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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer es la forma mas comun de demencia en la madurez y se asocia
con neurodegeneracion y deterioro cognitivo. Los cerebros de pacientes de Alzheimer revelan
la existencia de placas seniles de B-amiloide, cuya acumulacion origina la muerte neuronal
progresiva, deterioro de la memoria, asi como pérdida de facultades que conducen a la
incapacidad del individuo y, finalmente, la muerte. Esta patologia también se asocia con
neuroinflamacién, estrés oxidativo y excitotoxicidad. La falta de eficacia de las terapias
actuales en el tratamiento de la enfermedad hace necesaria la busqueda de nuevas estrategias
terapéuticas para frenar su avance. Durante los ultimos afios, el potencial terapéutico de los
cannabinoides, compuestos derivados de la planta Cannabis sativa, ofrece una posibilidad en
el tratamiento del Alzheimer. Se han descrito alteraciones en el sistema cannabinoide
enddgeno de enfermos de Alzheimer, indicando un posible rol en la enfermedad. Numerosos
estudios indican que los cannabinoides son capaces de reducir la neurotoxicidad inducida por
el B-amiloide, actuando sobre los receptores cannabinoides CB; y CB,. El sistema
cannabinoide aparece, de esta manera, como un nuevo blanco terapéutico en el tratamiento de
esta patologia. En este trabajo abordaremos la capacidad de los cannabinoides para reducir la
neuroinflamacidn, estrés oxidativo y excitotoxicidad, asi como para potenciar la neurogénesis

en modelos experimentales de Alzheimer.

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo, lento y progresivo
caracterizado por un deterioro de las funciones cognitivas e intelectuales, siendo la principal
causa de demencia en la madurez, especialmente importante en personas de mas de 80 afios y
en la franja de 65 a 80 afios. La EA se caracteriza por las cuatro ~A"": amnesia (falta de
recuerdos), afasia (pérdida del habla), agnosia (pérdida de las funciones cognoscitivas) y
apraxia (incapacidad de ejecutar movimientos coordinados). Ademas, también le acompafian
sintomas neuropsiquiatricos como depresion, apatia, agresividad y psicosis. El declive
cognitivo finaliza con la muerte del paciente en un periodo medio comprendido entre los 2 y

10 afios tras el diagnostico.

Las dos principales sefias de identidad de esta enfermedad son: por un lado, la existencia de
placas extracelulares (placas seniles) constituidas por la proteina B-amiloide (BA) y, por otro,
los ovillos neurofibrilares intracelulares, que consisten en lesiones asociadas a la proteina tau

hiperfosforilada. Los depositos de BA se originan por el procesamiento anormal del precursor
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BA (BAPP). La EA también se asocia con neuroinflamacion, estrés oxidativo y

excitotoxicidad.

Recientemente, los cannabinoides han mostrado propiedades neuroprotectoras en la EA in
vitro e in vivo y se postulan como un nuevo enfoque terapéutico en el tratamiento del
Alzheimer ante la ineficacia de las terapias actuales para combatir la enfermedad. EI sistema
cannabinoide enddgeno (SCE) incluye los receptores cannabinoides, ligandos enddgenos
(endocannabinoides) y las diversas enzimas responsables de su sintesis y degradacion. Hasta
la fecha se han descrito dos tipos de receptores cannabinoides, CB; y CB,, que son receptores
metabotrépicos acoplados a proteinas G, generalmente inhibitorias (Gi/o). Sin embargo,
ciertos compuestos cannabinoides pueden unirse a otros receptores como GPR55, PPAR-a,
PPAR-y y el receptor potencial transitorio vanilloide 1 (TRPV1). El receptor CB; se
encuentra en la mayoria de los tejidos, principalmente en el Sistema Nervioso Central (SNC),
en regiones implicadas en funciones cognitivas, memoria, ansiedad, dolor, percepcion
visceral, coordinacion motora y funciones endocrinas. El receptor CB, se localiza
mayoritariamente a nivel periférico, pero también se ha observado su presencia en el SNC,
tanto en microglia como en neuronas, y esta implicado en el control de la supervivencia

neuronal y en proporcionar neuroproteccion a través de sus acciones antiinflamatorias.
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Figura 1. Distribucion de receptores CB; y CB..

Otros componentes del SCE son los ligandos enddgenos de estos receptores, siendo los mas
importantes la araquidonoiletanolamina (anandamida o AEA) y el 2-araquidonilglicerol (2-
AG). Son compuestos lipidicos que derivan de la degradacion de fosfolipidos de membrana y
acttan como neuromoduladores de la transmision sinaptica y liberacion de neurotransmisores.
El 2-AG es méas abundante que la AEA en el cerebro y se comporta como agonista completo

de CB; y CB,, mientras que la AEA es un agonista parcial de CB;. Los endocannabinoides se
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inactivan rapidamente por transporte especifico e hidrolisis enzimatica. Estas enzimas son la
amido hidrolasa de acidos grasos (FAAH) y la monoacilglicerolipasa (MAGL). La FAAH
degrada tanto la AEA como el 2-AG y su distribucion en el cerebro es similar a la del receptor
CB..

Anandamida (AEA) 2-araquidonil-glicerol (2-AG)
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Figura 2. Estructuras quimicas de los endocannabinoides AEA y 2-AG.

OBJETIVOS

e Realizar una revision bibliografica de los estudios de los cannabinoides en modelos
experimentales de Alzheimer describiendo sus efectos beneficiosos sobre la
neuroinflamacién, estrés oxidativo, excitotoxicidad y mejora de la neurogénesis.

e Determinar si los cannabinoides pueden ser una estrategia terapéutica viable en el

tratamiento de la EA.

METODOS

Para la elaboracion de este trabajo se ha realizado una revision bibliogréfica en la base de
datos cientifica PUBmed-NCBI, ademas de consultar publicaciones on-line en Google. Para

ello, se introdujeron las siguientes palabras clave en el buscador: " “cannabinoide™,

VNN

“Alzheimer™’,

VZERNN 7oA

neuroinflamacién™, ““excitotoxicidad™”, ““sistema endocannabinoide”".

RESULTADOS Y DISCUSION

El sistema cannabinoide en la EA

Se han observado alteraciones en la expresién de ciertos componentes del sistema
cannabinoide enddgeno en cerebros de pacientes con EA, lo que sugiere que este sistema
contribuye o es alterado por la enfermedad. El analisis postmortem de cerebros de Alzheimer
revela un aumento en la expresion de ambos receptores en la microglia dentro de las placas,
mientras que la expresion del receptor CB; aparece disminuida en regiones cerebrales alejadas

de la mismas (Ramirez et al., 2005).

En diversos estudios se ha evidenciado una sobreexpresion de la FAAH en la astroglia

alrededor de las placas seniles y en células mononucleares de enfermos de Alzheimer, lo cual
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sugiere que esta enzima podria jugar un papel importante en la respuesta glial ante los
depositos de BA.

El trabajo de van der Stelt y colaboradores (2006) ha aportado datos interesantes acerca del
potencial terapéutico del sistema endocannabinoide en la EA. Estos autores comprobaron que,
tras administrar el péptido BA en la corteza cerebral de ratas, se incrementa la produccion del
endocannabinoide 2-AG, en un intento de proporcionar neuroproteccion frente al dafio del
BA. Ademas, en este estudio, la administracion del inhibidor de la recaptacion VDM-11 fue
capaz de revertir la neurotoxicidad y la pérdida de memoria inducida por el BA, aunque estos
efectos fueron dependientes de una administracion temprana del inhibidor. Ademas, la
anandamida y el éter de noladina reducen la neurotoxicidad del PA in vitro mediante
activacion del receptor CB;. En consecuencia, estos datos sugieren que un incremento del
tono endocannabinoide (mediante la administracion de inhibidores de la recaptacion o

inhibiendo la FAAH) es una estrategia terapéutica posible en el tratamiento de la EA.

Los mecanismos de accion que confieren a los cannabinoides propiedades neuroprotectoras
frente al BA y, en tltima instancia, una mejoria de la memoria son diversos e interactuan entre
ellos. Aungue la mayoria de estos mecanismos estan relacionados con la capacidad de paliar
indirectamente los efectos perjudiciales del PA (inflamacidon, estrés oxidativo,
excitotoxicidad), se han descrito efectos directos de los cannabinoides en el procesamiento del
BA. Asi, la estimulacion de los receptores CB, permite la eliminacion del BA por los
macrdfagos, mientras que el receptor CB; no ha demostrado contribucion alguna en el
procesamiento, agregacion o eliminacion del BA en dos modelos transgénicos de Alzheimer.
Ademés, el A’-THC incrementa significativamente la expresién de la neprilisina, una
importante endopeptidasa para la degradacion del BA, permitiendo un notable descenso del
péptido en las placas seniles. Asimismo, el A®-THC se une al sitio aniénico periférico de la
acetilcolinesterasa (AchE), region implicada en la agregacion del BA (revisado de Aso y
Ferrer, 2014).

Modulacién de la neuroinflamacién por cannabinoides

La neuroinflamacion es uno de los rasgos caracteristicos de los enfermos de Alzheimer que
contribuye al dafio celular y pérdida neuronal. Los cannabinoides han demostrado en diversos
estudios in vitro e in vivo efectos beneficiosos en atenuar el proceso inflamatorio. El analisis
postmortem de cerebros de Alzheimer muestra un elevado nimero de astrocitos y microglia

alrededor de las placas seniles, asi como elevados niveles de de citoquinas proinflamatorias
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como IL-1, IL-6 y TNF-a. Ademas, los receptores CB, estan regulados al alza en la microglia
activada y astrocitos, donde las placas son abundantes. La activacion in vitro del receptor CB,
reduce la producciéon de mediadores proinflamatorios como la IL-1B, especies reactivas de
oxigeno (ROS) y prostaglandinas. Este control sobre la inflamacion puede ser debido al
impacto sobre factores de transcripcion, como el NF-kf. Asimismo, estos efectos
neuroprotectores de los cannabinoides incluyen la produccion de especies antiinflamatorias

como la IL-1ra.

De esta manera, la manipulacién de las rutas y sefializacion intracelular que median la
inflamacion es un objetivo en el tratamiento de la EA (revisado de Campbell y Gowran,
2007).

Marchalant y colaboradores (2009) estudiaron el efecto del agonista sintético no selectivo
CB,/CB; WINb55, 212-2 en ratas de edad avanzada. WIN redujo los niveles de la microglia
activada mediante antagonismo del receptor TRPV1 y promovid neurogénesis en el
hipocampo a través de los receptores CB; y CB,. Ademas, este cannabinoide disminuyé los
niveles del mRNA de la IL-6 (proinflamatoria) e increment6 IL-1ra (antiinflamatoria). Los
niveles de TNF-a e IL-1B también descendieron. En la activacion patoldgica de la microglia
estd implicado el receptor CD40, cuya activacion en estas celulas conduce a la produccion de
TNF-a y otras neurotoxinas no identificadas. En cultivos primarios de microglia el
tratamiento con IFN-y aument6 la expresion de CD40, que condujo a la activacion de
diferentes vias de sefializacién como JAK/STATL. El agonista cannabinoide CB, JWH-015
anuld la expresion CD40 en la microglia e inhibi6 la fosforilacion de STATL inducida por
IFN-y, evitando de este modo la sefalizacion de la via JAK/STATI1. De esta manera, la
activacion CB; suprimi6 la produccion de TNF-a y 6xido nitrico (NO) inducido por IFN-y en
presencia de CD40 (Erhart et al., 2005).

Para el estudio tanto del desarrollo de la patologia como de posibles terapias es fundamental
contar con buenos modelos animales y celulares que permitan analizar los mecanismos
moleculares y efectividad de los posibles tratamientos. En este sentido, con el animo de
desarrollar un modelo de EA, Ramirez y colaboradores (2005) inyectaron el péptido BA via
intracerebroventricular en ratas y observaron un incremento de la activacién microglial junto
con deterioro cognitivo y pérdida de marcadores neuronales. EI cannabinoide WINS5, 212-2
mejoro estos efectos atribuidos a los receptores CB; y CB,. Ademas, otros compuestos como



JWH-133 (agonista selectivo CB,) y HU-210 (agonista CB;/CB,) fueron capaces de prevenir

igualmente la activacion microglial y controlar la liberacion de TNF-a.

Las variaciones de las concentraciones intracelulares de calcio ([Ca?']i) participan en la
respuesta inflamatoria y en la activacién de la microglia. EI incremento de ATP extracelular
liberado por las neuronas que mueren y células gliales puede aumentar la [Ca®*]i y activar la
microglia. El cannabidiol (CBD), WIN55, 212-2 y JWH-133 redujeron el incremento de
[Ca?*]i inducido por ATP de una forma concentracién-dependiente en la linea microglial N13.
Por el contrario, HU-308, otro agonista selectivo CB,, carecié de este efecto. El efecto de
WIN fue antagonizado por antagonistas selectivos CB; y CB,, mientras que el del CBD no se
alter6. En cambio el antagonismo sobre CB;, si bloqued el efecto de ambos agonistas en
cultivos de microglia primaria de ratén. Todos los cannabinoides estudiados (CBD, WIN,
JWH, HU) redujeron la generacién de nitritos a las 24 horas de la adicion de lipopolisacérido
(LPS). Por dltimo, el CBD y WIN, tras la administracion subcrénica durante 3 semanas en
ratones que fueron inyectados con BA, fueron capaces de reducir la expresion de IL-6 (y

parcialmente de TNF-a) y el déficit cognitivo que mostraban (Martin-Moreno et al., 2011).

Asimismo, se investigo in vivo los efectos del CBD sobre la neuroinflamacion en ratones
inyectados con PA. La administracion del CBD durante 7 dias inhibio el mRNA vy la
expresion de la proteina gliofibrilar acida (GFAP) y redujo la expresion y liberacion de la
INOS e IL-1B, evidenciando las propiedades antiinflamatorias de este compuesto (Esposito et
al., 2007).

Wu y su grupo de trabajo (2013) estudiaron el efecto de otro agonista CB, en ratas en las que
se inyectd fibrillas del BA en el hipocampo. El tratamiento con 1- (3-bencil-3-metil-2,3-
dihidro-1-benzofuran-6-il) piperidina (MDA7) durante 14 dias mostrd los siguientes
resultados: 1) disminucion en la expresion de marcadores de la glia y astrocitos, 2) reduccién
de la IL-1pB, 3) descenso en la expresion de receptores CB,, 4) estimulacion de la eliminacion
del BA y 5) recuperacion de la plasticidad sinaptica, cognicion y memoria. Estos hallazgos
hacen del MDA7, por tanto, una innovacién terapéutica en el tratamiento de la enfermedad de

Alzheimer.

Los animales transgénicos han permitido a los investigadores imitar la amiloidosis y
neuroinflamacién encontrados en la EA. Estdn basados en las diversas mutaciones que
originan los casos de Alzheimer familiar. Los mas utilizados son los modelos que incluyen, al

menos, una mutacion en el gen del APP y junto con ésta pueden llevar mutaciones en el gen
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de las presenilinas (PS1 y PS2) y/o la proteina tau. En este sentido, Martin-Moreno y
colaboradores (2012) estudiaron en ratones transgénicos APP los efectos de la administracion
oral de dos cannabinoides diferentes farmacologicamente (WIN55,212-2 y JWH-133). JWH-
133 carece de efectos psicoactivos, lo que supone una gran ventaja para su uso clinico, aunque
WIN a bajas dosis podria carecer igualmente de dichos efectos. Dado que los autores
pretendian estudiar los efectos preventivos de dicho tratamiento, los cannabinoides fueron
administrados a los 7 meses de edad, en una etapa presintomatica, cuando los ratones todavia
no exhibian el péptido PA en las placas. Los ratones mostraron deterioro cognitivo
acompafado de activacion microglial y liberacion de citoquinas proinflamatorias causado por
la elevada carga del BA, pero JWH-133 normalizé el déficit cognitivo (WIN fue inefectivo).
Ambos cannabinoides consiguieron reducir los niveles de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) y la
expresion del TNF-o. Asimismo, ambos compuestos disminuyeron la carga del BA en el
cerebro y favorecieron su transporte a traveés del plexo coroideo in vitro. Estos autores
concluyeron que los agonistas cannabinoides, especialmente del receptor CB,, reducen la

inflamacion y sus consecuencias (déficit cognitivo) en la EA.

En diversos experimentos Aso y su grupo de trabajo usaron ratones doble transgénicos de
APP/PS1 para dilucidar las funciones de los receptores cannabinoides en la neuroinflamacion
(Aso et al., 2012, 2013). La administracion del agonista selectivo CB; araquidonil-2-
cloroetilamida (ACEA) en estadios presintomaticos de la enfermedad redujo el declive
cognitivo en este modelo de raton, aunque no tuvo efecto alguno en la produccion, agregacion
o aclarado del BA. No obstante, ACEA consiguid reducir los efectos toxicos de los
oligomeros de BA4; en cultivos de neuronas corticales, e inhibio la glucogeno sintasa kinasa-
3B (GSK3p) in vitro e in vivo. La GSK3B es la principal enzima responsable de la
hiperfoforilacion de tau y, por tanto, de la formacion de ovillos neurofibrilares, por lo que su
inhibicion es de gran interés terapéutico. Ademas, ACEA rebajo la expresion de la citoquina
proinflamatoria IFN-y en astrocitos y respuesta astroglial alrededor de las placas. Ademas, la
estimulacion selectiva CB, por JWH-133 en estadios presintoméaticos mejorod la cognicion en
estos ratones. Este efecto se asocié con un descenso de la respuesta inflamatoria de la
microglia y con la disminucion de la expresion de las citoquinas IL-1p, IL-6, TNF-a ¢ IFN-y,
asi como con la expresion de la citoquina antiinflamatoria IL-10. En adicion, JWH-133
también fue capaz de reducir la hiperfosforilacion de tau cerca de las placas al inactivar la

GSK3pB. De esta manera, Aso y sus colaboradores demostraron que la activacion de los



receptores CB; y CB;, permite combatir la neuroinflamacion y la hiperfosforilacion de tau,

ademas de detener la pérdida de memoria en enfermos de Alzheimer.

Diversos estudios han identificado al receptor y activador de la proliferacion de peroxisomas
(PPAR-y) como mediador de los efectos antiinflamatorios de los cannabinoides. Los
receptores PPARs son una familia de factores de transcripcion nucleares que participan en la
expresion genética, metabolismo de lipidos y glucosa y respuesta inflamatoria. Esposito y
colaboradores (2011) investigaron los efectos del CBD en ratas tratadas con BA. Se observo
un incremento en la liberacion de NO, IL-1B, TNF-a y S100B, efectos que fueron
contrarrestados por el CBD. Ademas, en lisados de astrocitos el CBD atenud la expresion de
la iNOS, GFAP y S100B inducida por el BA mediante inhibicion del NF-«f. El antagonista
PPAR-y GW9662 inhibi6 la actividad antiinflamatoria del CBD, sugiriendo una funcion

esencial del PPAR-y en los beneficios de este cannabinoide.
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Fakhfouri y colaboradores (2012) también investigaron la actividad del cannabinoide WIN55,
212-2. Se administrd el péptido BA por via intracerebroventricular en el hipocampo de ratas
causando deterioro de la memoria y elevacion brusca de los niveles de TNF-a, caspasa 3 y
NF-kB. La administracion de WIN mejoré significativamente la memoria y redujo las
concentraciones de los marcadores anteriores, mientras que el antagonismo ya sea de
receptores CB; o CB; atenud en parte estos efectos neuroprotectores. Curiosamente, WIN
incremento los niveles de PPAR-y, asi como su actividad transcripcional, aunque este efecto
fue inhibido por AM251 (antagonista CB; selectivo), sugiriendo que la potenciacion de esta
via fue crucial en la neuroproteccion observada por WIN. Ademas, el antagonista selectivo
PPAR-y GW9662 revirtié parcialmente los efectos mostrados por WIN. La coadministracion
de GW9662 junto con AM251 y SR144528 (antagonista selectivo CB;) elimind por completo
los beneficios de WIN. Por tanto, estos autores concluyeron que WIN es un cannabinoide
prometedor para evitar el dafo por el BA, ejerciendo sus acciones neuroprotectoras y
antiinflamatorias a través de los receptores CB; y CB,. Asimismo, la potenciacion de la
sefializacion de PPAR-y, ya sea directamente o mediante activacion del receptor CBjy,

contribuye a la neuroproteccion de WIN.

Por otro lado, las enzimas de degradacion de los endocannabinoides AEA y 2-AG también
contribuyen a modular el proceso inflamatorio en modelos de EA. Estas enzimas son la
FAAH y la MAGL. La expresion permanente de la FAAH en astrocitos conlleva una
disminucion del tono endocannabinoide y agrava los efectos toxicos del BA. Sin embargo,
astrocitos de ratones sin FAAH genéticamente modificados muestran un fenotipo inflamatorio
caracterizado por aumento de citoquinas proinflamatorias y muerte celular si se exponen al
BA (Benito et al., 2012). La expresion de TNF-a, iINOS y COX-2 también aumento con
respecto a los astrocitos de ratones controles. En estos cambios observados participaron el
PPAR-0, PPAR-y y TRPVI (pero no CB; ni CB;). Estos datos sugieren que una potenciacion
prolongada del tono endocannabinoide puede ser contraproducente en la modulacion del

proceso inflamatorio.

Recientemente, se ha descubierto la MAGL, enzima que degrada el endocannabinoide 2-AG
en acido araquidonico, precursor de eicosanoides en el cerebro. Piro y colaboradores (2012)
mostraron que la inactivacion genetica de la MAGL en ratones APP/PS1 redujo la
neuroinflamacion y la carga amiloide en este modelo de EA. La inactivacion genética de la
MAGL conllevé un notable descenso de la IL-1pB, IL-6 y TNF-a. Asimismo, descendio el

numero de placas de BA y los niveles totales del péptido en el cerebro.
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Cannabinoides vy estrés oxidativo

El estrés oxidativo es uno de los eventos centrales en los enfermos de Alzheimer y puede estar
causado por la respuesta inmune, la excitotoxicidad y el BA. El BA puede generar estrés
oxidativo por si mismo, pero también puede hacerlo a través de la generacion de NO en la
microglia y astrocitos. EI NO es fundamental en la etiopatogenia de la EA, pues promueve
directamente la hiperfosforilacion de tau y, por consiguiente, la formacion de ovillos
neurofibrilares (Esposito et al., 2006a). De hecho, la microglia es la mayor fuente de ROS en
el cerebro, principalmente a través de la NADPH oxidasa, enzima muy activa en un cerebro
de Alzheimer (Fagan y Campbell, 2015). EI estrés oxidativo también esta estrechamente

relacionado con la alteracion de la homeostasia del calcio y disfuncion mitocondrial.

Las propiedades antioxidantes de los derivados del cannabis, mayormente del CBD, se
evidenciaron en cultivos celulares expuestos a niveles toxicos del neurotransmisor glutamato.
El CBD demostr6 mayor proteccion que el a-tocoferol o la vitamina C frente a la
neurotoxicidad por glutamato, indicando su potente efecto antioxidante (Booz, 2011). En este
sentido, el CBD aument6 significativamente la supervivencia neuronal en células PC12 (una
linea celular de feocromictoma de ratas) expuestas al BA. Asimismo, el CBD disminuyo la
produccion de ROS, peroxidacion lipidica, niveles de caspasa 3, fragmentacion del DNA y
[Ca?*]i. La actividad antioxidante del CBD para reducir ROS no fue modificada por el
antagonismo sobre CB;, de tal manera que las acciones antioxidantes de este cannabinoide
fueron independientes de este receptor (luvone et al., 2004). EI CBD mostré también
neuroproteccion en células neuronales PC12 expuestas al BA inhibiendo la hiperfosforilacion
de tau, en un efecto mediado por la sefializacion de la via Wnt-p-catenina. Al reducir la
fosforilacion de la GSK3pB, enzima que potencia el procesamiento andmalo del APP, se
reduce la carga amiloide en el cerebro (Esposito et al., 2006b). Asimismo, en esta misma linea
celular expuesta a los efectos toxicos del BA, el CBD demostrd inhibicién concentracion-
dependiente tanto en la produccion de NO como en la expresion de la iINOS. Este efecto
ocurrié como consecuencia de la inhibicion del NF-xf y la p38MAP quinasa (Esposito et al.,
2006c¢).

Aparte del CBD, otros cannabinoides han mostrado su capacidad antioxidante en modelos
animales de EA. Asi, WIN55, 212-2 y ACEA, por activacion CB; redujeron la expresion de
la iINOS y NO en células C6 de glioma de ratas expuestas al BA. Ademas, ambos
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cannabinoides inhibieron concentracion-dependiente la produccién de NO en cultivos

celulares PC12, aminorando la hiperfosforilacion de tau via CB; (Esposito et al., 2006a).

El agonista selectivo CB, JWH-133 redujo la expresion de aductos hidroxinonenales (HNE),
que derivan de la peroxidacion lipidica, e incrementd los niveles de las superdxido dismutasas
SOD1 y SOD2 en ratones APP/PS1 alrededor de las placas (Aso et al., 2013). Estos datos
indican la capacidad de los receptores CB, en la defensa frente al dafio oxidativo.

VLW

En el modelo de ratén transgénico PK—/—/Tau (un modelo que combina la sobreexpresion

de tau junto con deposicién amiloide), se investigaron los efectos de Sativex®, una mezcla de
A%-THC y CBD. Sativex® combina diversos efectos neuroprotectores, tales como la
estimulacion de los receptores CB; y CB, por el A’-THC y las acciones antioxidantes del
CBD. En comparacién con placebo, Sativex® disminuyé la activacion microglial y la
expresion de la iNOS en la corteza cerebral, con el consiguiente descenso en la produccion de
NO. Los niveles de la chaperona Hsp-70, proteina que aparece elevada en situaciones de
estrés, disminuyeron significativamente. Ademas, Sativex® redujo los niveles de oligémeros

de BA 'y el nimero de placas en el hipocampo y corteza cerebral (Casarejos et al., 2013).
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Figura 4. Efectos de Sativex® sobre el niimero de placas de BA y ovillos neurofibrilares.

Apoyando la evidencia de los cannabinoides frente al estrés oxidativo, Chung y colaboradores
(2012) investigaron los efectos de WIN55,212-2 y HU-210 en ratas inyectadas con
lipopolisacaridos (LPS). Los LPS indujeron pérdida neuronal, activacion de la microglia y de
la NADPH oxidasa, asi como produccion de ROS y elevacidn de citoguinas proinflamatorias.
Tanto WINS5,212-2 como HU-210 inhibieron la elevacion de citoquinas proinflamatorias y

la activacion de la NADPH oxidasa y, por tanto, la produccion de ROS en las ratas.
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Cannabinoides vy excitotoxicidad

La excitotoxicidad es otro de los procesos patoldgicos que contribuye a la muerte neuronal en
la EA y resulta de la excesiva estimulacion de receptores ionotrépicos, como el receptor N-
metil-D-aspartato (NMDA), por glutamato y otros aminoacidos excitatorios. El BA puede por
si mismo activar al receptor NMDA y reducir la recaptacion de glutamato por los astrocitos,
agravando la excitotoxicidad. Igualmente, el BA es capaz de activar canales de Ca®" voltaje-
dependientes y formar poros permeables a este i6n en las membranas lipidicas, incrementando
la [Ca*'Ti como mecanismo excitotdxico. Las neuronas, en su intento de reducir el calcio
citosélico, consumen energia mediante bombas idénicas en el reticulo endoplasmico,
membrana plasmatica y mitocondria. Este descenso de los niveles ATP se asocia con
excitotoxicidad. Ademas, el aumento de calcio genera ROS y activa enzimas apoptéticas
Ca**dependientes como la calcineurina y catepsina (Fagan y Campbell, 2015). Por tanto, toda
estrategia capaz de reducir el flujo de calcio al interior celular y limitar la excitotoxicidad

puede conferir neuroproteccion en la EA.

Los efectos neuroprotectores de ciertos cannabinoides se asocian a la regulacion de la
excitotoxicidad del receptor NMDA. El HU-211 demostr6 ser un inhibidor estereoselectivo
del NMDA y confirié proteccion en cultivos neuronales de ratas (revisado de Campbell y
Gowran, 2007). Estudios in vivo e in vitro manifiestan la sintesis y liberacion de
endocannabinoides tras reproducir modelos de excitotoxicidad (como la aplicacion del
iondforo del calcio o por despolarizacion de la membrana inducido por acido kainico). La
sintesis Ca** dependiente de anandamida y 2-AG sugiere que los endocannabinoides se
generan como consecuencia del incremento de Ca”" intracelular con el fin de controlar la
excitotoxicidad. La activacion del receptor CB; confiere proteccidn frente a la excitotoxicidad
en cultivos neuronales de médula espinal e hipocampo de ratdn, posiblemente por inhibicién
presinaptica de la entrada de calcio, con el consiguiente descenso de la actividad
glutamatérgica (revisado de Campbell y Gowran, 2007). En sinaptosomas cultivados de ratas,
la 4-aminopiridina facilito la entrada de calcio al interior celular e indujo la liberacion de
glutamato, pero el cannabinoide WIN55,212-2, por activacion del receptor CBj, inhibid este
efecto (Fagan y Campbell, 2015). Utilizando cultivos de neuronas corticales de ratones, la
estimulacion por NMDA provoco la muerte en un 70% de las células; pero la co-incubacién
de WIN contrarresto este efecto. La neuroproteccion de WIN fue frustrada por el antagonismo

sobre el receptor CB;. Ademas, la estimulacion del receptor NMDA increment6 la produccion

-13-



de NO, efecto que fue contrarrestado por WIN. De nuevo, el antagonismo CB; revirtio el

efecto beneficioso (Fagan y Campbell, 2015).

La excitotoxicidad inducida por acido kainico activa el sistema cannabinoide enddgeno y
aumenta la supervivencia neuronal en areas de la corteza e hipocampo, mediante la activacion
del receptor CB;. Pero, ¢;como reduce la excitotocicidad la activacion CB;? Marsicano y su
grupo de trabajo (2003) inyectaron acido kainico en ratones knockout de receptores CB; y
observaron una reduccion significativa en la fosforilacion de la p-42 y p-44 ERK, asi como en
c-fos y zif268, dos genes conocidos por su proteccién frente a la excitotoxicidad y que son

inducidos mediante fosforilacion de ERK.

La activacion del receptor CB; también afecta a la homeostasis de calcio regulando su
liberacion de los depdsitos intracelulares. Utilizando cultivos neuronales de hipocampo, la
activacion del receptor NMDA causé un incremento de [Ca®*]i, pero el tratamiento con
WIN55,212-2 revirtid este efecto. Ademas, la rianodina, ligando que regula la liberacion de
calcio de los depésitos intracelulares, redujo el incremento de [Ca®*]i causado por NMDA. La
coadministracion con WIN potencié este efecto inhibitorio. El antagonismo CB; de
SR141716A anul6 estos efectos neuroprotectores. Ademas, estos autores observaron que tanto
WIN como CP55,940 (agonista CB;) disminuyeron la muerte neuronal dosis y tiempo
dependiente mediante inhibicion de la via AMPc/PKA (Fagan y Campbell, 2015).

Cannabinoides y neurogénesis

Otro mecanismo que podria ser responsable del potencial de los cannabinoides para conferir
neuroproteccion es su capacidad para inducir neurogénesis en el cerebro adulto. De hecho,
existe amplia evidencia de que los procesos de aprendizaje y memoria dependen de la
neurogénesis. En varios modelos animales de Alzheimer se ha visto disminucion de la
neurogénesis, aunque el analisis postmortem de cerebros de pacientes con EA mostré un
aumento de la misma, siendo insuficiente para frenar el avance de la enfermedad. Durante el
progreso de la enfermedad se observa un marcado descenso de la expresién de receptores para
neurotrofinas en neuronas colinérgicas, asi como del factor neurotréfico derivado de cerebro
(BDNF). Por ello, los mecanismos que potencian la expresion tanto del BDNF como del
factor de crecimiento nervioso (NGF) han demostrado una mejora en la cognicion, memoria y

supervivencia neuronal en modelos animales de Alzheimer.
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Diversos estudios han mostrado que los cannabinoides son capaces de modificar los niveles
de factores tréficos que pueden contribuir a la neuroproteccién. Por ejemplo, el A®-THC
administrado de forma crénica puede aumentar los niveles del BDNF en diversas zonas
cerebrales. En el raton knockout CB; la expresion del BDNF se encontré reducida in vivo
como consecuencia de la excitotoxicidad inducida por &cido kainico (Marsicano et al., 2003)
e in vitro, resultando en una mayor pérdida neuronal (revisado de Campbell y Gowran, 2007).
En lineas celulares fuera del SNC, el A>-THC y la anandamida indujeron la liberacién del
NGF mediante la activacion de la via PI3K/PKB (revisado de Campbell y Gowran, 2007). El
agonista HU-210, por activacion CB;y, promovid proliferacién, aunque no diferenciacion, en
el hipocampo de ratas adultas, efecto atribuido a la sefializacién por ERK y proteinas G
(Fagan y Campbell, 2015). Ademas, demostré efectos ansioliticos y antidepresivos,

posiblemente debidos a la mejora de la neurogénesis (revisado de Campbell y Gowran, 2007).

Por otro lado, los modelos animales manipulados genéticamente ponen de manifiesto el papel
de ciertas proteinas del sistema endocannabinoide en la neurogénesis. Gao y colaboradores
(2010) generaron ratones knockout de diacilglicerol lipasa a (DGLo™) y diacilglicerol lipasa p
(DGLB™); la DGL es la enzima que sintetiza el 2-AG, el cannabinoide més abundante en el
cerebro. Estos autores observaron una reduccion del 80% y 50% en los niveles de 2-AG en
los ratones DGLo”” y DGLB™, respectivamente. Asimismo, se observd un deterioro de la
neurogénesis, efecto atribuido a la pérdida de la supresion gabaérgica en el hipocampo por el
2-AG.

La excitotoxicidad inducida por acido kainico provoca la proliferacion de células progenitoras
neurales in vivo, las cuales generan los diferentes fenotipos celulares del Sistema Nervioso.
Ratones deficientes del receptor CB; no conservan esta capacidad neuroprotectora y, ademas,
mostraron una reduccién del factor de crecimiento para fibroblatos basico en el cerebro
(bFGF). El bFGF y el BDNF aumentan su expresion en el hipocampo tras la administracién
de acido kainico in vivo por activacion CB;, efecto que no reprodujeron estos ratones
knockout. Estos autores concluyeron que el receptor CB; esta implicado en la proliferacion de
progenitores neurales y neurogénesis tras provocar un dafio excitotdxico. La sefializacion por

el bFGF juega un papel central en este proceso (Aguado et al., 2007).
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Figura 5. La excitotoxicidad induce neurogénesis por activacion del receptor CB;. La
imagen A representa el nimero de células nuevas, identificadas como BrdU®, tras el
tratamiento con placebo (veh) o &cido kainico (KA) en ratones controles (barras lancas) y
deficientes en receptores CB; (barras negras). B muestra el proceso de neurogénesis en estos

mismos animales determinado por el nimero de células BrdU™ NeuN".

Cannabinoides: utilidad en la préctica clinica

El potencial terapéutico de los cannabinoides para la EA sélo se ha explorado en unos pocos
estudios. En un ensayo clinico de 15 pacientes con Alzheimer, el tratamiento con dronabinol
(una preparacion oleosa de A°-THC) durante 6 semanas mejoré el apetito y el
comportamiento de estos pacientes. Los efectos adversos asociados a la administracion de
este cannabinoide fueron minimos y se limitaron a euforia, cansancio y somnolencia.
Asimismo, dos estudios pilotos de 8 pacientes con demencia tratados con dronabinol
mostraron una disminucién de la agitacion nocturna y alteraciones del comportamiento, sin
efectos adversos asociados. En esta misma linea, la nabilona, un agonista CB;, demostrd
efectos beneficiosos en la severidad de la agitacion y agresividad en un paciente con
Alzheimer avanzado y refractario a tratamientos ansioliticos y antipsicoticos. Ademas, estan
en marcha dos ensayos clinicos en fase Il para evaluar la eficacia y seguridad del namisol,
comprimidos orales de A-THC, en pacientes con Alzheimer y demencia vascular (Fagan y
Campbell, 2015).

CONCLUSIONES

La EA es un trastorno cerebral caracterizado por la pérdida progresiva de memoria y
funciones cognitivas. Hasta ahora, ninguna terapia ha resultado efectiva para detener la

progresion de la enfermedad. Sin embargo, los cannabinoides han demostrado en modelos
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animales efectos beneficiosos sobre los procesos patoldgicos caracteristicos de la enfermedad,

como inflamacion, estrés oxidativo, excitotoxicidad y pérdida neuronal.

CBD « Glutamate releass

pla®]
Scavenge ROS | SEEE
Il NFxB

IL-1f release
AOS production -
- Meurotrophin production

Microglia Newron Neurogenesis

Amiyloid aggregation
Figura 6. Dianas del sistema cannabinoide en el tratamiento de la EA.

A pesar de los efectos psicoactivos de ciertos cannabinoides (especialmente el A°-THC), son
sustancias bastante seguras en el contexto de su aplicacion clinica. El éxito de una terapia
cannabinoide podria implicar el uso combinado de agonistas CB; y CB, con el fin de cubrir
el amplio abanico terapéutico mostrado por estos compuestos, junto con CBD, que exhibe
gran parte de sus propiedades neuroprotectoras independiente de la sefializacion
endocannabinoide. Igualmente, sera de vital importancia un diagnéstico precoz y administrar

cuanto antes el tratamiento para frenar el avance de la enfermedad.

De esta manera, el sistema endocannabinoide emerge como un nuevo blanco terapéutico
prometedor en el tratamiento de la EA, aungue es necesario llevar a cabo una investigacion
basica mas profunda y ensayos clinicos mas exhaustivos para considerar la eficacia del

tratamiento cannabinoide en la EA.
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