaviours analysed during the EPM test. The graphs show the assessment of
device, for each genotype in basal conditions or under stress, and expressed as means +
SEM. A) Composite map of all the paths travelled during the EPM test for each genotype. The
maps are presented as "heat maps", indicating mean residence times according to colour code,
with warmer colours indicating high residence times in the different compartments of the EPM
and cooler colours indicating low residence times. B) Percentage of time spent in the EPM
divided by the percentage of time spent in the open arms, closed arms and centre. C) Time spent
in the open-air arm. D) Anxiety index. E) Number of entries at distal extremities. (F) Latency
at the ends. G) Distance travelled in the labyrinth. H) Velocity I) Percentage of time the animals
remained at the distal ends in relation to the total time spent in the open arms. Ethological
parameters: J) freezing, K) rearing, L) risk assessment M) grooming, (K) head dipping. Post
hoc LSD analyses are shown: differences between WT and maLPA1-null genotypes (* p <0.05;
** p <0.01) and differences between control and stress (# p < 0.05).

4.2.2 LPA species quantification under baseline conditions in wildtype and
malLPAI-null mice

The absence of the LPA; receptor did not result in changes in total LPA
concentrations (t (8) = -0.12, p>0.05) (Figure 13A), nor in the concentrations of any of
the LPA species examined in the hippocampus (t (8) = 0, p>0.05; t (8) = -0.7, p>0.05; t
(8)=1.7, p>0.05; t (8)=-0.96, p>0.05 for LPA 16:0; 18:0; 18:1 and 18:2, respectively)
(Figure 13B). Regarding the percentage of relative abundance, in the hippocampus of
mice lacking the LPA; receptor only changes in the expression of the species LPA 18:0
(t(8)=-3.51,p=0.007) were observed, without significant changes in the percentage of

relative abundance of the rest of the species evaluated (t (8) =0.20 p> 0.05;t (8) =0, 5,
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p>0.05; t (8) =0.12, p> 0.05; t (8) = 0.36, p> 0.05 for LPA 16:0; 18:0; 18:1 and 18:2,
respectively) (Figure 13C). In both WT and malLPA1-nulls, LPA 18:0 was the most
abundant species in the hippocampus, followed by 18:1. On the other hand, the species
LPA 20:4 was less abundant in the hippocampus of both genotypes, which caused a
detection error and was therefore eliminated from the statistical analyses carried out.
Taken together, these data suggest that the absence of the LPA; is not associated with

major changes in the profile of lysophospholipids in the hippocampus.
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Figure 13: LPA in hippocampus of mice under baseline conditions. A) Total concentration
of LPA per genotype. B) Concentrations of the different species of LPA in WT and maLLPA1-
null. C) Relative levels of LPA species according to genotype. LPA, receptor deficiency is not
associated with major changes in the profile of lysophospholipids in the hippocampus. Post hoc
LSD analyses are shown: differences with the WT group (* p <0.05 WT versus maLPA1-nulls).

4.2.2 LPA species quantification under acute stress

After exposure to EPM, restraint stress and restraint stresstEPM, we observed a
large disturbance in the concentrations of both all LPA species and total LPA in the WT
hippocampus (Figure 14A and B). The one-way ANOVA revealed the effects of stress
on the total LPA concentration (F (3, 17) = 5.70 p<0.01) and the concentrations of all
examined LPA species (F (3, 17) = 11.52; p< 0.001 for LPA 16:0; F (3, 17) = 4.23;
p<0.02 for LPA 18:0; F (3, 16) = 9.28; p<0.001 for LPA 18:1 F (3, 17) = 9.87; p<0.001

for LPA 18:2). Post hoc analysis showed an increase in total LPA concentrations after
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moderate (LSD; p <0.05) and intense (LSD; p<0.06) stress. In relation to the different
species analysed, LSD revealed that immobilization stress increased concentrations of all
species examined (LSD; p<0.001control versus stressed animals for each species) and an
increase in LPA 18:0 (LSD; p<0.001) and LPA 18:2 (LSD; p<0.001) species in animals
under restraint stresstEPM. In contrast, concentrations of LPA 16:0 and LPA 18:1
species were reduced in animals under restraint stress +EPM compared to animals that
had only been restrained (LSD; p <0.001). However, stress caused by EPM behaviour
only affected the concentration of species LPA 18:2 (LSD; p = 0.02). With regard to the
effects of stress on the percentage of relative abundance, a reduction of the species LPA
18:1 (F (3, 16) =5.79; p<0.01) was observed in animals that underwent EPM (LSD; p<
0.05) and restraint stresstEPM (LSD; p< 0.01), in relation to the control group. In
contrast, the percentage of relative abundance of the species LPA18:2 was affected by
treatments (F (3, 17) = 7.97; p<0.01). In this sense, EPM stress (LSD; p< 0.01) and
restraint stress+ EPM, although without reaching statistically significant differences
(LSD; p=0.08) increased their values in relation to the control group. However, restraint
stress did not change the profile of relative abundance levels of hippocampal LPA species
(LSD; p> 0.05) (Figure 14C). Taking into account all the data, restraint stress was the
one that produced the greatest change in LPA concentrations in the hippocampus (Figure
14A and B), whereas stress from exposure to EPM had a greater incidence in the

proportions of the relative species (Figure 14 C).
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Figure 14: LPA under stress conditions. A) Total concentration of LPA per experimental
condition for the WT. B) Concentrations of LPA species by experimental condition for WT.
C) Relative levels of LPA species in WT. Moderate and intense stress produced important
changes in LPA concentrations in the hippocampus. However, mild stress conditions had a
greater incidence on the relative proportions of the species. Post hoc LSD analyses are shown:
(* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; differences from control group) (* p < 0.05; " p <
0.01; # p < 0.001; differences from EPM group) and (¥p < 0.05; ¢*p < 0.01; ¢*¢p < 0.001;
differences from restraint stress group).

4.2.3 Effects of the absence of the LPA; receptor and different acute stressors

on the hippocampal LPA profile

Due to the animal malLPA -null exhibits increased vulnerability to stress (Castilla-
Ortega et al., 2011), the effects of stress and LPA; receptor deficiency on the
hippocampus LPA profile were examined (Figure 21). A stress x genotype effect was
observed on total LPA concentration (F (3, 39) = 3,98; p<0.01) and on LPA species
concentration 18:0 (F (3, 37) = 3,34; p <0.05). Subsequent analyses revealed a higher
concentration of total LPA in the hippocampus in animals of the WT genotype subjected
to restraint stress followed or not by EPM compared to animals malLPA-null subjected
to the same stress protocol (LSD; p<0.001 or p<0.01, restraint stress or restraint
stresstEPM, respectively). EPM stress did not affect total hippocampal LPA
concentrations. However, no significant differences in the malLLPA-null genotype were

observed in any of the stress conditions (LSD; p> 0.05) (Figure 21A). Regarding the
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concentrations of LPA species (Figure 21B), restraint stress caused an increase in the
concentrations of the species 16:0 LPA in both genotypes ((F (3, 39) =9.16; p <0.001);
LSD; p<0.001). With respect to species 18:0 LPA, the analyses revealed differences
between treatments (F (3.37) =4.82; p <0.01) and in the interaction genotype X treatment
(F (3.37) = 3.34; p < 0.05). Post-hoc analysis showed that restraint stress, regardless of
whether the animals passed the EPM test or not, increased the concentration of 18:0 LPA,
but only in WT animals (LSD; p<0.01). The EPM test did not cause any change in the
concentrations of this species in any of the genotypes (LSD: p>0.05), although, restraint
stresstEPM increased the concentration of this species in WT compared to the maLPA -
null genotype (LSD; p<0.05). Moreover a stress increased the concentration of 18:1 LPA
(F (3, 37) = 16.89; p<0.001), in both WT and maLPA-nulls, (LSD; p<0.0001 for WT
and p<0.001 for maLPA1-null versus its control). In addition, the data reveal differences
between the groups due to stress in the concentrations of the species LPA 18:2 (F (3, 39)
= 3,35; p<0.05). These differences were observed in the groups that had summited to
EPM (with or without immobilization), although, statistical significance was only
reached in the case of maLPA1-null animals (LSD; p<0,05 for maLPA1-null and WT
with LSD; p=0,075). After normalization of lipid concentrations, no interaction effects
(genotype x stress) were observed in any of the species examined, although, a stress effect
was observed. Thus, stress affected the relative levels of 18:1 LPA (F (3, 37) = 4.75;
p<0.01) and 18:2 LPA (F (3, 39) = 6.11; p<0.01) (Figure 15C and D). LSD analyses
revealed these differences between the EPM stress groups and the control group (LSD;
p<0.05 for both WT and maLLPA1-null). In the case of species 18:2, an increase in the
percentage of relative abundance was observed in the malLPA-null group with restraint

stress +EPM with respect to the control group of the same genotype (LSD; p<0.01).

199



Summary

Total LP A (pmols/mg)
g
—| =S

plm? Tl

Fre
s

#8
&& L.

2504

2004

-

(5.

(=]
r

pmols/mg
—
o
i~

5]
[=]
r

o4
LPA16:0 LPA18:0 LPA18:1 LPA18:2

Relative level (%)
8 g

B

LPALG:0 LPA1S8:0 LPAlS:1 LPA1S:2

[ Control (WT) 3 EPM(WT) [ Restraint stress (WT) [ Restraint stress +EPM (WT)
[ Control (maLPA;-null) @@ EPM (maLPA;-null) [ Restraint stress (maLPA;-null) [} Restraint stress+ EPM (maLPA;-null)

200



Summary

Control (WT) EPM (WT) Restraint stress (WT) Restraint stress + EPM (WT)

LPA18:0
28%

= LPA 16:0
5 LPA1S:2
LPA1S:1
LPA 18:0

Control (malPAl-null)  EPM (malPAlnull)  Restraint stress (ualPAl-  Restraint stresst EPM(maLPAl-

null) null)
LPA18:0 ,..»—'H"

IS, LPA1S:0
ey B
P LPA18:1 _
G 1% - LPAls
d - 36%

LPA18:0
3T%

Figure 15: Effects of the absence of the LPA; receptor and different acute
stressors on the concentrations and profile of LPA in the hippocampus. A) LPA
total concentration. B) Concentrations of LPA species. C) Relative levels of LPA
species. D) Percentage of LPA species. Post hoc LSD analyses are shown: (* p <0.05;
** p < 0.01; *** p <0.001; differences regarding the control of each genotype (WT
or maLPA1-null), (* p<0.05; #p <0.01; # p <0.001; differences from EPM group),
(%p < 0.05; ¥&p < 0.01; ** p < 0.001; differences from restraint stress) and (3p < 0.05;
5p <0.01; %p < 0.001; differences between genotypes).

4.2.4 CORT Levels

Analysis of blood corticosterone (CORT) levels revealed no significant differences
between genotypes at baseline, nor after any of the stress conditions (F (1.39) = 0.39; p
>(0.05). However, in WT and maLPA1-null mice, restraint stress significantly increased
CORT levels (F(1,39) =12.92; p<0.001) compared to their respective controls and to the
levels of animals that had undergone the EPM test (LSD; p<0.01). Surprisingly,
differences in CORT levels were also observed between restraint stress and the
combination of restraint stresstEPM test, which was significantly lower than in the
restraint stress situation (LSD; p<0.01). Likewise, the EPM and restraint stress+tEPM
groups presented higher levels of CORT than control, in the case of the maLPA1-nulls

genotype ((LSD; p<0.05) (Figure 16).
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Figure 16: Concentration of corticosterone in serum. Restraint stress produced an
increase in blood corticosterone levels in both genotypes compared to the control
group and the other experimental groups. Differences with respect to control (* p <
0.05; ** p <0.01; *** p <0.001); differences with respect to stress induced by EPM
(*<0.05; # p <0.01; * p < 0.001) and differences with respect to stress induced by
restraint stresstEPM (¥p < 0.05; ¥¥p < 0.01; ¥*¢ p < 0.001).

4.3 Results achieved in the third experimental block

4.3.1 LPA species quantification under chronic stress conditions

Chronic stress does not alter the total concentration of LPA (t (7) = 1.45; p > 0.5)
(Figure 17A). similar to the pattern seen with acute stress, chronic stress increased the
concentration of 18:0 LPA compared to control (t (7) = 2.28; p<0).01) but, unlike what
happens to acute stress, did not alter the concentrations of LPA the rest of LPA species
(16:0 LPA (t(7)=0.06; p>0.05), 18:1 LPA (t (7) = 0.26; p > 0.05) or 18:2 LPA) (t (7)
=-0.36; p > 0.05) (Figure 17B). Chronic stress only affected the relative abundance of
the species LPA 18:0 (t (7) = 0.056), not inducing changes in the rest of the species

examined (p > 0.05) (Figure 17C).
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Figure 17: Effects of chronic stress on hippocampal LPA. A) Concentration of total LPA after
the application of the chronic stress protocol. B) Concentrations of LPA species under chronic
stress. C) Relative levels of LPA species under chronic stress. Chronic stress increased the
concentration of the 18:0 LPA, without affecting the other species unchanged. Statistical

differences with respect to control are shown (* p < 0.05; ** p < 0.01).

4.3.2 Effects of continued administration of LPA in hippocampal LPA species

The results obtained reveal that there are no statistically significant differences
between treatments in the total LPA concentration (t(8) =0, 75; p > 0.05) (Figure 18A).
Regarding the concentrations of the different species of LPA, the continued
administration of this lipid caused an increase in the 18:1 LPA, although without reaching
statistical significance (t(8) = -1.89; p=0.09), not affecting the rest of the species (t(8) =
1.67 for LPA 16:0; t(8) = 1.49 for LPA 18:0 and t(8) = 1.84 for 18:2, where p>0.05)

(Figure 18B).
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In relation to the relative levels of the LPA species studied, continued
administration of LPA led to an increase in the relative levels of 18:1 LPA(t(8) = -5.19,
p <0.001) and 18:2 (t(8)=2.26; p<0.05), without affecting the rest of the species (t(8) =

1.22 for 16: 0 LPA and t (8) = 0.89 for 18:0 LPA, p>0.05).
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Figure 18: Effects of continued administration of 18:1 LPA in the hippocampal LPA. A)
Concentration of total LPA after chronic administration of LPA. B) Concentrations of LPA

species. C) Relative levels of LPA species. Differences from control are shown (* p < 0.05; **
p <0.01; *** p <0.001).

S. DISCUSSION

Here, we have characterized the effects of genetic manipulation and exposure to
different acute environmental stresses, such as EPM and restraint stress, on hippocampal
levels of LPA species. Morevoer, the impact of chronic restraint stress and the effect of
repeated LPA administration in the hippocampal profile and levels of the LPA has been

study. In order to achieve these objectives two sets of experiment have been conducted.

For this purpose, previously, it has been essential to fine-tune the procedure for
determining the different species of LPA, both in tissue (hippocampus) and in serum.
The procedures carried out have allowed to verify, in a systematic way, that the method

used is reliable and robust for the determination of LPA species in brain tissue, but not
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for the determination in blood serum of mice with mixed genetic background 129X1/SvJ

x C57BL/6].

Tissue extractions were correctly optimized according to the amount of mass
analyzed. This procedure can also be carried out for future studies in other brain regions,

which have a greater or lesser extension than this limbic structure.

In our study, the different species of LPA were successfully detected and
quantified by MALDI-TOF. However, despite the use of Phos-tag, which significantly
lowers the detention limit compared to other methods that do not use it (Morisheige et
al., 2010; Tanaka et al., 2004), the 20:4 LPA species was found below the detention
limits, so it could not be quantified in hippocampus of mice. Although there are no
previous studies that determine and quantify the different species of LPA in the
hippocampus, in the spinal cord, a structure that belongs to the nervous system, the
species 20:4 LPA is also below the limit of detention using the MALDI-TOF, even after
inducing damage to the sciatic nerve, a procedure that causes an increase in the remaining
species of LPA in the dorsal horn of the spinal cord (Ma et al., 2013). For this reason, the
species 20:4 LPA has been eliminated from the subsequent analyses carried out for the

achievement of objectives 2 and 3 of this doctoral thesis.

On the other hand, in mouse serum, the mass spectra resulted with little signal
and an excess of noise was perceived; in addition, these signals were not constant and
the obtained values were not reproducible. A different fact was observed in the tests of
fetal bovine and rabbit serum, in which the detection of the different species of LPA was
feasible. Therefore, in the case of mouse serum samples, the concentration of each
species of LPA was lower than detectable levels by MALDI-TOF, while in the samples

of bovine fetal and rabbit serum the concentrations were at detectable levels.
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Ultimately, considering the optimisation of the method, the procedure used is
useful for the objectives pursued, in our case, for the determination of the concentrations
of the different species of LPA in hippocampus. Thus, after obtaining the calibration
curves, the linearity of the method could be observed. Also, after the replication of the
procedure and taking into account the little available bibliography on the matter (Yang
& Han, 2016), we can inform that the method is precise. Finally, the detention limits of
the species 20:4 was below these limits, as previously described (Ma et al., 2013).
However, at least in mouse serum samples of the strain used in our studies (the mixed
genetic background 129X1/Sv]J x C57BL/6J), it was not possible to quantify the LPA and
its species. Although more studies are necessary to determine the cause of the low signal-
to-noise ratio obtained, possibly the availability of LPA species in samples is below the

detention limits (Armbruster & Pry, 2008).

Once the quantification method of the LPA species in tissue was optimized, we
proceeded to achieve the objectives that define the second experimental block. Where,
the effects of genetic manipulation and exposure to different acute stressors had been

characterized, on the levels of LPA species in the hippocampus.

LPA is an important signalling molecule in the brain that participates in multiple
physiological actions and pathophysiological conditions (Aoki, 2004; Fukushima et al.,
2001; Ishii et al., 2004; Tigyi & Parrill, 2003). The biological functions of LPA species
are associated with specific receptors coupled to G proteins called LPA 1. (Choi & Chun,
2013). These receptors are expressed in the brain and may be involved in the regulation
of emotional behaviour, especially LPA; receptors (Castilla-Ortega et al., 2011; Moreno-
Fernandez et al, 2017, 2018; Pedraza, et al., 2014; Santin et al., 2009); LPA> (Schneider
et al., 2018), LPA3 (Uchida et al., 2014; Ueda et al., 2018) and LPAs (Callaerts-Vegh et

al., 2012; Tsukahara et al., 2018). LPA species containing both saturated and unsaturated
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long-chain fatty acids (e.g., C16 and C18) and may activate LPA receptors (Bandoh et
al., 2000). However, contrary to what was observed with the deletion of the LPA3
receptor (Ma et al., 2009), the absence of LPA receptor did not induce serious alterations
in the total concentrations of LPA or its different species in the hippocampus.
It can therefore be concluded that the absence of the LPA; receptor did not affect the
production of this lipid. In fact, the levels of LPA in the hippocampus in mice lacking
LPA; were similar to those observed in WT animals. Together with the evidence

accumulated with animals that lack receptors for LPA, it could be stated that the LPA3

receptor is an important determinant of LPA synthesis (Ma et al., 2009). The LPA>
receptor, although to a lesser extent, may also contribute to the production of LPA (Zhao
et al., 2009). However, at least in the hippocampus, the LPA| receptor does not appear to
play a crucial role in the synthesis of LPA. Nevertheless, since the LPA pattern of the
hippocampus is slightly modified in maLPA-null mice, with a significant increase in the
relative levels of the saturated 18:0 LPA , a reasonable hypothesis would be that LPA;
receptor deficiency can modify the catalytic activity of phospholipase A1 (PLA1) and
phospholipase A2 (PLA2), enzymes responsible for producing LPA species (Aoki et al.,
2008). However, other routes cannot be excluded. Among these other pathways, ATX-
mediated pathways may play a role. In this sense, although with exceptions, recent
studies suggest that ATX may produce different groups of LPA species (Nikitopoulou et
al., 2013). In addition, different species of LPA may activate ATX/lisoPLD to give rise
to different species of lysophosphatidylcholine (LPC) that would give rise to different
chains that would be precursors of LPA (Salgado-Polo et al., 2018). However, these
hypotheses should be interpreted with caution and more studies are needed to determine
what is causing these differences in the profile of different LPA species in the

hippocampus in the absence of the LPA| receptor (Aoki et al., 2008).

207



Summary

Stress, particularly restraint stress protocol, alone or combined with EPM, led to an
increase in the total concentration of LPA in the hippocampus and produced changes in
concentrations of different species of LPA. Surprisingly, the changes were minor in
animals subjected to restraint stress +EPM. Different hypotheses can be proposed to
explain these effects, but perhaps the most reasonable is that in both groups, an effect of
restraint was observed, whereas the procedure of exposure to EPM hardly produces
changes in the concentrations of LPA. In animals subjected to restraint stress +EPM,
there were more time between the end of the stressor and the extraction of the brains, so
a minor change in LPA concentrations could be due to the effect of the passage of time.
However, this hypothesis needs to be taken with caution and more studies are needed to
verify these differences between the two groups in LPA concentrations. Nevertheless,
these data reveal that the LPA system of the hippocampus is affected by stress
particularly by restraint stress. Although, EPM increased the concentration of the 18:2
LPA, restraint stress substantially affected all the LPA species examined. Changes in the
concentration of 18:2 LPA, in the EPM group and restraint stresstEPM could explain
the increase in the relative abundance of the 18:2 LPA, which in turn leads to a change
in the LPA profile. In sum, restraint stress led to a significant increase in the
concentrations of LPA and all species examined in the hippocampus. In contrast, EPM
modified the profile of LPA species in the hippocampus by inducing an increase in 18:2
LPA and reducing concentrations of 18:1 LPA. Restraint stress + EPM also affected the
hippocampal LPA profile by increasing the relative levels of the species 18:2. Although,
these effects were observed in both WT and maLPAT1 animals, they were less dramatic

in the absence of the LPA; receptor.

Exposure to stress increases the release of GC, which induces a large amount of
pathological effects, especially when prolonged over time (Joéls, 2018). GCs can modify
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the composition of lipids in the hippocampus. In this sense, a recent study showed an
increase in glycerophospholipids such as PC, PCe, PE and PC in the ventral hippocampus,
while PA levels were reduced (Miranda et al., 2019). Interestingly, our data reveal that
restraint stress increases concentrations of LPA species from several synthetic pathways
in which the main precursors are LPC and PA among others. ATX specifically acts on
LPC species. The increase in LPA concentrations observed in our study could be due, at
least in part, to an increase in the expression and/or activity of autotaxin (ATX). In this
sense, a strong correlation has been observed between LPA concentrations and levels of
this enzyme (Nakamura et al., 2008, Watanabe et al., 2007). In our study, since stress alters
the activity of the hypothalamus-hypophysis-suprarenal (HHA) axis and increases CORT
levels (Boettcher et al., 2017; Kofman, 2002; McEwen et al., 1999; Sapolsky, Meaney, &
McEwen, 1985), concentrations of this hormone were determined. In both genotypes, after
restraint stress, a significant increase in CORT levels was observed. In maLPA1-null
animals, both EPM stress and restraint stress+EPM produced an increase in CORT levels
with respect to control, but surprisingly, no differences between genotypes were observed
after exposure to acute stress, as previously described (Pedraza et al., 2014). The
differences in the experimental procedure probably explain the differences between the
studies (i.e., in the initial study a restraint period of 30 min was used, whereas in our study
the period was 60 min). In addition, the time from stressor application to blood extraction
was different (0 min versus 10 min used in the present study). Since plasma CORT levels
decrease progressively with time after restraint stress (Shafiei et al., 2012; Uchida et al.,
2010), the time elapsed between stressor application and blood withdrawal may explain he
apparent inconsistencies between studies. However, this increase in CORT levels may
reveal the cause of the increase in hippocampal LPA concentrations. Thus, it has been

observed that the administration of dexamethasone, a synthetic analogue of CORT, to cell
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in cultures, increases the levels of mRNA and ATX protein (Honjo et al., 2018). Thus, an
increase in the levels of CORT may increase the levels of ATX and its enzymatic activity.
In addition, after mild stress (EPM), the LPA profile of the hippocampus was modified,
but not the LPA levels. Although ATX may be involved in the mechanism underlying the
observed differences, no changes in CORT levels were observed in animals under EPM
stress. Therefore additional pathways may also be involved (Tanaka et al., 2006; Meeteren
et al., 2006), which may explain the limited increase in LPA levels in WT mice coupled
with changes induced by restraint stress. Further studies are needed to clarify the
underlying mechanisms responsible for the increase in LPA concentrations after restraint
stress, changes in LPA profile caused by EPM, and the effects of the combination of
stressors. However, metabolic disturbances that occur in LPA species in the hippocampus
after acute stress undoubtedly lead to a cascade of molecular events within this region of
the brain, which would be responsible, at least in part, for the negative effects of stress in

the hippocampus (Sood, Chaudhari & Vaidya, 2018).

On the other hand, as expected, LPA; receptor deficiency caused an anxious
phenotype in the EPM (Castilla-Ortega et al., 2010; Moreno-Fernandez et al., 2017,
2018; Santin et al., 2009). As observed in previous studies, maLLPA-null animals showed
a high anxiety index and low exploratory activity (Castilla-Ortega et al., 2010; Santin et
al., 2009), together with a lower percentage of entries at the distal ends of the open arms
(62% vs. 100% WT) and a shorter time spent in them, which would indicate that these
animals exhibit an anxious profile in the test. In the same line, maLPA;-null mice
exhibited greater freezing behaviour, risk assessment, less vertical exploration time and
fewer head dipping, which support the anxious profile of these animals and may be
indicative of an emotional hyperreactivity in the absence of the LPA; receptor (Moreno-
Fernandez et al., 2017, 2018; Pedraza et al., 2014). Although the participation of the
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LPA; receptor in the regulation of emotion and in the appearance of anxiety is an
established fact, the participation of the endogenous LPA system in emotion has not yet
been determined. In addition, it is not known whether there is a relationship between the
levels of LPA species in the hippocampus with the different emotional parameters
recorded in behavioural tests, such as EPM. The only available data have been obtained
by administering LPA and observing its effects in tests measuring different emotional
parameters (Castilla-Ortega et al., 2014; Kim et al., 2017). Although the evidence is
inconclusive, the administration of LPA caused changes in emotional behaviour. In
addition, a recent study by our research group examines depression-related behaviours in
stressed animals that have received continued administration of LPA (Moreno-Fernandez
et al., 2019 (under review). The data revealed that the stress and continued infusion of
LPA produced a depressive effect. Our study uses a different approach, after summiting
the animals to stress or a behavioural test, it is determined the total LPA and LPA species
concentrations and analysed the hippocampal LPA profile. It would be interesting to be
able to relate the behavioural changes with the modification of the lipidic profile in order
to know in detail what role plays this neuromodulatory system in the regulation of

emotions.

To the best of our knowledge, this second experimental block of this doctoral
thesis constitutes the first approximation to identify and determine the profile of LPA
species in the hippocampus, both in WT mice and in maLLPA;-null. In addition, the effect
of acute stress on hippocampal concentrations of LPA species has been explored for the
first time. The results show that the absence of the LPA| receptor did not alter the levels
of the LPA species, but slightly modified the profile. In contrast, stress, particularly the

restraint stress procedure, significantly altered LPA levels in the hippocampus. These
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data reveal that the hippocampal LPA may be one of the systems affected by acute stress

and could be a therapeutic target to palliate the negative effects induced by stress.

In the third experimental block of this doctoral thesis, the effect of a chronic and
unpredictable stressor on the hippocampal LPA system has been characterized. It has
also been studied the effects of a continued administration of the 18:1 species on this

LPA system.

It is known that chronic stress causes an increase in the response of the HHA axis
(Oliveira et al., 2015), which leads to numerous neurobiological alterations (Conrad,
2010; Lin et al., 2018). The hippocampus, which contains a high density of
glucocorticoid receptors, is a target structure for the negative effects of stress (Orlovsky
et al., 2014). Among these neurobiological alterations caused by stress in the
hippocampus, an increase in oxidative stress has been observed (Castilla-Ortega et al.,
2011; Garcia-Fernandez et al., 2012; Sato et al., 2010), a reduction in neurogenesis
(Castilla-Ortega et al., 2011) and an increase in neuroinflammation (Grosse et al., 2015;
Sorrells et al., 2009). These alterations at the hippocampal level could explain, at least in

part, the appearance of behavioural alterations due to stress (Pizzagalli, 2014).

Numerous mechanisms have been proposed for mediating the negative effects of
chronic stress (Herbet et al., 2017), but until relatively recently, no attention has been
paid to the role that lipids can play in this process (Miranda & Oliveira, 2015; Oliveira
et al., 2016). One of these lipids may be the LPA. Our group has shown that the LPA-
LPA1 signalling pathway may be mediating the negative effects of chronic stress in the
hippocampus. Thus, as previously commented, the absence of the LPA; receptor-
mediated signalling pathway increases vulnerability to the negative effects of stress

(Castilla-Ortega et al., 2011). Furthermore, it increases the impact of stress on the
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alteration of the HHA axis, on the reduction of hippocampal neurogenesis (Castilla-
Ortega et al., 2011) and on the increase of oxidative stress (Garcia-Fernandez et al.,
2012). However, it was not known what occurs with the hippocampal LPA system when
exposed to chronic stress. The results obtained in this doctoral thesis reveal that chronic
stress increases total concentrations of LPA, although without reaching statistical

significance, and causes a significant increase in concentrations of the 18:0 LPA.

Deregulation in lipid concentrations has been consistently observed after exposure to
stress, particularly chronic stress (Kargan et al., 1999; Chaung et al., 2010; Faria et al.,
2015; Miranda et al., 2019). On the one hand, at the plasma level, an increase in lipid
levels has been observed in Vietnam War veterans with post-traumatic stress disorder,
particularly in cholesterol, triglycerides and low-density lipoproteins (Kargan et al.,
1999). In animals, using the model of social stress by defeat, which is a model of chronic
stress, lipid deregulation has been registered, by alteration in the metabolism of lipids
that entails an increase in their levels, mainly due to an increase in the transcriptional
activity of genes involved in the synthesis of lipids (Chaung et al., 2010). More recently,
improvements in analytical techniques have made it possible to study the effect of stress
on the composition of brain lipids. Thanks to this, it has been observed that exposure to
chronic and unpredictable stress induces changes in the relative cellular levels of the
signalling lipids in the brain, specifically, an increase in phosphatidylcholine (PC) and
phosphatidiethanolamine (PE) and a decrease in phosphatidylinositol (PI), phosphatidic
acid (PA) and cardiolipine (CL) (Faria et al., 2015), possible precursors of LPA synthesis,
have been observed. Distinguishing between dorsal and ventral hippocampus, it was
detected that in the dorsal hippocampus the levels of LPC were reduced and in contrast
in the ventral hippocampus the concentrations of LPC and glycerophospholipids, such as
PC, PCe, PE and PC, were increased (Miranda et al., 2019). We do not know what it
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may be causing this specificity between hippocampal regions, but it may be due to
functional differences between the two regions. Thus, the dorsal hippocampus is involved
in the control of cognitive functions, whereas the ventral hippocampus is related to stress,
emotion and affection (Fanselow & Dong, 2010). An increase in lipid levels in this
region, key to emotional regulation, may induce numerous problems. In this sense, an
increase in lipid concentrations at the brain level has been associated with animal models
of psychopathologies, mainly depression. Elevated ceramide levels lead to a reduction in
neurogenesis (Gulbins et al., 2015; 2016), autophagy (Gulbins et al., 2018) and
deregulation of the HPA axis (Grassmé et al., 2015), all of which may induce, at least in
part, the develop of depression-related behaviours (Brunkhorts-Kanaan, 2019). This
increase in ceramide levels, which would be key to the appearance of neurobiological
alterations that lead to the appearance of depressive symptoms, is reversed with treatment
with antidepressants (Grassmé et al., 2015). Likewise, an accumulation of phospholipids
(specifically arachidonic acid) (Riederer et al., 2010), mainly in the hippocampus
(Oliveira et al., 2016) has been found in an animal model of depression (Green et al.,
2005; 2009). Given the functional implications of LPA (Anliker & Chun, 2004;
Birgbauer & Chun, 2006; Choi et al., 2010; Chun et al., 2010; Ishii et al., 2004; Noguchi
et al., 2009; Rivera & Chun, 2006), and its role in emotional regulation and coping with
stress (Castilla-Ortega et al, 2011; Pedraza et al., 2014), a change in the hippocampal
pattern of the LPA system may be implicated in the effects and appearance of mood
alterations due to stress. More studies are needed to determine the impact of the changes

of the LPA system on behaviour and mood.

Different from what happens with acute stress, chronic stress only increase the levels
of the 18:0 LPA. Several hypotheses can be proposed to explain these
the apparently contradictory effects. Thus, continued stress may specifically affect one
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of the synthetic routes of LPA. LPA species with unsaturated chains (16:1, 18:1, 18:2,
20:4) are mostly produced by PLA1 isoenzymes, while saturated species (16:0, 18:0) are
produced by PLA2 isoenzymes (Aoki, 2004a). An increase in the activity of PLA2, which
may be produced by an increase in GC (Oliveira et al., 2016), has already been proposed
following exposure to a chronic and unpredictable stress model (Dennis et al., 2011;
Oliveira et al., 2016). Another possibility may be due to changes in the expression of
LPA receptors caused by chronic and unpredictable stress. Thus, LPA species with
saturated and unsaturated chains present differences in biological activities, implying that
they are recognized by different LPA receptors (reviewed in Aikawa et al., 2015).
Preliminary data from our group reveal that, although chronic stress does not affect the
mRNA levels of LPA receptors in the hippocampus, the expression of the protein for the
LPA, receptor is reduced respect to the control situation (unpublished data). Changes in
the expression of receptors could explain the specificity in the increase of the

concentrations of the species LPA 18:0.

On the other hand, it is a widely confirmed fact that stress, particularly chronic stress,
causes an increase in oxidative stress (Castilla-Ortega et al., 2011; Garcia-Fernandez et
al., 2012; Sato et al., 2010). High levels of free radicals or reactive oxygen species (ROS)
may directly damage lipids (Moldovan & Moldovan, 2004); mainly lipids that contain
double carbon-carbon bonds. This phenomenon, called lipid peroxidation, primarily
affects unsaturated fatty acids (Pradenas et al., 2012; Ayala et al., 2014). An increase in
lipid peroxidation may explain, at least partially the differences found in the levels of
unsaturated species between acute and chronic stress. Thus, as indicated in the second
experimental block, an increase in GC increases the expression and catalytic activity of
ATX (Honjo et al., 2018). Although this would occur after chronic stress, an increase in
lipid peroxidation could lead to a reduction in the concentrations of unsaturated species,
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even if their synthesis is increased, and may explain the specific increase of the 18:0
species, which would not suffer a reduction in its levels due to the increase in oxidative
stress, however other species of LPA would be affected. Not all these hypotheses to
explain these results are mutually exclusive. However, they are speculative, based on our
data and available literature, and should be formulated with caution. Future studies are
necessary to find what is causing the selective increase of the 18:0 species, without

affecting the other LPA species.

On the other hand, given the contradictory effects observed after the continued
administration of the specie LPA 18:1 (Moreno-Fernandez et al., 2019, under review),
we studied what happens with the LPA profile after 18:1 LPA administration. In this
sense, it has been observed that, after the administration of this species, via i.c.v., there
is an increase in hippocampal neurogenesis (Ladron de Guevara-Miranda et al., 2018;
Walker et al., 2016; Rosell del Valle, doctoral thesis 2014). In addition, its administration
reduces depression-like behaviours in research animals (Rosell del Valle, doctoral thesis
2014). At the cognitive level, the administration of LPA in Long-Evans rats improves
spatial memory measured in the Morris Water Maze (Dash et al., 2004). On the other
hand, its administration in Wistar rats causes an increase in anxiety and a greater
activation of the periacueductal grey substance (Castilla-Ortega et al., 2014), a key region
in the integration of the emotional processing of aversive stimuli, such as fear, panic
responses and nociception (Brandao et al., 2003; Graeff, 2003). On the other hand, a
recent study carried out by our group reveals that the administration of the species LPA
18:1 has contradictory effects depending on whether it is administered in control animals
or in animals subjected to a chronic stress protocol. Thus, in control animals it produces
an increase in hedonic behaviour and mitigates the negative effects of acute stress on the
HPA axis response. On the other hand, in animals submitted to a stress protocol, contrary
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to our expectations, the continuous delivery of LPA potentiated rather than inhibited
some (e.g., anhedonia, reduced latency to the first immobility period), though not all,
behavioural effects of stress and lead led to an alteration in the genes coding for proteins
involved in the excitatory/inhibitory balance in the ventral hippocampus and to changes
in corticosterone levels (Moreno-Fernandez et al., 2019, in review). Taken together, these
data indicate that under basal conditions, with the exception of the study by Castilla-
Ortega et al., 2014, the administration of LPA 18:1 induces a resilient behavioural and
neurobiological profile, whereas in chronically stressed animals induced negative effects
potentiating some, though not all, of the negative effects of stress and induced additional

adverse consequences

In our study, the administration of this lipid did not cause any change in the
concentrations of the different species of LPA, although modified the LPA profile by
increasing the relative values of the specie LPA 18:1. In a pilot study carried out (see
annex [X) the administration of this lipid reversed the increase in 18:0 species caused by
stress. Considering these data, the neurobiological effects due to the administration of
LPA could not be explained by significant changes in the concentrations of the different
LPA species. However, this treatment does cause subtle changes in their concentration,
which is reflected in the relative values. A small change in the composition of lipids can
have a great impact on the levels of other homologous lipids (Hannun & Obeid, 2008)
that can have repercussions at a behavioural level (Miranda & Oliveira, 2015; Oliveira
et al., 2016). This increase in the relative levels of the 18:1 species could be one of the

mechanisms involved in the neurobiological effects of LPA.

On the other hand, the negative effects observed after the administration of LPA
in chronic stress situations can not be explained by changes in the concentrations of the

different LPA species or in their profile at the hippocampal level, since no differences
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were observed with respect to the group with the environmental control treatment. Other
mechanisms may explain the contradictory effects induced by LPA at baseline or after

exposuring to a stressor.

In summary, the LPA; receptor deficiency did not disturb the levels of LPA
species, but slightly modified the hippocampal LPA profile. On the other hand, stress,
particularly stress by restrain, significantly altered the hippocampal LPA levels. In
contrast, chronic stress affected the profile of LPA in the hippocampus, increasing the
concentrations and relative values of the species 18:0 LPA. Changes in the hippocampal
LPA system may be one of the neurobiological mechanisms involved in the negative
effects of stress, and consequently in the appearance of psychopathological disorders,
and may constitute one of the therapeutic targets for their treatment. However, more
studies are needed to determine what effects the specific modification of the hippocampal
LPA system and LPA profile have on behaviour and other neurobiological systems. As
well as to know why chronic stress, unlike acute stress, produces an increase in the
concentrations and relative levels of the 18:0 species in the hippocampus, without
affecting the rest of the species. In addition, it would be necessary to expand the pilot
study initiated to consistently check whether continued administration of LPA is capable
of reversing the negative effects of stress on the hippocampal LPA system and to
determine whether there is a relationship between these changes and behavioural

performance.
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6. CONCLUSIONS

1. The protocol of the extraction and quantification of LPA species is optimal for study

the LPA species in the hippocampus of mouse

2. The concentrations of each LPA species in serum from mice with the mixed genetic

129X1/Sv] x C57BL/6J are at values lower than those detectable by the MALDI-TOF.

3. Under physiological conditions, the most abundant LPA species in the mouse hippo-

campus is 18:0, followed by 18:1 in both WT and maLLPA 1-null.

4. The absence of the LPA| receptor did not cause change in LPA species concentrations,

although it slightly modified the hippocampal LPA profile.

5. Restraint stress, fundamentally if not applied together with EPM, produced signifi-
cant changes in the concentrations of LPA in the hippocampus, whereas the stress in-

duced by EPM affected the relative proportions of this lipidic system.

6. The effect of acute stress was greater in WT animals than in the absence of the LPA

receptor.

7. Chronic stress increased the concentration of the 18:0 LPA species without altering

the other LPA species in the hippocampus.

8. The continued administration of 18:1 LPA caused an increased in the relative levels

of the species 18:1 LPA in the hippocampus.
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Anexos

Anexo I: Espectros de los estandares de las especies de LPA
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Anexo II: Espectros de tejido de hipocampo de raton
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Anexo II1: Espectros de tejido de hamster

siod
A 1013 397

2.5

2.0

1.0

0.5 1008.387

1023362
997 343
982574

B0 a0 1000 1010 1020 1030

x4

B 1013.429

1009.427

1017 491 1023386
pav.Gaa 207 378 1003.645 10:30.004

980 280 1000 1010 1020 1030

227

1040

1040

1030

1053 443

1050

miz



Anexo IV: Espectros de tejido cerebral de raton superior a 100 mg
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Anexo V: Espectros de las senales de las especies de LPA
obtenidas de hipocampo de ratones
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Anexo VI: Espectros de las seiiales de las especies de LPA
obtenidos en 25 ul suero bovino fetal
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Anexo VII: Espectros de las senales de las especies de LPA
obtenidos en 25 ul suero de conejo
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Anexo VIII: Espectros de las sefiales de las especies de LPA
obtenidos en 25 ul suero de raton
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Anexos

Anexo IX: Grupo experimental estrés cronico + administracion
de LPA

Para determinar si la administracion continuada de LPA es capaz de revertir los
efectos del estrés cronico sobre el sistema LPA hipocampal, se incluyé un nuevo grupo
experimental: estrés cronico + LPA. Sin embargo, debido a la mortandad obtenida
durante el experimento, el n de este grupo quedd reducido a tres, considerandose
insuficiente para extraer conclusiones, decidiendo no incluirlo en el analisis principal de
esta tesis, pero si en un anexo, ya que se considera que son resultados preliminares

prometedores.

Los resultados obtenidos con la inclusion de este grupo pueden verse resumidos

en la figura A.1

N B - c
) 60 ot . 50-
I && | '
150~ 5 = a0
. i | I | FH
E 240 i ! ) 2.0
< 100 F l l ) g
L i | I ) = 204
5 J -
3 s =2 | I I E
E 1 1 [ 7. 10
1 1 ) o

O Control 3 LPA @@ Estrés Cronico El Estrés Cronico+LPA

Figura A.1: A) Concentracion de LPA total tras la administracion repetida de LPA. B)
Concentraciones de las especies de LPA. C) Niveles relativos de las especies de LPA. Los analisis
estadisticos revelan diferencias respecto al control (* p < 0,05; ** p < 0.01; *** p < 0.001)
diferencias respecto al grupo de LPA (* p < 0,05; * p <0.01; ** p < 0.001) y diferencias respecto
al grupo estrés por inmovilizacién y administracion de LPA (¢p < 0,05; **p < 0.01; & p <

0.001).
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A raiz de estos resultados podria decirse que la administracion de LPA en
condiciones de estrés es capaz de revertir algunos de los cambios producidos en el

sistema de LPA hipocampal.
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